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RESUMEN

La enfermedad del coronavirus 2019 (COVID-19), causada por el virus SARS-CoV-2, ha
provocado millones de muertes y sigue siendo un gran desafio global. Este virus, que es
altamente transmisible, es el mas contagioso de la familia Coronaviridae. El genoma del
SARS-CoV-2 codifica cuatro proteinas importantes: la proteina Spike (S), la proteina de
Envoltura (E), la proteina de Membrana (M) y la proteina Nucleocéapside (N). De estas,
la proteina S es fundamental para la fusion con la célula huésped, por lo que es un objetivo
terapéutico clave. Debido a que el virus ingresa a la celula utilizando la enzima
convertidora de angiotensina humana 2 (ACE2), la interaccion de esta proteina con la
proteina S ha emergido como un punto central en la investigacion de tratamientos
antivirales. Basandose en la estructura de la ACE2, investigadores del Massachusetts
Institute of Technology (MIT) crearon el péptido Spike Binding Protein 1 (SBP1). En
ensayos de afinidad, este péptido mostr6 afinidad por la proteina S, aunque en menor
proporcion comparada con la afinidad entre la ACE2 y la proteina S. Considerando la
necesidad de aumentar la afinidad del SBP1 por la proteina S y sabiendo que el disefio de
la interaccion SBP1-proteina S es un enfoque trascendental ya que es apta para el virus y
sus mutaciones, debido a que el virus utiliza su proteina S para ingresar a la célula, este
trabajo de investigacion propone un método de sintesis para mejorar la afinidad del
péptido SBP1. Para ello, se utiliza el quitosano como matriz y se une al péptido SBP1
utilizando la N-hidroxisuccinimida-PEG-Maleimido (NHS-PEG-MAL) como linker. El
quitosano es un biopolimero ampliamente utilizado debido a su capacidad para
modificarse, reaccionar y contener ficilmente otras moléculas, como los péptidos. Esta
capacidad de servir como matriz o soporte de moléculas amplifica significativamente la
afinidad de estas por sus respectivas proteinas extracelulares del patdogeno objetivo. En
este estudio se caracterizaron los reactivos iniciales mediante la técnica de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN). La sintesis del quitosano funcionalizado se realiz6 en dos
etapas: primero, se formd una amida entre la unidad desacetilada del quitosano
(glucosamina) y el NHS-PEG-MAL,; en la segunda etapa, se llevo a cabo la reaccion de
Michael para unir el quitosano-PEG heterobifuncional al péptido SBP1, obteniendo
finalmente el quitosano funcionalizado con el SBP1. Al final de la sintesis, el producto
se purifico y su pureza se verific6 mediante RMN. El producto final obtenido fue

reproducible, logrando un 14% de funcionalizacion del SBP1 en el quitosano. Como parte



del estudio, se realizaron pruebas de capacidad neutralizante mediante micro-aglutinacion
utilizando Salmonella enteritidis modificada, una bacteria que presenta la proteina S del
virus SARS-CoV-2 en su superficie. Los ensayos se llevaron a cabo con controles
positivos y negativos, asi como con la muestra de quitosano funcionalizado con el péptido
SBP1. Como conclusion del estudio, no se observo aglutinacion, lo que podria sugerir
que la técnica de micro-aglutinacion no fue lo suficientemente sensible o especifica para
detectar interacciones a nivel molecular. Sin embargo, su bajo costo y simplicidad fueron
factores determinantes para iniciar las pruebas de medicion de la efectividad del producto

sintetizado, agotando primero las opciones de facil acceso.

Palabras claves: Covid-19, SARS-CoV-2, Proteina Spike, Quitosano, Péptido SBP1,
Sintesis quimica, RMN.



ABSTRACT

The coronavirus disease 2019 (COVID-19), caused by the SARS-CoV-2 virus, has led to
millions of deaths and remains a significant global challenge. This highly transmissible
virus is the most contagious among the Coronaviridae family. The genome of SARS-
CoV-2 encodes four key proteins: Spike protein (S), Envelope protein (E), Membrane
protein (M), and Nucleocapsid protein (N). Among these, the Spike protein (S) is crucial
for cell entry and serves as a key therapeutic target. The virus enters cells using the human
angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) receptor, making the interaction between
ACE2 and Spike protein pivotal in antiviral research. Inspired by the ACE2 structure,
researchers at the Massachusetts Institute of Technology (MIT) developed the Spike
Binding Protein 1 (SBP1) peptide. In affinity assays, SBP1 demonstrated binding affinity
to the Spike protein, albeit lower compared to ACE2-Spike interaction. Recognizing the
need to enhance SBP1's affinity for the Spike protein, crucial for the virus and its
mutations, this research proposes a synthesis method. Here, chitosan serves as a matrix,
conjugating with SBP1 using N-hydroxysuccinimide-PEG-Maleimide (NHS-PEG-
MAL) as a linker. Chitosan, a widely-used biopolymer, is known for its ability to modify,
react, and effectively encapsulate molecules like peptides. This capacity to act as a matrix
significantly enhances the affinity of these molecules for their respective extracellular
protein targets of the pathogen. The study characterized initial reagents using Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy. Functionalized chitosan synthesis occurred in
two stages: first, an amide formed between the deacetylated chitosan unit (glucosamine)
and NHS-PEG-MAL; secondly, Michael addition reaction joined chitosan-
heterobifunctional PEG to SBP1 peptide, yielding SBP1-functionalized chitosan. Post-
synthesis, the product underwent purification, confirming purity via NMR. The final
product demonstrated reproducibility with 14% SBP1 functionalization on chitosan. As
part of the study, microagglutination tests assessed neutralizing capability using modified
Salmonella enteritidis, bearing SARS-CoV-2 Spike protein on its surface. Trials included
positive and negative controls, alongside SBP1-functionalized chitosan samples. While
no agglutination was observed, suggesting microagglutination's insensitivity or
specificity at molecular levels, its affordability and simplicity were pivotal in early

effectiveness testing of the synthesized product.



Keywords: Covid-19, SARS-CoV-2, Spike Protein, Chitosan, SBP1 Peptide, Chemical
Synthesis, NMR.



I. INTRODUCCION

1. ENFERMEDAD DEL CORONAVIRUS 2019

1.1 Aspectos generales y problematica

El SARS-CoV-2, virus responsable de la pandemia del Covid-19, fue identificado por
primera vez el 12 de diciembre del 2019 en la ciudad de Wuhan, China (1). El total de
casos reportados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) son mas de 771

millones, mientras que las muertes bordean los 7 millones (2).

El SARS-CoV-2 es un virus de la familia Coronaviridae de origen zoonético (3). Este
virus ataca principalmente el sistema respiratorio, causando sintomas similares a los del
SARS-CoV-1 (coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo) y el MERS-CoV

(coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo) (4).

La familia Coronaviridae originalmente incluia seis patégenos, cuatro de los cuales
(HCoV-0C43, HCoV-HKU1, HCoV-229E y NL63) tienen comportamiento endémico
con sintomas leves. Los otros dos patogenos, SARS-CoV-1 responsable de la epidemia
de 2003 y MERS-CoV responsable de la epidemia de 2012 presentan una alta tasa de
mortalidad y morbilidad (5). Con la aparicion del SARS-CoV-2, el nimero de patdégenos
en esta familia se elevo a siete. El SARS-CoV-2 es menos letal que sus predecesores, pero

mas trasmisible (6).

1.2 Patologia de la enfermedad
El Covid-19, la enfermedad causada por el virus del SARS-CoV-2, ataca principalmente
el sistema respiratorio. El virus mayormente ingresa por el tracto respiratorio, aunque
también a través de las membranas mucosas de la nariz, la boca y los 0jos. Los primeros
sintomas generalmente son dolor de garganta, rinorrea y estornudos. Estos sintomas se
generan por la replicacion del SARS-CoV-2 en el tracto respiratorio superior y se
relacionan con casos leves a moderados. En los casos severos, la replicacion del SARS-
CoV-2 llega al tracto respiratorio inferior infectando los neumocitos, lo cual induce la
tormenta de citoquinas generando un flujo de macréfagos y neutrédfilos. La tormenta de
citoquinas genera la inflamacion y colapso de los alveolos, generando sintomas
relacionados con la neumonia, el sindrome de dificultad respiratorio aguda y, en los casos

mas severos, la muerte (7).



1.3 Mecanismo de transmision del virus
La transmision del Covid-19 se da principalmente por pequenas gotas producidas durante
la respiracion y en menor medida por aerosoles generados al hablar, toser o estornudar.
Otra forma de transmision comun es por contacto directo con superficies contaminadas y

subsecuente contacto con mucosas respiratorias u oculares.

La diseminacion del virus es muy elevada en las fosas nasales y la garganta en los
primeros tres dias desde que aparecen los sintomas. El periodo previo a la incubacion
dura alrededor de cinco a siete dias pero puede llegar hasta los 14 dias. De uno a tres dias
antes de los sintomas una persona puede contagiar a otras. Se estima en 30% el numero

de personas infectadas con SARS-CoV-2 que permanecen asintomaticas (7,8).

El desarrollo del Covid-19 en la mayoria de pacientes presenta sintomas leves (40%) a
moderados (40%). Cerca del 15% de los pacientes desarrolla una enfermedad severa que
requiere de soporte vital de oxigeno, mientras que 5% desarrolla una enfermedad critica
con complicaciones como falla respiratoria, sindrome de dificultad respiratoria aguda,

shock séptico, tromboembolismo, entre otros.



2. BIOLOGIA MOLECULAR DEL VIRUS DE LA COVID-19

2.1 Estructura del coronavirus de tipo 2 del sindrome respiratorio agudo
severo

El SARS-CoV-2, al igual que otros coronavirus, posee un ARN monocatenario de sentido
positivo. Tiene un didmetro que oscila entre 50 nm — 200 nm y una longitud de 29,891
nucleotidos (5,9,10). Su genoma codifica las proteinas estructurales Spike (S), Envoltura
(E), Membrana (M) y Nucleocépside (N) (11). La proteina N se encuentra en el interior
del virus y desempefia un papel en el empacamiento gendmico y en la replicacion viral
(12). Las otras tres proteinas se encuentran en la estructura externa del virus. La proteina
M es responsable de determinar la forma de la envoltura viral, la proteina E es importante
para la produccion y maduracion del virus, y la proteina S es la més estudiada debido a

su papel en el reconocimiento, adhesion, fusion y entrada a la célula huésped (13—15).

La proteina S desempefia un papel crucial en la fusion de la membrana viral con la
membrana del huésped. Esta proteina pertenece a la clase I, y se presenta en forma de
trimeros homodiméricos, formando estructuras que sobresalen de la envoltura viral (16)
(Figura 1). Ademas, esta altamente modificada por glicosilacion, lo que le confiere
proteccion contra posibles anticuerpos neutralizantes. También desempefia un papel

importante en el reconocimiento del receptor en la célula huésped (17).

La proteina S esta conformada por dos subunidades: S1, encargada del reconocimiento
del receptor, y S2, que permite la fusion de la membrana viral y la del huésped (11). La
subunidad S1 presenta dominios N-terminal (NTD) y C-terminal (CTD). Uno de
estos dominios, generalmente el CTD, actia como dominio de union al receptor
(RBD), aunque existe una excepcion en el betacoronavirus MHV, donde el NTD

desempeiia esta funcion (15,18) (Figura 1).

El RBD determina el tropismo del virus y presenta dos estados conformacionales. Uno
de ellos (cerrado) protege la region de unidn al receptor, mientras que el otro estado
(abierto) expone esta region, lo que permite que la enzima convertidora de angiotensina
humana 2 (ACE2), una exopeptidasa de membrana, pueda reconocerla y facilitar la

entrada del material genético viral en la célula huésped (19).



Sitio de unién a
ACEZ2, receptor ¢
celulds humana:
(RBD)

Dominio
N-Terminal (ND

Proteina de
fusion (FP)

P000000000
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(T.A) ylacola
intracelular (I.T.)

Membrana (M)

Glicoproteina

Spike (S) S2

Nucleocdpside (N)

HR1T HR2 TA. L

Envoltura (E)

Genoma
ARN viral

Figura 1: Representacion de la glicoproteina S y de la estructural del virus SAR-CoV-2.
Abreviaciones: HR1, repeticion de la heptada 1 ; HR2, repeticion de la heptada 2. Adaptado de
Grobbelaa, L. y colaboradores (20).

2.2 Ciclo de replicacion del virus
Luego de ser infectado, el ciclo de vida del SARS-CoV-2 consiste de cinco pasos: union,
penetracion, biosintesis, maduracion y liberacion. En los primeros pasos se enlaza la
proteina S del coronavirus a la region extracelular de ACE2. La fusion satisfactoria
requiere de la escision proteolitica de la proteina S en las subunidades S1 y S2 mediante
proteasas derivadas de la célula huésped. La subunidad S1 se encarga de la union del virus
a la region extracelular de ACE2, mientras que la subunidad S2 se encarga de la fusion

con la membrana celular de la célula huésped.

Una vez adentro de la célula, el ARN viral se libera en el citoplasma celular. Una cadena
de ARN(+) se replica en una cadena de ARN(—) para replicarse en otra cadena de ARN(+)
o para transcripcion en mARN que puede ser traducido en una variedad de proteinas
virales. Dos tercios del genoma del SARS-CoV-2 estan conformados por dos grandes
marcos de lectura abiertos ORFla y ORF1b. La traducciéon de ORFla y ORF1b produce
la poliproteina replicasa la (ppla) y poliproteina 1ab (pplab) que, luego de su escision
proteolitica, producen las proteinas necesarias para la replicacion del ARN viral. El otro

tercio del genoma del SARS-CoV-2 contiene la informacidon necesaria para cuatro
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importantes proteinas estructurales que componen un virus maduro: spike (S), membrana

(M), envoltura (E) y nucleocépside (N) (7,21).

La traduccion del ARN en la proteina N ocurre en el citoplasma, mientras que las formas
maduras de las proteinas S, M y E ocurre en el reticulo endopldsmico rugoso (ER). La
nucleocapside y las estructuras virales se ensamblan consecutivamente en el
compartimento intermedio de ER a Golgi. Los nuevos viriones formados en las vesiculas
de Golgi se fusionan con la membrana y son liberados de la célula infectada via exocitosis

(7,21).



3. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA COMBATIR LA COVID 19

Debido a la relevancia de la proteina S en la entrada del virus al huésped, se considera
que esta proteina podria ser un objetivo terapéutico potencial en el tratamiento de la
Covid-19 (15). Para hacer frente a esta enfermedad, se han adoptado dos enfoques

principales: el desarrollo de vacunas y la bisqueda de medicamentos eficaces.

3.1 Desarrollo de las vacunas

En el contexto de las vacunas, se cuenta con diversar metodologias y tecnologias

utilizadas para su desarrollo y produccion. Entre estas se incluyen:

Vacunas inactivadas o atenuadas: Estas vacunas se basan en la utilizacion de virus vivos
que han sido inactivados o debilitados para no causar enfermedad. Un ejemplo de este

enfoque es la vacuna desarrollada por Sinopharm (22).

Vacunas de 4cidos nucleicos: Esta categoria de vacunas utiliza acidos nucleicos, como
ADN o ARNm, para introducir instrucciones genéticas en las células del organismo. Esto
permite que las células produzcan la proteina viral deseada y desencadenen una respuesta
inmunitaria. La vacuna desarrollada por Pfizer es un ejemplo de este tipo de vacuna, que

utiliza ARNm para instruir a las células a producir la proteina S del virus (23).

Vacunas de proteinas recombinantes: Estas vacunas se basan en la produccion de
proteinas virales especificas utilizando técnicas de ingenieria genética. En el caso de la
Covid-19, gran parte de los esfuerzos se han centrado en la proteina S y sus subunidades,
ya que desempeian un papel crucial en la entrada del virus a las células. Estas proteinas

recombinantes se utilizan para inducir una respuesta inmunitaria protectora.(24).

Es importante destacar que estas son solo algunas de las metodologias utilizadas en el
desarrollo de vacunas contra la Covid-19, la investigacion y el desarrollo continuan en

curso (24).

3.2 Desarrollo de los medicamentos

En el ambito farmacologico, se estdn investigando diversas opciones para tratar la
enfermedad. Estos enfoques incluyen el uso de productos quimicos, medicina tradicional

y agentes bioldgicos (24). Algunos de estos incluyen:
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- Terapias antivirales: Son medicamentos que tienen como objetivo directo inhibir la
replicaciéon del virus en el organismo. Estos medicamentos pueden actuar
bloqueando la entrada del virus a las células, interfiriendo con la replicacion viral o

evitando que el virus se propague dentro del cuerpo.

- Terapias inmunomoduladoras: Estas terapias buscan modular la respuesta
inmunolodgica del organismo frente a la infeccion por el SARS-CoV-2. El objetivo
es regular la respuesta inflamatoria excesiva que puede ocurrir en casos graves de la

enfermedad y promover una respuesta inmunoldgica equilibrada y eficaz.

- Terapias con anticuerpos monoclonales: Se estan desarrollando anticuerpos
monoclonales especificos para neutralizar el virus. Estos anticuerpos, producidos en
el laboratorio, pueden administrarse a los pacientes para ayudar a combatir la

infeccion y reducir la gravedad de los sintomas.

Es importante destacar que, a medida que la Covid-19 evoluciona, se estan presentando
nuevas variantes y mutaciones del virus. Esto plantea la necesidad de continuar
investigando y desarrollando nuevos farmacos y vacunas que puedan abordar estas

variantes y mantenerse eficaces frente a la enfermedad (25-27).
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4. ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA HUMANA 2
COMO BLANCO TERAPEUTICO

4.1 Estructura de la enzima ACE2

La enzima convertidora de angiotensina humana 2 (ACE2), cuyo descubrimiento se
remonta al ano 2000, es un homoélogo de la enzima convertidora de angiotensina (ACE).
ACE2 es una proteina transmembrana del tipo I que contiene 805 aminoécidos y dos
dominios funcionales. El primer dominio consiste en un péptido de sefial N-terminal de
17 aminoacidos que contiene un dominio peptidasa, o PD (residuos 19 — 615), con su
motivo metalopeptidasa de unioén a zinc HEXXH (H por histonas, E por glutamina y X
por cualquier aminodcido con carga) que participa en la catalisis de la proteina. Este
dominio esta formado principalmente por estructuras de alfa hélice, aunque también se
encuentran algunas hojas beta. El segundo dominio consiste en un dominio C-terminal de
tipo colecterina, o CLD (residuos 616 — 768), que incluye un dominio de cuello plegado
de tipo ferredoxina (residuos 615 — 726) que termina en una region transmembrana de
alfa hélices hidrofobicas de 22 aminoacidos seguido de un segmento intracelular de 43
aminoacidos (28-30). El dominio CLD est4d conformado por hojas beta y es donde se

encuentra el sitio activo de union del virus SARS-CoV-2.

4.2 Funcion de la enzima ACE?2 en el virus de la COVID 19

La funcidn principal de ACE2 radica en la conversion de la angiotensina I (1 al 10) en
angiotensina (1 al 9) y de la angiotensina II (1 al 8) en angiotensiona (1 al 7) (31). Es
importante destacar que la angiotensina II se asocia con la progresion de enfermedades
cardiovasculares, respiratorias, hepaticas y renales, mientras que la angiotensina (1 al 7)
participa en procesos opuestos, como la anti-proliferacion, anti-inflamacion y proteccion
vascular, entre otros (31-33). De esta manera, ACE2 contrarresta el impacto negativo del

sistema renina-angiotensina en diversos 6rganos.

ACE2 ha sido reconocida como el receptor funcional tanto para el SARS-CoV como para
el SARS-CoV-2, lo que permite la entrada del virus en la célula (34). Varios estudios han
demostrado que la infeccion por el virus provoca una marcada disminucién en la
expresion de ACE2 (31,35). Esto se relaciona con un estudio realizado en pacientes

infectados por SARS-CoV-2 (36), que revela un aumento de los niveles de angiotensina
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II. Este aumento podria estar relacionado con una baja expresion de ACE2, ocasionando
dafo en los pulmones, el miocardio, los tubulos renales, el intestino delgado y la vejiga.
Estos organos ya han sido identificados en otros estudios como sitios de afectacion por el
virus (37-39). Ademas, se ha demostrado que la administracion de ACE2 puede aliviar

la lesion pulmonar (40).

13



5. DISENO Y ESTRATEGIA DE SINTESIS DE UN NEUTRALIZADOR
DEL VIRUS DE LA COVID 19 BASADO EN LA INTERACCION DE
LA ACE2 Y EL DOMINIO RBD DE LA PROTEINA S1

5.1 Disefio de SBP1, un péptido derivado del ACE2 como inhibidor de la
interaccion ACE2-RBD

A medida que se investigan diversos tratamientos, la interaccion entre ACE2 y el dominio
RBD (ACE2-RBD), conocida como interaccion proteina-proteina (PPI), contintia siendo
uno de los principales objetivos para el desarrollo de vacunas y medicamentos (Figura 2)

(26, 28).

Conforme el virus sigue mutando, sigue siendo un desafio tanto para las vacunas como
para los medicamentos en desarrollo garantizar su efectividad contra las variantes
mutadas. Sin embargo, el enfoque de utilizar ACE2-RBD sigue siendo valido a medida
que surgen nuevas mutaciones en el virus. Esto se debe a que, seglin algunos estudios, a
medida que el virus muta, tiende a aumentar su afinidad de su dominio RBD hacia la

proteina ACE2 de las células humanas (41).

Investigadores del Massachusetts Institute of Technology (MIT) han desarrollado un
péptido basado en la estructura del complejo ACE2-Proteina S, denominado Spike-
binding peptide (SBP1). El péptido SBP1 es una sintesis quimica de una secuencia de 23
aminoacidos (IEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQS). Esta sintesis basada en la cadena
al-hélice del dominio receptor de la ACE2 fue determinada mediante simulaciones de
dindmica molecular como la secuencia crucial donde se une el dominio RBD del virus
para ingresar a la célula huésped (42). Probarén y compararon la afinidad del péptido
SBP1 de unirse a la proteina S respecto a la proteina ACE2. Mediante ensayos cinéticos
de union utilizando interferometria de biocapa (BLI) testearon la afinidad tanto del SBP1
como de la ACE2 hacia la proteina S aislada de insectos. Los resultados mostraron que el
péptido presentaba una menor afinidad hacia el virus (Kd= 1.3 uM), comparada a la

ACE2 (Kd= 15 nM) (42).

Estos hallazgos destacan la importancia de mejorar la afinidad del péptido SBP1, ya que
esta estrategia de inhibicion, basada en el modelo de interaccion ACE2-RBD, ofrece una
oportunidad prometedora para desarrollar tratamientos mas efectivos contra el virus y sus

mutaciones.
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Figura 2: Esquema de la interaccion proteina (S) — proteina (ACE2) y la entrada a la célula huésped.
Abreviaciones: TMPRSS2, Serina proteasa transmembrana 2. Adaptado de Ryan, P. y Caplice, N. (43)

5.2 Quitosano

5.2.1. Aspectos generales
El quitosano (CS) es un biopolimero no téxico ampliamente utilizado en diversas
industrias debido a sus multiples aplicaciones. El quitosano se obtiene mediante un
proceso de desacetilacion a partir de la quitina, un polisacarido de N-acetilglucosamina
(GlcNac) que se encuentra en el exoesqueleto de crustaceos y otros organismos. Durante
este proceso, se remueven los grupos acetilo de la quitina, formando quitosano, un
heteropolimero parcialmente desacetilado, compuesto por dos subunidades, la N-
acetilglucosamina (GlcNac) y la glucosamina (GIcN) (Figura 3). Tipicamente se obtienen
distintos grados de desacetilacion (DDA) entre 50% y 100%. El quitosano, al ser

parcialmente desacetilado posee grupos aminos libres. Estos le confieren una mayor
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solubilidad en 4cidos diluidos, no solo porque puede formar puentes de hidrégeno con el
agua, sino también debido a la fuerte interaccion electrostatica entre el grupo amino con
carga positiva y el agua. Ademads, el quitosano al presentar cargas positivas, puede
reaccionar con moléculas de carga negativa e incorporarlas en su matriz, gracias a la
fuerte atraccion electrostatica entre las cargas (44). Estas propiedades hacen que el
quitosano sea invaluable en campos como la agricultura, la textileria, la industria

papelera, la alimentaria, la farmacéutica y la medicina/biotecnologia (45—48).

100 - DDA

(b)

Figura 3: Estructuras moleculares de (a) la quitina y (b) el quitosano.

5.2.2. Caracterizacion
Las propiedades fisicas y quimicas de el quitosano dependen de su composicién y
estructura quimica (grado de desacetilacién), su peso molecular promedio y su
distribucion molecular. Estas caracteristicas estructurales varian de acuerdo con el origen
natural y el método de desacetilacion de la quitina para obtener quitosano (49) Por ello,
determinar estas caracteristicas es importante para conocer con precision la naturaleza de

el quitosano empleada.

El grado de desacetilacion de el quitosano se puede determinar por espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de proton ('H-RMN). Las sefiales de los protones del
quitosano se determinan de su espectro 'H-RMN. Luego, la integral de cada sefal es
directamente proporcional al nimero de protones que representa dicha sefial. De acuerdo
con la norma ASTM F2260-18 (50), el DDA de el quitosano se determina usando las

Ecuaciones 1-3 mostradas a continuacion,
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(H1D + H2D)

Numero relativo de residuos desacetilados: D = > Ec. 1
Numero relativo de residuos acetilados: A = (H1A+2—H7A/3) Ec.2
Grado de desacetilacion: DDA = % X 100% Ec.3

donde H1D y H2D son las integrales de las sefiales de los protones 1 y 2 de la unidad
desacetilada (D); mientras que HI1A y H7A son las integrales de las senales de los

protones 1y 7 de la unidad acetilada (A).

5.2.3. Quitosano como matriz para moléculas

El quitosano es una matriz prometedora para la administracion de péptidos y otras
moléculas debido a su facilidad para sufrir modificaciones quimicas gracias a la presencia
de sus grupos amino e hidroxilo. Estas funcionalidades permiten que el quitosano
participe en reacciones quimicas como la reticulacién, la carboximetilacion, la
eterificacion, la copolimerizacion y la esterificacion (51). El quitosano, puede utilizarse
como vehiculo para firmacos de pequenas moléculas, péptidos, acidos nucleicos y
biomacromoléculas como proteinas en diversas aplicaciones biomédicas. Ademas, puede
formularse en diversas formas, como nanoparticulas, liposomas, hidrogeles, entre otros.

(52).

Un estudio realizado por Cesari y colaboradores (53) demostr6é que el quitosano-amonio
injertado con 2-metil-B-ciclodextrina (N+-rCh-MCD) mejoraba la afinidad de la 2-metil-
B-ciclodextrina por el neuropéptido dalargina hasta en 20 veces mds, en comparacion con
la afinidad de la 2-metil-B-ciclodextrina sola. Ademas, este método para la administracion
oral del neuropéptido mostré que el complejo N+-rCh-MCD presentaba un efecto

protector contra la hidrdlisis enzimatica del péptido.

Asi mismo, en otro estudio realizado por Costa F. y colaboradores (54) se vio que la
sintesis del quitosano con el péptido Dhvar5 (AMP) aument¢ el efecto antiadherente del
péptido contra la colonizacion bacteriana y la subsecuente formacion de biopeliculas en

los dispositivos médicos.

Por otro lado, un estudio realizado por Mochizuki, M y colaboradores (55) demostré que
los péptidos derivados de la laminina (A13, A99, AG73 y C16), una proteina de la

membrana basal involucrada en la adhesion, migracion, diferenciacidon, soporte y
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sefializacion de las células, conjugados con quitosano, mostraron mayor actividad
bioldgica al unirse a células especificas en comparacion con los péptidos actuando solos,

sin quitosano.

El quitosano puede complejarse con péptidos, y la adicion de polietilenglicol (PEG)
puede mejorar la estabilidad de estos complejos, potenciando la afinidad del péptido por

su objetivo (56).

5.3 Optimizacion de la afinidad del péptido SBP1

Existen dos enfoques para mejorar la afinidad del péptido SBP1 hacia el dominio RBD
del virus. Por un lado, se esta llevando a cabo la sintesis de nuevas secuencias que se
centran en analizar los puntos de interaccion mas relevantes. Esta ruta de investigacion
se esta explorando en diversos estudios. Un ejemplo de ello son los péptidos P1-P10, los
cuales fueron disefiados para mimetizar la hélice HI del receptor ACE2 humano. Se ha
observado que la afinidad entre la proteina S y estos péptidos es incluso mayor que la
afinidad entre la proteina S y el receptor ACE2. Ademas, se han sintetizado otros péptidos
(péptidos 1 al 6) que han demostrado una notable afinidad en pruebas experimentales a

concentraciones bajas (57,58).

Por otro lado, se ha considerado la posibilidad de generar una red o matriz amplia que
contenga al péptido SBP1, actuando como un soporte fisico. Se ha demostrado que la
actividad de los péptidos, que se unen a proteinas de la membrana extracelular, se ve
potenciada cuando se conjugan con una matriz de quitosano (55). Esta estrategia busca

mejorar la interaccion y la eficacia del péptido SBP1 al crear un entorno fisico propicio.

18



6. ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

En el descubrimiento de farmacos, un punto crucial para determinar la efectividad de un
compuesto es realizar los ensayos de actividad bioldgica. Estos ensayos son
fundamentales para evaluar como el compuesto interactia con los sistemas biologicos y
si cumple con los objetivos terapéuticos previstos. La eleccion del ensayo bioldgico ideal
es un proceso que requiere una cuidadosa consideracion de varios aspectos. Entre ellos,
la especificidad, que se refiere a la capacidad del ensayo para detectar el compuesto
objetivo en presencia de otros; la sensibilidad, que mide la capacidad del ensayo para
detectar pequenas cantidades del compuesto; el costo, que debe ser razonable para
asegurar la viabilidad econdmica del desarrollo del faArmaco; y, sobre todo, la simplicidad,
que facilita la ejecucion del ensayo y la interpretacion de los resultados. La combinacion
de estos factores garantiza que los ensayos seleccionados proporcionen datos fiables y

utiles para avanzar en el desarrollo del farmaco (59).

Teniendo en cuenta la simplicidad y el bajo costo, adaptar un ensayo usado para la
deteccion de anticuerpos en muestras bioldgicas, como las pruebas de micro-aglutinacion,
puede ser un buen punto de partida para determinar la efectividad de las moléculas. Este
ensayo, que ha sido ampliamente usado durante afios, ofrece resultados instantaneos y
son conocidos por su fiabilidad y facilidad de uso (60). Aprovechar esta metodologia
puede permitir evaluar de manera eficiente y econdmica la eficacia de nuevos

compuestos.

El ensayo de micro-aglutinacion se basa en la reaccion seroldgica entre el antigeno y el
anticuerpo cuya finalidad es la deteccion de este ltimo (61). Un resultado positivo se
determina por la presencia de patrones de aglutinaciéon evaluado visualmente y
confirmado con un microscopio (62). Dentro de esta técnica, la insersion de proteinas (ej.
antigenos) en la superficie de bacterias vivas ha demostrado ser un método eficaz para la
facil y répida deteccion de los anticuerpos (63,64). Para esto, se pueden usar tanto
bacterias Gram positivas como Gram negativas (ej. Salmonella enteritidis), siendo la E.

coli una de las bacterias mas usadas (65).
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II. HIPOTESIS

El método de sintesis propuesto para funcionalizar el quitosano con el péptido SBP1
mejorara significativamente la afinidad de este Gltimo por el dominio RBD presente en la

Salmonella enteritidis modificada.

III. OBJETIVOS

1 GENERAL

Funcionalizar el biopolimero quitosano con el péptido derivado del ACE2 (SBP1), capaz
de interactuar con el dominio RBD generando micro-aglutinacion en el ensayo de

capacidad neutralizante en cepas de Salmonella enteritis modificada.

2 ESPECIFICOS

- Sintetizar, purificar y caracterizar el quitosano funcionalizado con el péptido SBP1

utilizando la técnica de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) 1D y 2D.

- Evaluar la funcionalidad del producto sintetizado mediante el ensayo de capacidad
neutralizante visualizado por micro-aglutinacion en cepas de Salmonella enteritidis
modificada genéticamente que presentan el dominio RBD del virus en su superficie,

usando como control positivo los anticuerpos IgY obtenidos de huevos de gallina.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1 ESTRATEGIA DE SINTESIS DE QUITOSANO FUNCIONALIZADO
CON EL PEPTIDO SBP1

Para la sintesis del quitosano funcionalizado con el péptido SBP1, se sigui6 como base el
estudio realizado por Malhotra M. y colaboradores (66). Se propuso la siguiente ruta de

sintesis, que se ilustra en la Figura 4.

OH //

A o .
~f o HO NH o S 7 N \
o
" ° * / N\o/\/\to/\a/NH\/\/NO
/ LT
OH n o 0
QUITOSANO (CS)
NHS-PEG-MAL

OH

HS-IEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQS
CISTEINA TERMINAL DEL PEPTIDO SBP1

0}
o
NH e}
o T\
m n
& o/\)fNH\/vNV/ S—IEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQS
] I
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Figura 4 :Ruta de sintesis del quitosano con el péptido SBP1 usando el conector NHS-PEG-MAL.
Elaboracion propia.

1.1. Etapa 1: Reaccion del quitosano con el N-Hidroxisuccinimida-PEG-
Maleimido

En el primer paso, se llevd a cabo la reaccion entre el quitosano (CS) y el grupo NHS del
PEG bifuncional. Es importante destacar que el quitosano estd compuesto por dos

subunidades, la N-acetilglucosamina (GlcNac) y la glucosamina (GlcN). La GIcN
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contiene grupos amino en su estructura, los cuales actuaron como nucledfilos al atacar el
carbono del éster N-hidroxisuccinimida (NHS), formando un enlace amida y liberando el

grupo NHS.

Es importante tener en cuenta que esta reaccion es mas favorable a pH bdasico. Sin
embargo, debido a la baja solubilidad del quitosano a pH bésico, se realiz6 una primera
reaccion a pH 5 luego se ajusté a pH a 7.0 y se realizé una segunda reaccion con PEG
bifuncional. La primera reacciéon permitié6 un funcionalizacion parcial del quitosano
suficiente para volverlo soluble a pH basico. La segunda reaccion fue mucho mas

eficiente y permiti6 obtener un mayor grado de funcionalizacion.

1.2. Etapa 2: Reaccion del Quitosano-PEG-Maleimido con el péptido
SBP1

En el segundo paso, se realizo la reaccion entre el producto CS-PEG-MAL y el péptido
SBP1. Esta reaccion se baso en el ataque nucleofilico del grupo tiol de la cisteina al atomo
de carbono del doble enlace presente en el grupo maleimido. Conocida como Reaccion
de Michael, esta transformacion quimica di6 lugar a la formacién de un tioéter como

producto final.

Es importante destacar que todo el proceso de sintesis se realizé en un ambiente acuoso
y bajo condiciones normales de temperatura y presion. Esto garantizé una metodologia

sencilla y segura para la obtencion del quitosano funcionalizado con el péptido SBP1.

En resumen, la Figura 5 muestra una representacion visual del mecanismo propuesto.
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Figura 5 : Mecanismo propuesto para la sintesis del quitosano funcionalizado con el péptido SBP1I.

23



2 REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

2.1. Reactivos
Los reactivos utilizados fueron proporcionados por el grupo de Espectrometria de
Productos Naturales de la Seccion de Quimica de la Pontificia Universidad Catolica del
Pert. En cuanto a los materiales biologicos, fueron proporcionados por el laboratorio

Farvet en colaboracion con la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Los reactivos utilizados en la sintesis fueron los siguientes: Quitosano de bajo peso
molecular, o CS, (Sigma-Aldrich, USA), Péptido Spike Binding Protein 1, o péptido
SBP1, (Synpeptide Co., Ltd, China), Ester N-hidroxisuccimida-PEG-Maleimido, o NHS-
PEG-MAL, (Biopharma PEG Scientific Inc., USA), Agua ultrapura (grado Milli Q, pH
6.01 y resistividad 18.2 x 106 Q.cm) obtenida de un sistema de dsmosis inversa y
filtracion con filtro de fibra hueca con tamafio de poro de 0.2 pm Barnstead D3750

Nanopure.

Fueron adquiridos de Merck KGaA, Alemania, los siguientes reactivos: Acido acético
glacial (CH3COOH), Bicarbonato de amonio (NH4HCO3), Clorhidrato monohidratado de
L-Cisteina (HSCH>CH(NH2)COOH-HCI), Clorhidrato de tris(2-carboxietil)fosfina o
Clorhidrato de TCEP (CoH1506P.HCI), Cloroformo-d (CDCIl3), Dimetilsulféxido-d6 o
DMSO-d6 ((CD3)2SO), Fosfato de sodio dibasico (NaxHPO4), Fosfato de sodio
monobasico (NaH2POy), Hidroxido de sodio (NaOH) y Oxido de deuterio (D20).

2.2. Materiales
Los materiales bioldgicos utilizados fueron la Sa/monella enteritis, 1a Salmonella enteritis
modificada y los anticuerpos IgY de gallina SPF purificadas a partir de la yema de huevo
de las mismas (control positivo), todos fueron proporcionados por la empresa FARVET,

Pert.

2.3. Equipos

Los siguientes equipos utililizados para la sintesis fueron proporcionados por el grupo de
investigacion Espectrometria de Productos Naturales de la Seccion de Quimica de la

Pontificia Universidad Catoélica del Peru (PUCP) y el Centro de Espectroscopia de

24



Resonancia Magnetica Nuclear (CERMN-PUCP), excepto por el Microscopio invertido

comercial, el cual fue proporcionado por la empresa FARVET, Peru.

- Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) Bruker Ascend de 500
MHz-TCI-He AVANCE III HD (Bruker, Alemania). Para el procesamiento de
espectros se utiliza los Softwares TopSpin (v.4.1.4) y MestReNova (v.14.1.1-
24571).

- Liofilizador Labconco modelo 4.5L, 10~ mbar y -84°C (Labconco Corporation,
USA).

- Concentradores de vacio de mesa CentriVap (Labconco Corporation, USA).

-  Membrana de dialisis de Peso Molecular de Corte (MWCO): 50 KDa (Thermo
Fisher Scientific Inc., USA).

- Balanza analitica (Mettler-Toledo International Inc., USA).

- Microscopio invertido comercial (Carl Zeiss Microscopy, LLC, USA)

3 METODOLOGIA

3.1. Caracterizacion de reactivos iniciales
Se caracterizaron los reactivos iniciales mediante Resonancia Magnética nNuclear para
conocer su composicion estructural. En el Esquema 1, se observa en detalle este proceso

de caracterizacion.

Caracterizacion de
reactivos iniciales

| ‘ !

. N-hidroxisuccinimida- . ..
t Péptido SBP1
Quitosano PEG-Maleimido PY |
, | [ }
Analisis por Anélisis por Andlisis por Analisis por
TH-RMN 1H-RMN "H-RMN NOESYy TOCSY

Esquema 1: Flujograma de la caracterizacion de reactivos iniciales.

25



3.1.1. Andlisis de quitosano
En un envase se pes6 5 mg de quitosano y se disolvio en 640 uL de DO mas 9.5 uL de
20 % de DC1/D20O, mediante agitacion y calentamiento a 40°C durante 15 minutos. Luego,
se continuo la agitacion adicional durante 60 minutos a temperatura ambiente hasta lograr
una completa disolucion. Este proceso se llevd a cabo siguiendo las pautas de la norma

ASTM F2260-03 (2018) (50).

IH-RMN (500 MHz, DO, ppm): & 2.00 (s, 3H, -CHs), § 3.15 - 3.18 (t, H, H2-D), 5 3.61
~3.87 (m, 12H, H-2/6), 5 4.52 — 4.57 (d, H, H1-A), 4.84 — 4.86 (d, H, H1-D).

3.1.2. Analisis del N-hidroxisuccinimida-PEG-Maleimido
En un envase se pes6é 5 mg de NHS-PEG-MAL y se agregd, con una pipeta pasteur de
vidrio, ImL de CDCIl;. Se agitd por 5 minutos hasta que se obtuvo una completa

disolucion.

TH-RMN (500 MHz, CDCls, ppm): § 2.52 — 2.55 (t, 2H, -CH-), § 2.77 (s, 4H, -CH,-
CHy-), § 2.84 (s, 4H, -CH,-CHa-), § 3.41 — 3.43 (t, 2H, -CHa-), § 3.52 — 3,54 (t, 2H, -CHa-
), 8 3.64 (s, 4H x n, -O-CHa-CHy-), § 3.77 — 3.79 (t, 2H, -CHa-), & 3.83 — 3.86 (t, 2H, -
CH,-), 8 4.45 — 4.47 (t, 2H, -CHa-), § 6.70 (s, 2H, -CH=CH-).

3.1.3. Analisis del péptido SBP1
En un envase se pes6 20 mg del péptido SBP1 y se disolvié en ImL de buffer NHsHCO3
50 mM. El péptido disuelto se seco en el CentriVap Benchtop Vacuum Concentrators por
1 dia para eliminar el acido trifluroacético (TFA) y cambiarle de pH. El péptido ya secado

se disolvio en 1mL de la solucion que contenia 3% de D20 y 97% buffer fosfato pH 7.

La correlacion NOESY y TOCSY, o también conocida como experimento NOESY
(Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) junto con TOCSY (Total Correlation
Spectroscopy), son una técnica avanzada de resonancia magnética nuclear (RMN)

utilizada para determinar la secuencia de aminoacidos en un péptido o proteina.
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3.2. Sintesis del quitosano funcionalizado con el péptido SBP1

3.2.1. Etapa 1: Reaccion del quitosano con el N-hidroxisuccinimida-PEG-Maleimido
Dia 1: En un microtubo se pesé 5 mg de quitosano (CS) y se disolvio en 1 mL de acido
acético 1% llevado a pH 5 con NaOH 1M (5mg de CS/mL). Se dej6 disolviendo con
magneto toda la noche. Dia 2: En un microtubo se pesé 8 mg de NHS-PEG-MAL que
luego reacciono6 con 0.7 mL de la solucién de CS a pH 5 preparado el dia anterior. Esta
nueva muestra se dejo disolviendo con magneto toda la noche (CS-PEG-MAL). Por otro
lado, en un tubo falcon se pes6 112.8 mg de SBP1 (38.81 umol) y se disolvié en 5 mL de
NH4HCO3; 50 mM. Se vortexed por 20 minutos y se dejé secando por 3 dias en el
CentriVap Benchtop Vacuum Concentrators. Dia 3: En un tubo falcon se diluy6 la
solucion de CS-PEG-MAL a pH 5 (recuperado un dia anterior) con aproximadamente 2.5
mL de buffer fosfato pH 7 y se llevd a pH 7 con NaOH 1M. La concentracion final se
ajustd a 1 mg de CS/mL con buffer fosfato pH 7. Esta nueva solucidon reacciond
nuevamente con 48 mg de NHS-PEG-MAL, previamente pesado en otro tubo. Se dejo
disolviendo con magneto toda la noche. Dia 4: La muestra del dia 3 se colocd en una
membrana de dialisis de MWCO: 50 KDa previamente lavada con agua ultrapura por 30
minutos. Se armo la didlisis y se us6 un volumen de 2L de buffer fosfato pH 7 como
buffer de dialisis por cada cambio. Los tiempos de cambio de buffer fueron 2h, 4h y toda

la noche. Dia 5: La muestra del dia 4 se recupero6 en un tubo falcon.

3.2.2. Etapa 2: Reaccion del Quitosano-PEG-Maleimido (CS-PEG-MAL) con el
péptido SBP1

Dia 5: En un tubo falcon se pesé 13.7 mg de Clorhidrato de TCEP (47.79 umol) y se
disolvié en 2 mL de buffer fosfato pH 7 y se llevé a pH 7 con NaOH 1M. Ya a pH 7 se
enras6 a 3 mL con el mismo buffer. Esta solucion preparada se trasfirio al tubo que
contenia el péptido SBP1 seco (preparado el dia 2) y se agitdé hasta obtener completa
disolucion (muestra TCEP-SBP1). Para la reaccion entre el quitosano-PEG-MAL vy el
péptido SBP1 se verti6 la solucion recuperada del dia 4 a la solucion de Clorhidrato de

TCEP-SBP1 y se dejo disolviendo con magneto toda la noche.
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3.2.3. Etapa 3: Purificacion del quitosano funcionalizado con el péptido SBP1
Dia 6: La muestra del dia 5 (quitosano funcionalizado con el péptido SBP1) se coloco en
una membrana de didlisis de MWCO: 50 KDa previamente lavada con agua ultrapura por
30 minutos. Se arm¢ la didlisis y se us6 un volumen de 2L de buffer NHsHCO3; 50 mM
de diélisis por cada cambio. Los tiempos de cambio de buffer fueron 2h, 4h y toda la
noche. Dia 7: La muestra se recuperd en un tubo falcon previamente pesado y se colocod
en nitrogeno liquido por 30 min para congelarlo. Una vez congelado, se liofiliz6 por 3
dias. Dia 11: Se retir6 la muestra del liofilizador, se peso y se determiné la masa obtenida

del producto final.

3.2.4. Etapa 4: Caracterizacion del quitosano funcionalizado con el péptido SBP1
Dia 11: Se tom6 aproximandamente 2 mg de la muestra recuperada de la liofilizacion y
se disuelvid en 0.6 mL de buffer fosfato deuterado 50 mM pH 7. La muestra se analiz6

por 'H-RMN.

3.3. Ensayo de capacidad neutralizante visualizado por micro-aglutinacion
Para evaluar la efectividad del quitosano funcionalizado, se realizaron ensayos de micro-
aglutinacion utilizando el microorganismo modificado Salmonella enteritidis. Este
enfoque innovador, basado en el método tradicional de aglutinacion, permiti6 testear la
eficacia del producto sintetizado. La cepa atenuada de S. enteritidis de tipo salvaje fue
modificada genéticamente para expresar el antigeno RBD del virus SARS-CoV-2 en su
superficie. La produccion de la S. enteritidis modificada fue realizada por el laboratorio
FARVET. Se uso6 los anticuerpos IgY de gallinas SPF vacunas con la proteina RBD del
virus SARS-CoV-2 como control positivo y se uso el quitosano funcionalizado con L-
cisteina (CSc o CS-PEG-L-Cisteina) como control negativo (Vease la sintesis de CSc en

el Anexo 7).

3.3.1. Analisis de las muestras vs Salmonella enteritidis modificada
En un portaobjeto se mezclaron 50 puL del control positivo con 50 uL de S. enteritidis
modificada. La mezcla se agité suavemente durante aproximadamente 7 minutos. Pasado

el tiempo, se colocd el portaobjeto en un microscopio invertido comercial con un aumento
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de 100X. Los resultados observados fueron capturados utilizando un teléfono inteligente
Apple iPhone 8 con una cdmara principal de 12 MP. Posteriormente, se evaluaron las
muestras de quitosano funcionalizado con el péptido SBP1 (CS-PEG-SBPI1) y las

muestras de quitosano funcionalizado con L-cisteina siguiendo el mismo procedimiento.

Para analizar las muestras de CS-PEG-SBP1 se prepararon cinco concentraciones
diferentes: 2 mM, 1 mM, 0.5 mM, 0.1 mM y 0.01 mM. Estas concentraciones estuvieron
directamente relacionadas con la cantidad de péptido SBP1 presente en la muestra
completa de CS-PEG-SBPI, calculada mediante el porcentaje de funcionalizacion
(porcentaje de SBP1 unido al quitosano). Ademas, se calculd y determino la
concentracion total de polimero presente en la muestra CS-PEG-SBP1. En cuanto al
contro negativo, para garantizar que cualquier reaccion estuviera atribuida al péptido
SBP1 y no a la parte del quitosano y PEG, las concentraciones de CSc fueron las mismas

que las calculadas para el polimero presente en la muestra CS-PEG-SBP1.

3.3.2. Interpretacion de resultados de los ensayos de capacidad neutralizante
Una reaccidon negativa a la Salmonella de tipo salvaje y una reaccidon positiva a la
Salmonella modificada dara como resultado una reaccién positiva entre la S. enteriditis
y el péptido SBP1 del quitosano funcionalizado, lo que se traduce como una
encapsulacion de la S. enteriditis sugiriendo una probable reaccion positiva al virus

SARS-CoV-2.

Una reaccion negativa a la Salmonella de tipo salvaje y una reaccién negativa a la
Salmonella modificada dard como resultado una reaccion negativa entre la S. enteriditis
y el péptido SBP1 del quitosano funcionalizado, sugiriendo una probable reaccion

negativa al virus SARS-CoV-2.

Una reaccion positiva a la Salmonella de tipo salvaje dard lugar a un resultado no
interpretable, que probablemente esté asociado a la presencia de factores que reaccionan

con Salmonella.
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V. RESULTADOS

1 CARACTERIZACION DE REACTIVOS INICIALES

1.1. Determinacion del grado de acetilacion del quitosano por 'H-RMN
Para determinar el grado de desacetilacion del quitosano mediante espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de proton ('H-RMN), se siguié el método descrito en el
estudio de Lavertu et al., 2000 (67). El quitosano de bajo peso molecular se analiz6 a una
temperatura de 70°C para reducir su viscosidad. En la Figura 6 se presenta la estructura

de los mondémeros desacetilados (GlcN) y acetilados (GlcNAc) del quitosano.

-

100 - DDA

Figura 6: Estructura del quitosano. Monomeros desacetilado (D) y acetilado (A).

En la Figura 7 se muestra el espectro de "H-RMN del quitosano, con las asignaciones de
los desplazamientos quimicos de los protones y sus respectivas integrales. Para mejorar
la relacion sefial/ruido en el espectro, se aplicod una técnica de presaturacion selectiva que
redujo la senal del proton del solvente (HOD). Para normalizar las integraciones, se utilizo
la sefial del hidrogeno 1 del mondémero desacetilado (H1-D), que presenta un pico
claramente definido sin ninguna interferencia, asignandole un valor integral de 1.00. En

la Tabla 1 se detallan los desplazamientos quimicos de los protones del quitosano.
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Figura 7: Espectro 'H-RMN de quitosano de bajo peso molecular en 20% de DCI/D20 a 70°C,
DDA: 76%.

Tabla 1:Desplazamiento quimico de los protones del quitosano,
monomeros desacetilado (D) y acetilado (4), a 70°C en D>O//DCI.

Desplazamiento o
Tipo de Proton ‘ Multiplicidad
quimico 6 (ppm)
H1-D 4.84 -4.86 Doblete
H1-A 4.52 -4.57 Doblete
H-2/6 3.54-39 Multiplete
H2-D 3.15-3.18 Triplete
H7-A 2.00 Singulete

Para calcular el grado de desacetilacion, se empleo la (Ec.4), en esta ecuacion se usa las
integraciones de los picos correspondientes de los protones del mondmero desacetilado

(D) y del mondmero acetilado (A).
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H1-D + H2-D
H1-D + H2-D + H1-A + (H7-A)/3

DDA (%) = ( )x 100 (Ec. 4)

El H7-A integra por tres hidrogenos a diferencia de los otros tipos de hidrogenos que solo

integran por uno, es por ello que su integracion total se dividio entre tres (ver Figura 4).

Sustituyendo los datos obtenidos del espectro del quitosano, se obtiene lo siguiente:

1+ 1.15
1+1.15+0.34 +1.04/3

DDA (%) = ( )x 100

DDA (%) = 75.8 %
El porcentaje de desacetilacion del quitosano fue de 76%. Calcular el grado de
desacetilacion del quitosano (DDA) fue esencial para determinar el porcentaje de grupos
glucosamina (GIcN) presentes en el quitosano, los cuales posteriormente reaccionaron

con el N-hidroxysuccinimida-PEG-maleimido.

1.2. Determinacion del peso molecular del N-hidroxisuccinimida-PEG-
Maleimido por 'H-RMN

La N-hidroxisuccimida-PEG-Maleimido fue analizada a una temperatura de 25°C, como
se muestra en la Figura 8, donde se presentan los desplazamientos quimicos de los
protones con sus respectivas integraciones. Los desplazamientos quimicos (d) se
informan en ppm utilizando la sefal del disolvente residual (CDCl3) a 6 = 7.26 (1H,
CDCl3) como estandar interno de referencia. Las sefiales se identificaron de la letra "A"
a la "I" segun la estructura de la N-hidroxisuccinimida-PEG-Maleimido, que se presenta

en la Figura 9 y en la Tabla 2.

En la determinacion de la integracion, se empled como punto de referencia la sefal de los
hidrogenos del grupo maleimido (I). Esta sefial integré por un valor de 2.00 ya que

corresponde a los dos hidrégenos del grupo maleimido.

Se identificaron las sefiales de todos los hidrogenos teniendo en cuenta el estudio

realizado por Pasek-Allen, L., 2023 (68), donde se presentan las sefiales caracteristicas
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de los protones de la cadena etilenglicol (EG) (D), asi como los protones adyacentes a
este (B, C, E, F, Gy H). En relacion a la identificacion de los protones de los grupos
funcionales, se consideraron los espectros de 'H-RMN de la N-hidroxisuccinimida (A) y

el Maleimido libre (I) como guias. (Anexo 1y 2).
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Figura 8: Espectro 'H-RMN de N-hidroxisuccimida-PEG-Maleimido en CDCI3 a 25°C.
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Figura 9: Estructura quimica de la N-hidroxisuccimida-PEG-Maleimido.

En la Tabla 2, A* representa al grupo N-hidroxisuccinimida libre, la cual aparece

debido a la hidrdlisis de la N-hidroxisuccimida-PEG-Maleimido.
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Tabla 2: Desplazamiento quimico de los protones de la N-
hidroxisuccimida-PEG-Maleimido a 25°C en CDCl;.

Letra de Tipo de Desplazamiento

indentificacion Proton quimico & (ppm) Multiplicidad
G -CHz- 2.52-2.55 Triplete
A/A* -CH»-CH>- 2.84/2.77 Singulete
F -CHz- 341-3.43 Triplete
E -CHz- 3.52-3.54 Triplete
D -O-CH:-CHz- 3.65 Singulete
C -CHz- 3.77-3.79 Triplete
H -CHz- 3.83 -3.86 Triplete
B -CHz- 4.45-4.47 Triplete
I -CH=CH- 6.70 Singulete

Los datos presentados en la Tabla 3 correlacionan la cantidad de hidrogenos de las sefales

del PEG heterobifuncional con sus respectivas integraciones.

Tabla 3: Integraciones de los protones de la N-hidroxisuccimida-
PEG-Maleimido a 25°C en CDCl;.

indgnettirffllc(:liién Tipo de Protén de S;ZE?;iOS Integracion
G -CHz- 2 2.29
A/A* _CH,-CH- 4 4.98/0.78
F -CHa- 2 2.06
E -CHa- 2 2.58
D -O-CH2-CHo- 4xn 136.41
c -CH>- 2 3.15
H -CHa- 2 228
B -CH:- 2 2.43
I -CH=CH- 2 2.00

Para calcular la masa molar del PEG heterobifuncional se dividié en dos regiones. La

primera corresponde a la cadena de unidades de EG, compuesta por los atomos presentes
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en la region repetitiva (D), y la segunda es la zona no repetitiva, que incluye el resto de

atomos del PEG heterobifuncional.

Para determinar la masa molar de las unidades repetidas se utiliz6 la integracion del
esqueleto de polietilenglicol dividido por el numero de hidrégenos presente en una unidad
EG (-O-CH»-CH>). Luego a este resultado se le multiplico la masa molar del monomero,
para obtener la masa molar total de la cadena de EG. A continuacién se muestra el paso

a paso para el calculo.
M (Una unidad EG) = 44.05 g/mol

Para calcular la cantidad de unidades de EG presentes en la molécula, se dividié la

integracion del pico D entre 4, ya que un monémero tiene 4 los hidrogenos.

Integracion de n monoémeros de PEG = 136.41

136.41

Namero de mondmeros de PEG =

Numero de mondmeros de PEG = 34.10
M (total PEG) = 44.05 g/mol x 34.10

M (total PEG) = 1502.11 g/mol

Al concluir el procedimiento, se obtuvo la masa molar total de la cadena de PEG, que
resultd ser 1502.11 g/mol. Después de repetir el mismo procedimiento por triplicado, se
determind que el peso molecular del PEG calculado por RMN present6 variaciones que
oscilaban entre 1500 + 50 g/mol. Para efectos de célculos, se considerd la masa molar del

PEG como 1500 g/mol.

En cuanto a la masa molar de la zona no repetitiva, se sumo el nimero de atomos
(oxigeno, carbono, nitrégeno e hidrégeno) y se multiplicé por la masa molar de cada uno
de estos atomos. Al final se hizo una suma general. Estos datos se encuentran detallados

en la Tabla 4.
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Tabla 4: Total de atomos de la zona no repetitiva del PEG heterobifuncional.

, Masa molar del Masa molar
Atomo Cantidad (#)
atomo (g/mol) total (g/mol)
Oxigeno 8 16.00 128.00
Carbono 16 12.01 192.16
Hidrogeno 19 1.01 19.19
Nitrogeno 3 14.01 42.03
Total 381.38

Sumando las masas molares de la zona repetitiva y la no repetitiva se obtuvo la masa

molar total de la N-hidroxisuccimida-PEG-Maleimido.

MPEG heterobifuncional = Mzona repetitiva + Mzona no repetitiva

MPEG heterobifuncional = 15021lg/m01 + 381.38 g/m01

MPEG heterobifuncional = 150211g/m01 + 381.38 g/mOI

MPEG heterobifuncional = 1883.49 g/mOI

1.3. Determinacion de la secuencia de aminoacidos del péptido SBP1 por

'H-RMN y 'H-'"H NOESY y TOCSY — RMN

Se analiz6 el péptido SBP1 mediante RMN, tanto unidimensional como bidimensional,
con el fin de verificar la correcta correlacion de todos los aminoacidos en el péptido. La
secuencia reportada por el fabricante fue la siguiente:
CIEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQS. Como se menciond previamente, el péptido SBP1
posee una cisteina afadida adyacente al aminoacido isoleuciona (I) en el extremo N
terminal, con lo que elevo el numero total de aminoéacidos a 24. Fue crucial identificar
esta cisteina en la secuencia, ya que mediante este aminoacido se llevo a cabo la unién
entre el CS-PEG-Maleimido y el péptido SBP1. El peso molecular del péptido SBP1
reportado por el fabricante fue 2906.14 g/mol y el punto isoeléctrico calculado fue 4.35
(69). En la Figura 10 se muestra el espectro 'H-RMN del péptido SBP1I.
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Figura 10: Espectro 'H-RMN del péptido SBPI en ImL de la solucion de 3% de D20y 97%
buffer fosfato pH 7 a 8°C.

El péptido SBP1 exhibi6 la presencia de 5 aminoacidos aromaticos, compuestos por tres
fenilalaninas (F), una tirosina (Y) y una histidina (H) cuyos desplazamientos en un
espectro de 'H-RMN se situaron entre 6.5 ppm y 8.0 ppm. Como se aprecia en la Figura
11, multiples sefiales fueron registradas en este rango para el péptido SBPI,
correspondientes en su conjunto a las senales de los 21 hidrégenos que conformaban los
5 aminoécidos aromaticos. Dada la dificultad en un espectro 'H-RMN para identificar
qué sefial corresponde a cada aminoacido, se llevo a cabo un analisis bidimensional 'H-

'"H NOESY y TOCSY-RMN para determinar la secuencia del péptido SBP1.

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 ppm
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Figura 11: Espectro 'H-RMN del péptido SBPI en ImL de la solucion de 3% de D20 y 97% buffer
fosfato pH 7 a 8°C, zona de 6.5 ppm a 9 ppm.

El analisis bidemensional por RMN fue la técnica usada para determinar la secuencia de

los aminoacidos en el péptido.

El experimento TOCSY se utiliz6 para correlacionar resonancias de protones conectados
mediante enlaces covalentes, lo que facilité la identificacion de protones en cada

aminoacido y permiti6 seguir la secuencia de la cadena polipeptidica (70) .

El experimento NOESY, por otro lado, detectd interacciones espaciales entre protones,
incluso cuando estos no estaban directamente conectados. Al correlacionar estas
interacciones, se obtuvo informacion sobre la proximidad tridimensional de los protones

en la molécula (71).

De esta forma, en la Figura 12 se muestra la identificacion de la secuencia de los

aminoacidos del SBP1.

(1)(2)(3) (4) (5) (6) (7) (8)(9)(10)(11) (12)(13)(14) (15) (16) (17)(18)(19)(20)(21)(22)(23)(24)

CIEEQAKTFLDKFNHEAEDLFYQS

ppm

—4.0

~4.1

E; ~4.2

4.3

NOESY -4.4
TOCSY

~4.5

N14 :
......... L o S e e B e e e e el )
8.7 8.6 8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 ppm

Figura 12: Correlacion 'H-'H NOESY y TOCSY — RMN para confirmar la secuencia de aminodcidos
de SBP1 en 3% de D20 y 97% buffer fosfato pH 7 a 8°C.
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2 SINTESIS DEL QUITOSANO FUNCIONALIZADO CON EL
PEPTIDO SBP1

2.1. Caracterizacion del quitosano funcionalizado con el péptido SBP1
La sintesis del producto implicé un proceso continuo que abarcd diversas etapas,
culminando en la formacion exitosa de la unidn entre quitosano y el péptido SBP1. Para

verificar el éxito de la reaccion, se procedio a caracterizar el producto mediante la técnica

de DOSY-RMN.

La técnica de DOSY (Diffusion-ordered spectroscopy) fue ttil para separar y analizar las
moléculas presentes en la muestra teniendo en cuenta su velocidad de difusion en el
campo magnético aplicado. Esta velocidad de difusion estuvo relacionada al tamaio y
forma de la particula. Asi, las moléculas mas grandes tuvieron un coeficiente de difusion
mucho mas pequeno comparado con el coeficiente de difusion de las moléculas pequefias

(72).

En la figura 13 se muestra el espectro DOSY del quitosano funcionalizado con el péptido
SBP1. En el espectro se apreci6 la sefiale del hidrogeno H7-A del mondmero acetilado
(GlcNAc) del quitosano a 2 ppm. Por otro lado, también se observo la sefial de la cadena
de etilenglicol (-O-CHz-CHz»-) a 3.6 ppm, y la sefal de los aminodcidos aromaticos del

péptido (AAA-SBP1) que se situaron entre 6.5 ppm y 8.0 ppm.

La particularidad observada en el espectro radica en que los tres compuestos exhiben un
coeficiente de difusion idéntico de 0.96 x 10! m? s'!. Esta uniformidad en el coeficiente
de difusion se debe a que los tres componentes estaban unidos, ya no difundiéndose de
manera independiente segiin su tamafio y forma, como lo hizo, por ejemplo, el agua el
cual tuvo un coeficiente de difusion de 140 x 10-'! m? s'!. En cambio, al formar una tnnica

molécula més grande, la difusion fue igual para todas.

39



" T T 1 T T T T T
E N
o 0, —_—— . - — —_ - - - DU -
= N
S~
S sof \CS-PEG-SBPl i
3 0.96 x1011 m2 51
£
S 100 | -
2
g HDO
2 150 | ° 140.00 x10! m? 51 -
o 1 1 1 1 1 1 1 1
]

8 7 6 5 4 3 2 1

Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 13: RMN-DOSY del quitosano funcionalizado con el péptido SBP1 en buffer fosfato pH 7.

La confirmacion del éxito de la sintesis se realizo mediante 'H-RMN. En la Figura 14 se
presenta un espectro representativo obtenido de la sintesis del quitosano con el péptido
SBP1 (CS-PEG-SBP1). Como se habia observado previamente en la Figura 11, los
hidrogenos aromaticos del péptido se localizaron entre 6.5 ppm y 9 ppm, picos que
también fueron claramente visibles en la Figura 14 (AAA-SBP1). Esta evidencia sefialo

que el péptido SBP1 reacciono6 con el CS-PEG.

Adicionalmente, se observo el pico caracteristico del PEG (-CHz-CH»-O-, D) y el pico
correspondiente al quitosano acetilado (-CO-CH3s, H7-A ). Estos resultados fortalecieron

la conclusion de la formacion del CS-PEG-MAL-SBP1 y respaldaron el éxito de la

sintesis.

En la figura 15 se presenta la estructura final del quitosano funcionalizado con el péptido

SBP1.

Los picos identificados con una X correspondieron al maleimido que, en lugar de estar
unido al péptido SBP1, sufrieron una apertura debido a la hidrolisis. La suceptibilidad a
la hidrolisis aumenta a medida que aumenta el pH. El maleimido hidrolizado ahora se
convirtid en una amida maleica (-HN-CO-CH=CH-COOQOH) (73) , y el desplazamiento de

sus dos hidrogenos fue entre 5.8 — 6.3 ppm.
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Figura 14:Espectro 'H-RMN del quitosano funcionalizado con el péptido SBPI en buffer fosfato
deuterado pH 7 a 25°C.
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Figura 15: Estructura quimica del quitosano funcionalizado con el péptido SBP1 (CS-PEG-SBP1).

Se realiz6 por triplicado la sintesis del quitosano funcionalizado con el péptido SBP1 para
corroborar que los resultados sean reproducibles. En los anexos 3 y 4 se muestran los

espectros de las otras dos sintesis.

2.2. Determinacion del grado de funcionalizacion del quitosano

funcionalizado con el péptido SBP1

Para determinar el grado de funcionalizacion (%) de las tres muestras sintetizadas, se uso

el espectro 'H-RMN de cada uno de ellos y se aplicé la siguiente ecuacion (Ec. 5).
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% Funcionalizacién = (100 — %DDA) x Int. AAA— SBP1x 3 (Ec. 5)
o Funcionalizacion = 1 xInt BT — A .3).

Donde:

% DDA, Porcentaje de desacetilacion; Int. AAA-SBP1, Integracion de los picos de los
aminoacidos aromadticos del péptido; 3, Nuimero de hidrégenos del pico H7-A; 21,
Numero e hidrogenos del pico AA-SBP1 y Int. H7-A, Integracion del pico del quitosano

acetilado.

Para obtener los datos necesarios para aplicar en la ecuacion se analizo los espectros 'H-
RMN, focalizdndose exclusivamente en los picos de AAA-SBP1 y el H7-A.

Posteriormente, cada uno de estos picos se integrd y se sustituyo en la Ec. 5.

En la Figura 14, se exhibe el espectro 'H-RMN del quitosano funcionalizado con el SBP1,
el cual fue procesado mediante el software MestReNova. El espectro de la Figura 16
muestra las integrales en dos regiones especificas. La primera region contiene las sefales
del péptido y va desde 6 6.73 a 8.22 ppm, mientras que la segunda region esta compuesta

por el pico H7-A mas otros picos de la muestra, esta region va desde 6 1.79 a 2.11 ppm.
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Figura 16:Espectro 'H-RMN del quitosano funcionalizado con el péptido SBPI tratado con el
Software MestReNova. Integracion en la region del péptido: 6.73 — 8.22 ppm y region del H7-A: 1.79
—2.11 ppm.
En la tabla 5 se muestran los datos de ambas regiones integradas, estas integraciones
fueron realizadas mediante el método de calculo SUMA, el cual genera una tabla

automaticamente con los datos adquiridos.

Tabla 5: Integrales normalizadas y absolutas de las regiones

seleccionadas.
Region Rango Normalizado Absoluto
8.09 — 8.22 0.05 10924.63
AAA-SBPL  7.00-7.39 1.05 215885.11
6.73 — 6.86 0.12 24928.71
H7'§i:0;’m’s 179 2.1 1 206505.51

Dado que el pico H7-A se superponian con otros picos que no son relevantes para el
calculo de funcionalizacion, se aplico la técnica GSD (Global Spectral Deconvolution)

para determinar la contribucion especifica del pico H7-A en la integracion absoluta.

La "Global Spectral Deconvolution" (GSD) es una técnica que se aplica para separar y

analizar los picos superpuestos en un espectro, lo que permite una identificacion mas
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precisa de las sefiales individuales de las moléculas presentes. En la Figura 17 se muestra
los picos que se obtuvieron luego de aplicar la técnina GSD + deteccion de picos “Peak

Picking”.
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Figura 17: Espectro 'H-RMN del quitosano funcionalizado con el péptido SBP1. Region del H7-A, 6
1.79 - 2.11 ppm deconvolucionada.

En la Figura 18, se ampli6 la region deconvolucionada, lo que permitio la observacion

detallada de todos los picos generados.
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Figura 18: Ampliacion del espectro 'H-RMN del quitosano funcionalizado con el péptido SBPI.
region del H7-A4, 6 1.79 — 2.11ppm.
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El pico localizado a & 2.00 ppm fue el pico H7-A, fundamental para el calculo de la
funcionalizacién. Una vez que el software identifica los picos en una region especifica,
genera automaticamente una tabla con datos de intensidad, ancho y area asociados a
los nuevos picos. En la Tabla 6, inicamente se muestran los datos de las areas, ya que
para determinar la integral del pico H7-A, solo se necesita el area que dicho pico

presenta.

Tabla 6: Area de las sefiales generadas por
deconvolucion de la region 6 1.79 — 2.11ppm.

Pico ppm Area
1 2.07 9892.18
2 2.05 2729.89
3 2.04 4689.07
4 2.03 5089.78
5 2.00 60996.35
6 1.98 29659.07
7 1.92 19184.3
8 1.9 15038.92
9 1.89 16571.31
10 1.88 813.51
11 1.87 6537.32
12 1.86 8865.4

Para determinar la contribucion del pico H7-A en el area de la region 8 1.79 — 2.11
ppm, se calcul6 el factor de contibucion (k), el cual fue obtenido aplicando la siguiente

ecuacion (Ec. 6).

_ Area del pico H7-A
~ Area absoluta (H7-A + otros picos)

(Ec. 6)

Donde, el area correspondiente al pico H7-A fue extraido de la Tabla 6, y el area
absoluta hace referencia a la integral absoluta presente en la Tabla 5. Utilizando estos
datos, se procedio al célculo del factor de contribucion.

60996.35

= 0650551 ~ 030
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Una vez obtenido el factor de contribucion, ya se pudo calcular la integral de la sefial H7-
A, simplemente se multiplico este factor por la integral relativa de la region H7-A + otros

picos.
Integral H7-A = 0.295x 1
Integral H7-A = 0.295

En la Tabla 7 se muestran los datos finales de las integaciones de los picos AAA-SBP1 y

H7-A. Ambos picos necesarios para calcular el porcentaje de funcionalizacion.

Tabla 7: Integraciones de los protones de la sintesis de CS-PEG-SBPI.

Cantidad
: Let'ra de. , Tipo de Proton Integracion
indentificacion de Hidrogenos
AAA-SBP1 Aromaticos 21 1.220
H7-A -CHz- 3 0.295

Utilizando los datos de la Tabla 7, se aplico la Ec. 5 para calcular el porcentaje de

funcionalizacién.

% Funcionalizacién = (100-%DDA) x Int. AAA-SBP1 x 3 (Ec. 5)
o Funcionalizacion = L% Int H7-A .3).

(100 — 76)x 1.220 x 3
21 x 0.295

% Funcionalizacion =

% Funcionalizacién (%F) = 14.18%

El grado de funcionalizacion del quitosano con el péptido SBP1 se estim6 en un 14.2%.
Esto indica que del total de quitosano (100%), aproximadamente el 14.2% se encontro

enlazado al péptido SBP1 a través del PEG.
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Como se menciond previamente, para verificar la eficiencia y reproducibilidad del
procedimiento planteado para obtener el CS-PEG-SBPI, se llevo a cabo la sintesis por
triplicado, obteniendo resultados consistentes tanto en la masa obtenida como en el

porcentaje de funcionalizacion.

En la Tabla 8 se proporcionan detalles sobre las integraciones de cada uno de los lotes, y
en los Anexos 5 y 6 se muestran los nuevos espectros 'H-RMN generados con el GSD en
el software MestReNova. Estos datos complementarios respaldaron la consistencia y

confiabilidad del método planteado para la sintesis.

Tabla 8: Integrales normalizadas de los picos de la sintesis de CS-PEG-SBPI de 3

lotes.
Region
Lote AAA-SBP1 H7-A
01.79-2.11 ppm
1.22 1 0.295
2 0.99 1 0.236
3 1.17 1 0.282

Finalmente, en la Tabla 9 se resumen los resultados de los tres lotes obtenidos, detallando
la masa total producida para cada uno de ellos, asi como los respectivos porcentajes de

funcionalizacién.

Tabla 9: Porcentaje de funcionalizacion de la sintesis de CS-PEG-
SBPI de 3 lotes.

Masa Grado de Funcionalizacion
Lote 0
(mg) ()
1 17.8 14.2
2 18.80 14.4
3 15.5 14.2

En términos generales, se confirm¢ la efectividad del proceso de produccion, ya que se
lograron obtener productos con porcentajes de funcionalizacion muy similares,

situdndose en el rango de 14.2% — 14.4% de funcionalizacion. Este consistente resultado
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subraya la reproducibilidad y robustez del método empleado en la sintesis de CS-PEG-

SBP1, respaldando asi la consistencia en la obtencion de los productos deseados.

3 CALCULOS DE CONCENTRACION DEL CS-PEG-SBP1 Y CS-PEG-
L-CISTEINA

La masa molar de cada unidad promedio funcionalizada del CS-PEG-SBP1 se calcul6 a
partir de los porcentajes de funcionalizacion del SBP1 (%F) y del PEG (%PEG). Ambos
porcentajes se determinaron utilizando la Ec. 5 y las integrales respectivas. Ademas, para
el calculo se requirié conocer el grado de acetilacion (1-DDA) (%A). Al disponer de estos
tres datos, el porcentaje de la sub-unidad D-glucosamina (%D) se obtuvo por diferencia,

ya que la suma total de los porcentajes es100.

Los detalles sobre la sintesis de la muestra de CS-PEG-L-cisteina se encuentran en el
Anexo 7. En esta seccion, calculos de concentracion, se explica exclusivamente el método
para calcular su masa molar. Para ello, se utilizaron unicamente los datos del porcentaje
de acetilacion (%A) y el porcentaje de funcionalizacion de la L-cisteina, debido a que la
reaccion fue completa (ver Anexo 7). Por tanto el porcentaje de funcionalizacion fue 76%
(maximo porcentaje de alcanzar debido al grado de desacetilacion de quitosano utilizado).

Para el calculo se utilizo la Ec. 7.

A partir de estos datos, se emplea la Ec. 6 y Ec.7 para determinar la masa molar de cada
unidad promedio funcionalizada del CS-PEG-SBP1 como del CS-PEG-L-cisteina

respectivamente.

Masa Molar (M) = %F (Mspp; + Mpge + l\_/ID-gluc.) +

%PEG (MPEG + l\_/[D—gluc.) + %A (MAcetil—D—gluc.) + %D(MD—gluc.) (EC' 6)
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Donde: Mggp;, masa molar del péptido SBP1, 2906.04 g/mol; Mpgg, masa molar del
PEG, 1500 g/mol; l\_/ID_gluC., masa molar de la D-glucosamina, 161.2 g/mol y

M Acetil-D—gluc.» masa molar de la Acetil-D-glucosamina, 203.2 g/mol.

Masa Molar (M) = %F (ML—cis. + Mpge + MD‘gI“C') +
(Ec. 7)
%A (MAcetil—D—gluC-)

Donde: M| _s , masa molar del la L-cisteina, 120.16 g/mol.

Finalmente, tras aplicar las formulas correspondientes, se determin6 que la masa molar
del CS-PEG-SBP1 fue de 1173.06 g/mol, mientras que la del CS-PEG-L-cisteina alcanz6
los 1402 g/mol. Utilizando estos datos, se calcularon las concentraciones de 2, 1, 0.5 y
0.1 mM para la muestra de CS-PEG-SBP1, y de 13.7, 6.85, 3.42 y 0.68 mM para el CS-
PEG-L-cisteina.

Estas ultimas concentraciones representaron la cantidad equivalente de quitosano
presente en la muestra de CS-PEG-SBP1. La muestra de CS-PEG-L-cisteina se utilizd
como control negativo del quitosano total en la muestra de CS-PEG-SBPI. Por
consiguiente, a partir de este punto, unicamente se hard mencion de las concentraciones

del CS-PEG-SBP1 como concentraciones de ambas muestras.
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4 ENSAYO DE CAPACIDAD NEUTRALIZANTE VISUALIZADO
POR MICRO-AGLUTINACION

Los resultados obtenidos de la micro-aglutinacion no fueron los esperados. Aunque los
ensayos realizados con el control positivo y el control negativo fueron claros y
comprensibles, los resultados obtenidos con la muestra CS-PEG-SBP1 no coincidieron

con lo esperados.

En la Figura 19 se muestra el patron de aglutinacion formado tras la reaccion entre los
anticuerpos IgY de gallinas y la S. enteritidis modificada (19A), asi como con la S.
enteritidis tipo salvaje (19B). Ambas muestras presentaron un patrén de aglutinacion; sin
embargo, al comparar los resultados, se observd una diferencia significativa en los
patrones formados. Los patrones de aglutinaciéon en la muestra 19A fueron mas
prominentes, lo cual se atribuye a la presencia de anticuerpos especificos contra las

proteinas de superficie, junto con los anticuerpos anti-RBD.

A B

Figura 19: A) Reaccion positiva. Presencia de micro-aglutinacion. Anticuerpos IgY de
gallinas y S. enteritidis modificada. B) Reaccion positiva. Presencia de micro-aglutinacion.
Anticuerpos IgY de gallinas y S. enteritidis tipo salvaje.

Se analizaron las muestras de CS-PEG-SBP1 2 mM, 1mM, 0.5 mM y 0.1 mM con la
Salmonella enteritidis tipo salvaje. Todas las pruebas fueron negativas, lo cual fue
conforme a lo esperado. En la Figura 20 se exhibe la reaccion negativa del CS-PEG-SBP1

a una concentracion de 2 mM, una de las muestras probadas.
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Figura 20: A) Reaccion negativa. Ausencia de
micro-aglutinacion. Quitosano funcionalizado
con SBP1 2 mM y S. enteritidis tipo salvaje
Al analizar las muestras de CS-PEG-SBP1 con la S. enteritidis modificada que presenta
el dominio RBD, los resultados no fueron los esperados. No se observo ningun patrén de
aglutinacion, a diferencia de las muestras de CS-PEG-L-cisteina, que mostraron los
resultados esperados. Las Figuras 21, 22, 23 y 24 presentan los resultados del ensayo

con S. enteritidismodificada utilizando las muestras de CS-PEG-SBP1 y CS-PEG-L-

cisteina a concentraciones de 2, 1, 0.5 y 0.1 mM.

A B

Figura 21: A) Reaccion negativa. Ausencia de micro-aglutinacion. Quitosano funcionalizado
con SBP1 a2 mM y S. enteritidis modificada. B) Reaccion negativa. Ausencia de micro-
aglutinacion. Control negativo de CS-PEG-L-cisteina a 2 mM y S. enteritidis modificada.
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Figura 22: A) Reaccion negativa. Ausencia de micro-aglutinacion. Quitosano funcionalizado
con SBP1 a 1 mM y S. enteritidis modificada. B) Reaccion negativa. Ausencia de micro-
aglutinacion. Control negativo de CS-PEG-L-cisteina a 1 mM y S. enteritidis modificada.

Figura 23: A) Reaccion negativa. Ausencia de micro-aglutinacion. Quitosano funcionalizado
con SBP1 a 0.5 mM y S. enteritidis modificada. B) Reaccion negativa. Ausencia de micro-
aglutinacion. Control negativo de CS-PEG-L-cisteina a 0.5 mM y S. enteritidis modificada.

52



Figura 24: A) Reaccion negativa. Ausencia de micro-aglutinacion. Quitosano funcionalizado
con SBP1 a 0.1 mM y S. enteritidis modificada. B) Reaccion negativa. Ausencia de micro-
aglutinacion. Control negativo de CS-PEG-L-cisteina a 0.1 mM y S. enteritidis modificada.

En términos generales, los resultados de los ensayos de micro-aglutinacion con el
quitosano funcionalizado con el péptido SBP1 resultaron ser ambiguos y no cumplieron
con las expectativas. Las pruebas realizadas con diferentes concentraciones no mostraron

signos de aglutinacion.
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VI. DISCUSION

La sintesis del quitosano funcionalizado con el péptido SBP1 es de gran importancia
porque actia evitando la union del dominio RBD del virus con la proteina ACE2. La
interaccion del SBP1 con el RBD seguira siendo 1til incluso si ocurre alguna variacion
en el RBD, que es poco probable, ya que no afectara la capacidad del péptido para unirse
e inactivarlo. Esto se debe a que el virus necesita mantener su capacidad de entrada e

infeccion, lo que favorece la accion del péptido SBP1.

La sintesis del producto representd6 un desafio, no solo debido al extenso proceso
involucrado, sino también por la necesidad de encontrar una manera de compatibilizar los

reactivos utilizados.

El quitosano, al ser un polimero, funciona perfectamente como matriz para contener
moléculas pequenas como los péptidos. El grado de desacetilaciéon (DDA) con el cual se
trabajo fue del 76%. Este grado proporciona al quitosano diferentes propiedades tanto
quimicas como fisicas ((48)). Cuando una muestra de quitosano se acerca al 100% de
desacetilacion, su solubilidad en soluciones acidas se vuelve mucho mas favorable,
mientras que en agua comienza a volverse soluble. Este hecho contribuye a su uso en
diversas aplicaciones (74). Por otro lado, el tamafio del quitosano también esta
directamente relacionado con su solubilidad. Cuanto més pequefio es el quitosano, tiende
a ser mas soluble tanto en agua como en soluciones acidas. Es por ello que, entre los
diferentes tipos de quitosano disponibles, de alto, mediano y bajo peso molecular, se opto

por utilizar el de bajo peso molecular debido a las razones mencionadas anteriormente.

La N-hidroxisuccimida-PEG-Maleimido es un polimero heterobifuncional que posee una
extremidad para enlazarse al quitosano (N-hidroxisuccinimida o NHS) y otra para
enlazarse a la cisteina (Maleimido) presente en el péptido SBP1. La N-hidroxisuccimida-
PEG-Maleimido es sensible a la humedad (75), ya que puede hidrolizarse con facilidad
liberando el grupo NHS. La hidrdlisis suele ocurrir principalmente en medios acidos, por
lo que este compuesto siempre se disuelve en soluciones de pH basico. Es por ello que es

necesario caracterizar la N-hidroxysuccinimida-PEG-maleimido para asegurarse de que
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el PEG heterobifuncional con el grupo NHS pueda reaccionar con los grupos amino del
quitosano. Esta caracterizacion también permite verificar que el grupo maleimido siga
estando intacto. Por ultimo, se determina el peso molecular del PEG heterobifuncional,
un dato crucial para calcular las moles y la concentracion. Teniendo en cuenta estos datos,
se propuso primero usar un pH de 5 y luego pasar a un pH de 7 para que el quitosano se

disuelva y el NHS-PEG-MAL no suftra hidrolisis.

El péptido SBP1 es el componente principal de la sintesis, y su importancia radica en su
capacidad para interactuar especificamente con el dominio RBD del virus SARS-CoV-2
(27). Este péptido se obtuvo a partir de la proteina ACE2 mediante métodos de
purificacion y caracterizacion (76). Durante la caracrerizacion, se determino la secuencia
completa de sus 23 aminodacidos, lo que permitio identificar la posicion de cada
aminodcido en la cadena y, lo mas importante, identificar la presencia de la cisteina. Esta
cisteina es un aminoacido crucial, ya que es indispensable para la unién al quitosano
mediante el /inker, facilitando asi la conjugacion del péptido SBP1 con el quitosano
funcionalizado. Esta caracterizacion detallada del péptido SBP1 es fundamental para

garantizar su correcta funcionalizacion y su eficacia en la aplicacion final.

En la reaccion de sintesis del quitosano con el péptido SBPI, se logré una
funcionalizaciéon de aproximadamente el 14%. La metodologia propuesta permitio
obtener estos resultados y caracterizarlos adecuadamente mediante RMN. Para mejorar
el porcentaje de funcionalizacion, es necesario trabajar en la solubilidad de la muestra y
también en los reactivos mas grandes como el quitosano. Se ha observado que algunas
modificaciones en el quitosano, como la incorporaciéon de un grupo hidrofilico, como el
acido gluconico (77), o la introduccion de un compuesto de poliéster alifatico hidrofilico,
como el poli(tartrato de butileno) (78), pueden mejorar su solubilidad en soluciones

acuosas.

La sintesis del quitosano funcionalizado presentd un desafio significativo: mantener la
estabilidad y la integridad estructural de los componentes involucrados, asi como asegurar

la reproducibilidad y la calidad del producto final en cada etapa del procedimiento. Esta
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limitacion es especialmente relevante para la escalabilidad en aplicaciones comerciales y
clinicas a gran escala, tanto en el manejo como en el almacenamiento. No obstante, a
pesar de este desafio, el presente trabajo demostré la posibilidad de obtener resultados
con una desviacion estandar de 0.12, lo que indica que el procedimiento empleado
proporciona resultados reproducibles. Por lo tanto, se logro estandarizar el proceso de
produccion del quitosano funcionalizado con el péptido SBPI, lo que promete un

escalado reproducible en el futuro.

La produccion del quitosano funcionalizado con el péptido SBP1 es economicamente
viable y técnicamente factible para su escalabilidad comercial. No requiere un laboratorio
altamente controlado, lo que reduce los costos de infraestructura. Los reactivos necesarios
son accesibles y de bajo costo. Aunque el proceso es largo, su simplicidad permite la
utilizacion de personal con formacion técnica estandar, reduciendo los costos laborales.
La alta reproducibilidad del procedimiento, con una desviacion estandar de 0.12,
garantiza la consistencia y calidad del producto final. En conjunto, estos factores

favorecen la produccion en masa sin incurrir en costos excesivos.

Esta nueva sintesis del quitosano funcionalizado con el péptido SBP1 es altamente
relevante para el desarrollo de medicamentos contra el virus SARS-CoV-2. Gracias a su
configuracion, mantiene su eficacia incluso frente a las multiples mutaciones que surgen.
Al igual que las bacterias desarrollan resistencia a los antibidticos, algunos de los
medicamentos propuestos para tratar la COVID-19 tienden a inducir resistencia en el
virus (79,80), lo que puede llevar al fracaso del tratamiento. En este caso, la sintesis
propuesta presenta una gran ventaja, ya que utiliza un péptido, SBP1, que se une
directamente a la proteina vital para la entrada del SARS-CoV-2 en la célula huésped. De
esta manera, el compuesto propuesto tiene un gran potencial como fairmaco de amplio
espectro, ya que sera eficaz tanto para el SARS-CoV-2 tipo salvaje como para sus

variantes mutantes.

El ensayo de capacidad neutralizante, visualizado mediante micro-aglutinacion y

disefiado para el andlisis del quitosano funcionalizado con el péptido SBP1, fue una
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prueba innovadora basada en los ensayos de microaglutinacion. En lugar de evaluar una
muestra de anticuerpos contra sus antigenos, este nuevo ensayo utilizo el quitosano
funcionalizado con el péptido SBP1 para observar su union al antigeno presentado en la

superficie de la bacteria modificada.

Los resultados obtenidos para las muestras de CS-PEG-SBP1 probado con este disefio
innovador no fueron los esperados. Sin embargo, estos resultados podrian indicar dos
posibilidades: En primer lugar, que no se produjo ninguna reaccion entre el péptido SBP1
de la muestra CS-PEG-SBP1 con el antigeno RBD; y en segundo lugar, que si hubo
reaccion pero n generd aglutinacion. Es decir, el SBP1 y el dominio RBD podrian estar
interactuando, pero no formando patrones de aglutinacion. A pesar que la técnica de
micro-aglutinacion no demostrd ser la mas adecuada en terminos de sensibilidad y
especificidad para detectar interacciones a nivel molecular, su bajo costo y simplicidad
fueron factores decisivos para dar inicio a las pruebas de efectividad del producto
sintetizado, priorizando en primera instancia las opciones de facil acceso antes de recurrir
a métodos mas complejos. Por lo tanto, se hace necesario llevar a cabo nuevos ensayos,
considerando la posibilidad de modificar algunas variables y/o probar enfoques
metodoldgicos alternativos. Estos ajustes son esenciales para obtener resultados mas
robustos y, finalmente, evaluar con mayor certeza la eficacia de la union del quitosano

funcionalizado con el péptido SBP1 a la proteina Spike del virus SARS-CoV-2.
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VII. TRABAJOS FUTUROS

Como investigaciones futuras se preve utilizar variantes del péptidio SBP1o librerias de
peptidos que demuestren una mayor afinidad y especificidad hacia el dominio RBD del
virus SARS-CoV-2 (57,58). Estas modificaciones podrian mejorar la eficacia del
tratamiento, asegurando una respuesta mas robusta y adaptable frente a posibles

mutaciones del virus.

Por otro lado, debido a los resultados ambiguos en los ensayos de micro-aglutinacion, se
propone realizar estudios adicionales sobre la estabilidad del quitosano funcionalizado y
la cinética de liberacién del péptido en condiciones fisiologicas para asegurar su
funcionalidad en un ambiente in vivo. Asimismo, se buscara incorporar estudios en
modelos animales para evaluar la eficacia real del quitosano funcionalizado en un sistema
biologico completo. Estos estudios permitiran validar el potencial terapéutico del

quitosano funcionalizado con el péptido SBP1 y optimizar su aplicacion clinica.
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VIII. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se caracterizaron los reactivos iniciales mediante Resonancia Magnética Nuclear. Se
obtuvo un porcentaje de desacetilacion de 76% para el quitosano comparando las sefiales
de los hidrogenos acetilados y desacetilados del espectro 'H-RMN. Se obtuvo un peso
molecular promedio de 1883 g/mol del N-hidroxisuccinimida-PEG-Maleimido
empleando las sefales de los hidrogenos de la unidad repetitiva y el peso molecular de la
zona no repetitiva, previo normalizado de la sefial del maleimido. Se identificd y confirmo
la secuencia de aminodacidos del péptido SBP1 mediante los espectros de correlacion 2D

NOESY y TOCSY — RMN.

Se sintetiz6 exitosamente el quitosano funcionalizado con el péptido SBP1, lo cual se
confirmé mediante las técnicas de DOSY-RMN y 'H-RMN. Se lograron sintetizar tres
lotes con un grado de funcionalizacion de 14 %; es decir que 14 de cada 100 unidades
monoméricas del quitosano estaban unidas al péptido SBP1 a través del PEG. Ademas,
empleando la Ecuacion 6, se determiné que la masa molar de CS-PEG-SBP1 fue 1173.06

g/mol, mientras que la masa molar de CS-PEG-L-cisteina fue 1402 g/mol.

Finalmente, los resultados del ensayo de capacidad neutralizante siguen siendo ambiguos,
ya que no es posible determinar con claridad si la ausencia de patrones de aglutinacién
entre S. enteritidis modificada y las distintas muestras de CS-PEG-SBP1 se debe a que la
interaccion entre la muestra y el antigeno no estd formando patrones de aglutinacion,
aunque exista una reaccion, o si, por el contrario, no hay interaccion alguna. Se requieren

ensayos adicionales mas sofisticados que permitan observar directamente la interaccion.

Se recomienda buscar nuevas estratégias que permitan obtener el producto CS-PEG-
SBP1 con la misma calidad pero involucrando un menor tiempo de produccion. Por otro
lado, es importante diversificar las herramientas analiticas para permitir una
caracterizacion mas exhaustiva del producto y corroborar los resultados obtenidos
medidos mendiante RMN. En cuanto a los ensayos bioldgicos, se recomienda llevar a
cabo nuevos ensayos, considerando ajustes en las variables experimentales y la
exploracion de nuevas metodologias, con el objetivo de obtener resultados mas robustos

y concluyentes.
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X. ANEXOS

Anexo 1: Espectro 'H-RMN de N-Hidroxisuccinimida. Recuperado de: Spectral
Database for Organic Compounds.

TH (A)
] | Q
H, H, (B)
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D(A) 4.84
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Anexo 2: Espectro 1H-RMN del Maleimido. Recuperado de: Spectral Database for

Organic Compounds.
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0 N 0
(B1H H (B>
Assign. Shift (ppm)
A 8.5
B 6.728
P N,
1T T 1 " 171
11 10 ] 8
HSP-05-055

66




Anexo 3: Espectro 'H-RMN del quitosano funcionalizado con el péptido SBP1 en
buffer fosfato deuterado pH 7 a 25°C (lote 2)
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Anexo 4: Espectro 'H-RMN del quitosano funcionalizado con el péptido SBP1 en
buffer fosfato deuterado pH 7 a 25°C (lote 3)
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Nuevo espectro 'H-RMN generado apartir del espectro del quitosano

funcionalizado con el péptido SBP1 con el software de MestReNova (lote 2).
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Anexo 6: Nuevo espectro 'H-RMN generado apartir del espectro del quitosano
funcionalizado con el péptido SBP1 con el software de MestReNova (lote 3).

o o
S S o o o o o o o o o =
= o <3 <] 1) S S o S <] =] =
- =1 & ) ~ © ] ¥ A N =1 o :
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

wn

o o o Fo

S n <] o

o~ — — n o
1 1 1 1 1

8
o _3
n
-
i
L
o i
-8
i
E
o
Lo 4 | ©
- ~
o
LT
o
-8
N wn
r T~
wn
FS
o~
o o
._v—: —(V;
N
L
)
L2
<
L\,
<
ﬁ .
wn
ol o
2| 2 L0
HIE 2
<| =
©° =] o
32‘3:‘1322'&%8:5{1&‘ '§ Fo
dla|g gl |@|=|zls(8]2]|S ]| N
AN EREEEEEEEEE 2| -
o
Z
]
w ©
o0 — o0
e l2lz|zlz||a|5|2]z]2]2]z |8 |s| E
g ldlalala _ml=l = =]==|=]= 5. 110
-
o | ©
~N
" 10°T
Q 3 F
E—vamel\wogzﬁfﬁ 2,
@
gl Lw
gl ©° ~
g | +
<
o
e
L2
[
ES0'0

70



Anexo 7: Sintesis del quitosano funcionalizado con L-cisteina.

La metodologia empleada en esta sintesis sigue el mismo enfoque que se detalla en la
seccion 8.4.2, "Sintesis del quitosano funcionalizado con el péptido SBP1". La tnica
excepcion se encuentra en el paso 8.4.2.1, Etapa 2, donde se lleva a cabo la reaccion del
Quitosano-PEG-Maleimido (CS-PEG-MAL) con el péptido SBP1. En esta etapa
especifica, en lugar del péptido SBP1, se utiliza la L-cisteina. La modificacion realizada

consiste en lo siguiente:

Se prepar6 un stock de 300 mM a pH 7 de clorhidrato de L-cisteina en un tampén fosfato
de pH 7. De este stock, se tomaron 207 uL y se afiadieron a los 3.5 mL de la muestra CS-
PEG-MAL. Esto garantiza una reaccion equimolar entre el PEG y la L-cisteina. La
muestra resultante (CS-PEG-L-cisteina) se dejoé disolver con un magneto durante toda la

noche.

Esta modificacion es tnica en la sintesis del quitosano funcionalizado con L-cisteina; el

resto de los pasos se siguieron segun lo explicado previamente.

El compuesto CS-PEG-L-cisteina se sintetizo con la intencion de utilizarlo como control

negativo en las pruebas de micro-aglutinacion.

Las figuras del Anexo 7A y 7B muestran el espectro 'H-RMN 'y la estructura quimica
del CS-PEG-L-cisteina respectivamente. La identificacion de los picos caracteristicos de
la muestra sintetizada se llevo a cabo utilizando el espectro 'H-RMN y 'H-*C HSQC del
clorhidrato de L-cisteina. Al igual que en la Figura 14, el espectro del CS-PEG-L-cisteina
también muestra los picos identificados como X, ya que estos corresponden a la amida

que suftio6 hidrolisis.

En general, se identificaron todos los picos necesarios para determinar el porcentaje de
funcionalizacion. Este porcentaje fue del 100%, es decir toda la cisteina se unio al PEG y
al quitosano (los célculos se realizan con la Ec. 5 teniendo en cuenta un pico caracteristico

de la L-cisteina en vez el SBP1). De izquierda a derecha, el pico M pertenece al hidrogeno
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del carbono beta de la cisteina unida (NH2-CH-), el pico D es un pico previamente
identificado como parte del PEG, el pico L corresponde a los dos hidrogenos de la cisteina

unida (S-CH:-). Por ultimo, el pico H7-A es el pico de la cadena acetilada del quitosano,

Il

65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 ppm

ya antes identificado.

Anexo 7A: Espectro 'H-RMN del quitosano funcionalizado con L-cisteina en buffer fosfato deuterado

pH7a25°C.
(o]
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°~ o HO NH _-
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Anexo 7B: Estructura quimica del quitosano funcionalizado con la L-cisteina (CS-PEG-L-cisteina).
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