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Resumen

La glicacion no enzimética de proteinas es un proceso clave en el desarrollo de
enfermedades crénicas. Este proyecto busca optimizar la interpretacion de datos
espectroscopicos obtenidos mediante FTIR y técnicas complementarias como 2DCOS 'y
PCA, utilizando proteinas modelo (BSA y hemoglobina bovina) en condiciones de
glucosilacion y congestionamiento molecular. La hipétesis plantea que la combinacion de
estas herramientas permite identificar cambios conformacionales clave y resalta el papel
protector de la metformina frente a la glicacion.

El proyecto se desarroll6 en el laboratorio universitario, utilizando materiales y
equipos disponibles como el espectrometro FTIR y reactivos de alta pureza. Se disefié un
aplicativo web que integra PCA, facilitando la visualizacion y andlisis dindmico de los datos.
Este procedimiento permitié analizar sistemas con distintas perturbaciones, evaluando las
interacciones proteina-ligando en medios con y sin PEG-8 como agente de
congestionamiento.

Los resultados mostraron que la metformina protege la estructura proteica al evitar
modificaciones inducidas por la glicacion, incluso en condiciones de congestionamiento
molecular. Se concluye que esta estrategia optimiza el analisis espectral, acelerando la
identificacion de perturbaciones relevantes en sistemas biol6gicos complejos.

Palabras clave: Espectroscopia FTIR, glicacion, PCA, metformina.



Abstract

Non-enzymatic glycation of proteins is a key process in the development of chronic diseases.
This project seeks to optimize the interpretation of spectroscopic data obtained by FTIR and
complementary techniques such as 2DCOS and PCA, using model proteins (BSA and bovine
hemoglobin) under conditions of glycosylation and molecular congestion. The hypothesis is
that the combination of these tools allows the identification of key conformational changes and
highlights the protective role of metformin against glycation.

The project was developed in the university laboratory, using available materials and
equipment such as FTIR spectrometer and high purity reagents. A web application was
designed that integrates PCA, facilitating the visualization and dynamic analysis of the data.
This procedure allowed the analysis of systems with different perturbations, evaluating
protein-ligand interactions in media with and without PEG-8 as a congeneric agent.

The results showed that metformin protects the protein structure by preventing glycation-
induced modifications, even under conditions of molecular congestion. It is concluded that this
strategy optimizes spectral analysis, accelerating the identification of relevant perturbations in
complex biological systems.

Keywords: FTIR spectroscopy, glycation, PCA, metformin.
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Capitulo 1



1.1 Introduccion

La glicacion no enzimatica de proteinas, conocida como la reaccion de Maillard, es
un proceso quimico clave en el desarrollo de enfermedades crénicas, como las
cardiovasculares y neurodegenerativas. Este fenédmeno, impulsado por la interacciéon entre
aminodacidos y azucares reductores, altera las estructuras proteicas y genera productos

avanzados de glicacion (AGEs).

Para estudiar este proceso, la espectroscopia FTIR es una herramienta valiosa,
aunque a menudo requiere de ensayos complementarios para detectar cambios
conformacionales complejos. Métodos complementarios como el analisis bidimensional de
correlacion espectroscopica (2DCOS) ofrecen mayor resolucién espectral, pero su

interpretacién sigue siendo limitada sin el apoyo de estrategias estadisticas.

Esta investigacion propone integrar FTIR, 2DCOS y el uso de técnicas estadisticas
para estudiar los efectos de la glucosa y la metformina sobre proteinas modelo como la
albumina sérica bovina (BSA) y la hemoglobina bovina (BHb), simulando condiciones
biolégicas realistas mediante el uso agentes de congestion molecular. Se busca agilizar la
interpretacién de los datos espectrales y revelar detalles clave sobre los cambios

estructurales en las proteinas bajo perturbaciones especificas.

1.2 Descripcion del problema

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una herramienta util para
observar la glicacion no enzimatica y se ha utilizado previamente para el estudio de las
interacciones entre la BSA, la glucosa y la metformina (De la Paz, 2023).Sin embargo,
debido a la complejidad de los sistemas proteicos la técnica clasica de FTIR resulta
insuficiente para detectar las interacciones entre ligandos y proteinas, tales como los
cambios conformacionales, que pueden afectar la dindmica de la proteina (De La Arada et
al., 2011). Diversas investigaciones han empleado diferentes aproximaciones para el
tratamiento de la sefial FTIR y su interpretacion en el andlisis de sistemas complejos,

espectroscopia FTIR de primera derivada, analisis convolucional, entre otros, adn sin



alcanzar el nivel de detalles que permita desentrafiar los complejos mecanismos de
modificacion conformacional que ocurren en la proteina debido a la dindmica de la
interaccion ((Yue et al., 2021), (Dong et al., 2022), (Andraka et al., 2012)). Por esta razon,
se ha implementado el andlisis de correlacién bidimensional espectroscépica conocido
como 2DCos, que permite observar los cambios provocados por perturbaciones en el
sistema. El 2DCos permite correlacionar el acoplamiento de las bandas espectrales ante
fluctuaciones en las variables de perturbacion (De La Arada et al., 2011) usando los datos
obtenidos por FTIR.

El FTIR-2D-COS es una herramienta poderosa para revelar los mecanismos de
interaccion entre ligandos y proteinas, aunque requiere un dominio profundo de la técnica
para obtener el maximo beneficio de los resultados. Por ello, es esencial desarrollar
estrategias de tratamiento de datos que permitan al usuario identificar los criterios clave de
analisis. En sistemas biolégicos, la alta complejidad estructural demanda mayor "resolucion”
en el andlisis. Asi, se propone incorporar técnicas estadisticas como PCA, PLS y andlisis de
superficies de respuesta para eliminar datos irrelevantes, mejorar la calidad espectral y
resaltar las variaciones mas significativas (Jung, 2003). Estas técnicas servirian para
desarrollar un enfoque complementario al FTIR-2D-COS que facilite la interpretacion de los
datos.

1.3 Justificacién del problema

Las interacciones proteina-ligando son fundamentales en procesos biolégicos clave
como la catalisis enzimatica, sefializacion celular y transporte de moléculas en organismos
vivos. Estos procesos se modelan en experimentos in vitro para comprender los
mecanismos funcionales, estudiar enfermedades y desarrollar farmacos. Estas
interacciones dependen de la unién especifica y reversible de un ligando a un sitio de la
proteina, regulada por la complementariedad estructural y fuerzas intermoleculares
(Gholami & Shirmohammadi, 2024).

Las proteinas de transporte, que se unen a ligandos especificos para facilitar su

movimiento en el organismo, son esenciales en la investigacion de funciones bioldgicas v el



desarrollo de farmacos. La espectroscopia FTIR permite estudiar estos procesos al revelar
detalles sobre los sitios de unién de los ligandos, cambios conformacionales en la proteina y
la intensidad de las interacciones. Por ejemplo, (Alhazmi, 2019) estudi6 la albumina sérica
bovina (BSA), donde la union de iones metalicos reduce hélices alfa y aumenta laminas
beta, observable en la banda Amida | del espectro FTIR (1700-1600 cm™). Este método,
preciso al compararse con electroforesis capilar de afinidad, demuestra el valor de FTIR en
el andlisis de interacciones proteina-ligando, aunque su interpretacion requiere experiencia
y tiene limitaciones en resolucion espectral.

En este contexto, el 2DCOS aporta valor adicional al resolver picos espectrales
superpuestos y facilitar el analisis de cambios en la intensidad de las bandas, revelando si
estos ocurren simultdneamente 0 en secuencia ante una perturbacion externa (Foist et al.,
2011). La técnica 2DCOS ha sido eficaz en la caracterizacion de sistemas biolégicos
complejos y su respuesta a perturbaciones. Por ejemplo, se han estudiado cambios
metabdlicos en células normales y cancerosas sometidas a radiacién mediante micro
espectroscopia infrarroja y 2DCOS, mapeando variaciones segun la dosis y tiempo post-
irradiacion (Andraka et al., 2012). Otro estudio usé 2DCOS y FTIR para investigar la
distribucion de colageno y proteoglicanos en cartilago humano, distinguiendo tejidos sanos
de enfermos (Jiang & Rieppo, 2006). Ademas, 2DCOS ha sido Gtil en la desnaturalizacion
de proteinas en condiciones extremas, como variaciones de temperatura y presion,
permitiendo identificar cambios estructurales y formacion de agregados, ademas de evaluar
la actividad enzimatica de tripsina en polvo bajo compresion, correlacionando disminucion
de actividad con el aumento de presion (Jung et al., 2015).

Estos estudios destacan la capacidad de 2DCOS para revelar detalles estructurales
y dindamicos en sistemas complejos, justificando su uso en el andlisis de interacciones
biomoleculares. Sin embargo, el tamafio de los datos y las caracteristicas adicionales que
se generan debido a las perturbaciones suelen hacer que los resultados sean dificiles de

interpretar sin un analisis mas detallado, especifico y orientado a cambios biomoleculares.



Por ello, se busca desarrollar una estrategia basada en métodos estadisticos, similar
a la del estudio de Jung, (2003), en el que se emplearon datos espectrales de una solucion
de poliestireno/metiletilcetona/tolueno. En ese estudio, se utilizé el analisis de componentes
principales (PCA) para crear una matriz de datos sin interferencia de componentes
insignificantes, mejorando asi la interpretacion de sistemas complejos con el 2DCOS, al
eliminar datos irrelevantes y redundantes. Otro estudio de Larios et al., (2021) analizé datos
de suero sanguineo canino para detectar diferencias entre muestras infectadas de
Leishmaniasis y muestras no infectadas, donde el uso de PCA revel6 bandas espectrales
sensibles a la infeccion, proporcionando informacién Gtil para métodos diagnosticos.

Para esta investigacion, se analizaran sistemas compuestos por una proteina,
glucosa y metformina, utilizando polietilenglicol 8000 (PEG) como agente de congestion.
Las proteinas de transporte a emplear seran la albimina sérica bovina y la hemoglobina
bovina, que segln Khan et al., (2021) y Outman et al., (2023) son estructuralmente similares
a la albumina y hemoglobina humanas, respectivamente. La BSA es una proteina
estructuralmente similar a la albimina sérica humana (HSA), la cual se encuentra en
abundancia en el plasma sanguineo y es susceptible a la glicacién no enzimatica en
condiciones de hiperglucemia (Khan et al., 2021). La hip6tesis plantea que el acoplamiento
de técnicas de analisis de datos con datos espectroscopicos experimentales permitira definir
criterios relevantes para el andlisis FTIR-2DCOS. Se espera que esta estrategia facilite la
interpretacion y acelere el andlisis de datos espectroscopicos, revelando detalles intrinsecos
de los cambios conformacionales en estos sistemas.

La justificacion de este proyecto establece las bases para su desarrollo, destacando
la relevancia del estudio y su impacto potencial en el &rea cientifica. A partir de ello, se
plantearon objetivos claros que guian el enfoque de la investigacion y las estrategias
empleadas para alcanzar los resultados esperados. Asimismo, se exploran los fundamentos
tedricos que sustentan el proyecto, proporcionando el contexto necesario para comprender

su desarrollo y aplicacion.



1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo general

Desarrollar una estrategia basada en las técnicas de andlisis de datos para el
estudio de datos espectroscépicos de sistemas complejos utilizando la herramienta
Py2DCos-FTIR.

1.4.2 Objetivos especificos

1.- Evaluar los sistemas proteina-ligando en condiciones de glucosilacién no
enzimatica y congestionamiento molecular, en presencia y ausencia de metformina para las
proteinas BSA y Hemoglobina Bovina bajo perturbacién utilizando FTIR.

2.- Caracterizar los sistemas con y sin congestionamiento molecular utilizando
Py2DCos y estrategias estadisticas de analisis de datos para que se establezcan criterios
de interpretacion de sefales.

3.- Disefiar un aplicativo para el acoplamiento de analisis estadistico con FTIR-
Py2DCos.

1.5 Marco teérico
1.5.1 Glicaciéon no enzimatica de proteinas (Reaccion de Maillard)

La reacciéon de Maillard, conocida también como glicacién no enzimatica de
proteinas, fue descrita en 1912 por el cientifico Louis Camille Maillard, quien caracterizé
este proceso como una reaccion quimica entre un grupo amino libre de proteinas y un
azucar reductor. Esta reaccion ocurre en varias etapas: en primer lugar, un azdcar reductor
como la glucosa reacciona con un grupo amino libre de la proteina, cominmente en
residuos de lisina, formando un intermedio inestable conocido como base de Schiff (Younus
& Anwar, 2016). La base de Schiff se reorganiza a través de un proceso espontaneo,
generando el producto de Amadori o cetoamina, una molécula mas estable que representa
un intermedio importante en la reaccion.

Este compuesto de Amadori puede luego experimentar una serie de modificaciones
guimicas, tales como oxidacion, deshidratacion y ciclacién, lo que finalmente da lugar a la

formacion de productos finales de glicacion avanzada (AGESs). Bajo condiciones de



hiperglucemia en pacientes con diabetes mellitus, la formacién de AGEs se acelera, lo cual
altera la estructura y funcion de diversas proteinas criticas, como el colageno, la albumina
sérica humana (HSA), la hemoglobina, entre otras (Khan et al., 2021) La acumulacion de
AGEs se ha relacionado con la progresion y complicacion de diversas enfermedades

cronicas, incluyendo la diabetes, la artritis, el Alzheimer, y nefropatias (Khan et al., 2021).

Figural.l
Reaccién entre la glucosa y un grupo amino de una proteina para formar un producto de Amadori (Q. Zhang et al., 2009).

CHsOH CHaOH CH,OH

I
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Amadon Product Open Chain Amadon Product

1.5.2 Rol de la metformina en la inhibicion de AGEs

La metformina es un agente anti hiperglucemiante oral utilizado para el manejo de la
diabetes mellitus (Khan et al., 2021). Dado su semejanza estructural con las guanidinas, la
metformina es objeto de estudios especiales, ya que esta caracteristica le otorga la
capacidad de inhibir la glicacién al reaccionar con los grupos carbonilo de los azlcares
reductores y de los compuestos dicarbonilicos compitiendo con las proteinas por estos
grupos carbonilos (Rahbar & Figarola, 2003).
1.5.3 Efectos de la congestion molecular en sistemas bioldgicos

Segun (Caccamo & Magazu, 2022), el PEG estabiliza proteinas en condiciones
similares a la congestion celular, reduciendo variaciones espectrales debidas a aumentos
de temperatura y mejorando la "resiliencia térmica" del sistema, que mide la capacidad de la
proteina para retornar a su estado inicial tras un cambio térmico. En el contexto de la

glicacion de proteinas, estudios con albumina sérica bovina (BSA) muestran que PEG 2000



y PEG 4000 afectan la dindmica y estructura de la BSA, promoviendo levemente la
formacion de productos de glicacion. No obstante, el PEG reduce la agregacion de BSA'y
genera cambios estructurales minimos, limitados a ligeras alteraciones locales. El analisis
de fluorescencia tridimensional también confirma que la congestién molecular afecta las
interacciones proteina-ligando de forma sutil en el proceso de glicaciéon (Y. Zhang et al.,
2023).

1.5.4 Fundamentos de la espectroscopia FTIR en el andlisis de proteinas

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica
analitica utilizada en quimica, biologia y medicina, que permite identificar y cuantificar
enlaces quimicos en muestras a través de la interaccion de la radiacion infrarroja con la
materia. Los enlaces quimicos vibran a frecuencias especificas cuando son expuestos a
esta radiacion, presentando caracteristicas de estiramiento o flexién (Venkatesan et al.,
2011).

FTIR tiene diversas aplicaciones, incluyendo la identificacion de compuestos
mediante espectros que actian como "huellas dactilares" moleculares. También permite
analisis cuantitativos, ya que la intensidad de las bandas de absorcion es proporcional a la
concentracion del analito. Ademas, es Util para estudiar interacciones moleculares y se
aplica en el andlisis de materiales biol6gicos como proteinas, lipidos y carbohidratos
(Andraka et al., 2012).

1.5.5 Analisis espectroscépico bidimensional (2DCOS)

La espectroscopia de correlacion bidimensional (2DCOS) es una técnica
guimiométrica utilizada para analizar datos espectrales, como los obtenidos por FTIR, y
visualizar relaciones entre bandas espectrales, revelando informacion no evidente en
espectros unidimensionales (Noda, 2016). Existen espectros 2DCOS sincronos, que
muestran correlaciones entre bandas que cambian simultdneamente con una perturbacion,
y asincronos, que revelan correlaciones entre bandas que cambian en diferentes momentos

(Yue et al., 2021).



La 2DCOS se aplica en el andlisis de mecanismos de reaccion, ayudando a

identificar el orden de los cambios espectrales; en el estudio de transiciones de fase, como

la fusion y cristalizacion de materiales; y en la caracterizacion de materiales complejos,

aportando informacién sobre la composicion y estructura en sistemas como polimeros y

biomateriales ((Jung et al., 2015); (Jiang & Rieppo, 2006)).

1.5.6 Métodos estadisticos para el preprocesamiento de datos espectroscopicos

1.4.6.1 Analisis de Componentes Principales (PCA). El PCA es una técnica
estadistica que se utiliza para reducir la dimensionalidad de los datos y extraer la
informacion mas relevante. EI PCA transforma un conjunto de datos original en un
nuevo conjunto de variables, llamadas componentes principales, que son
combinaciones lineales de las variables originales (Venkatesan et al., 2011).

El PCA se utiliza en una variedad de aplicaciones, que incluyen: reduccion de la
dimensionalidad de los datos ya que se utiliza para simplificar grandes conjuntos de
datos identificando las variables més importantes, identificacion de patrones en los
datos, como grupos o tendencias y visualizacion de datos multidimensionales en un
espacio de menor dimension, lo que facilita la interpretaciéon (Larios et al., 2021).
1.4.6.2 Regresion de minimos cuadrados parciales (PLS). EI PLS es un método
estadistico cominmente utilizado en el analisis de datos FTIR, especialmente
cuando hay muchas variables explicativas en comparacion con el numero de
muestras. A diferencia de la regresion lineal multiple (MLR), el PLS es mas
adecuado para datos con variables correlacionadas, ya que encuentra componentes
principales (PCs) que capturan la mayor variacion en ambas variables, utilizando
estas PCs como predictores en el modelo de regresion (Venkatesan et al., 2011).
Este método tiene diversas aplicaciones, como la estimacion de la concentraciéon de
surfactantes en muestras de proteinas a partir de espectros FTIR (Vijayakumar et
al., 2024) y la identificacion de pacientes con diabetes tipo 2 mediante el andlisis de
espectros FTIR de saliva (Sanchez-Brito et al., 2021). Entre sus ventajas, el PLS

puede manejar conjuntos de datos con variables correlacionadas, identificar las



variables mas relevantes y es robusto frente al ruido en los datos. Un estudio
demostré que el uso de PLS con espectros FTIR de saliva permitié predecir con
precision los niveles de glucosa en sangre, lo que sugiere que la combinacion de
FTIR y PLS es util para el control de la diabetes (Sanchez-Brito et al., 2021).

1.4.6.3 Metodologia de superficie de respuesta (RSM). La metodologia de
superficie de respuesta (RSM) modela la relacién entre una o mas variables de
respuesta y multiples variables independientes, optimizando resultados al identificar
combinaciones Optimas de estas variables. Usada en industrias como la alimentaria
y la quimica, permite maximizar o minimizar resultados y optimizar procesos
(Olabinjo et al., 2024). Un estudio aplic6 RSM para corregir el efecto del oxigeno en
la cuantificacién de di6xido de carbono por FTIR, logrando mediciones mas precisas
de CO,. Las ventajas incluyen visualizacion de relaciones complejas, optimizaciéon

de factores y mejora en la precision (Seichter et al., 2017).

1.4.7 Disefio de experimentos para el andlisis de sistemas complejos. El Disefio
de Experimentos (DOE) es una metodologia estadistica que planifica, ejecuta y
analiza experimentos de manera sistematica para identificar y cuantificar relaciones
de causa y efecto entre variables en un proceso, aplicandose en la optimizacién de
productos y procesos en distintos campos cientificos (Jankovic et al., 2021).
Dependiendo de la investigacién, se seleccionan variables significativas para
maximizar la informacién obtenida con los minimos recursos (Jankovic et al., 2021).
En sistemas biolégicos, la complejidad aumenta al incluir interacciones y dinamicas
proteicas (Wang & Annunziata, 2007). Jankovic et al., (2021) describen etapas clave
en el disefio experimental: primero, se selecciona el sistema de estudio y se define
el problema de investigacion, lo que orienta la eleccion de variables y factores a
analizar. Luego, se identifican las variables representativas y factores controlables.
En la fase de disefio, la metodologia de superficies de respuesta es especialmente

atil en sistemas complejos, permitiendo optimizar la variable de respuesta; el disefio
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compuesto central ayuda a determinar si el modelo debe ser lineal o de orden
superior, segun la curvatura observada. Finalmente, el andlisis de datos,
comunmente con ANOVA, identifica la significancia de los efectos de los factores y

evalla si las diferencias entre muestras son atribuibles a factores especificos.
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Capitulo 2
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2. METODOLOGIA
2.1 Seleccion de método estadistico

El uso del Py2DCos representa gran importancia en el analisis de sistemas
biomoleculares complejos estudiados en FTIR. Sin embargo, debido a la extensa magnitud
de datos generados resulta imperativo generar seleccion de la data que mejor simbolice los
cambios en las moléculas perturbadas. Por lo tanto, dicha seleccién debe basarse en un

método estadistico que aporte validez a los resultados obtenidos por el analista.

Dentro de las alternativas de métodos estadisticos expuestas en el capitulo 1 se
dedujo por medio de una tabla de decision o0 método de Pugh usando criterios que se
adaptan a los objetivos del presente estudio como manejo de gran cantidad de datos,
resultados graficos, seleccidén de datos mas representativos entre otros descritos en la tabla
2.1, dando como resultado que aunque el PLS es una poderosa técnica de modelado
predictivo, su enfoque en la relacién entre variables independientes y dependientes no es el
apropiado para identificar los cambios moleculares inherentes de los sistemas tal como ha
sido usado en investigaciones con fines predictivos como pronosticar propiedades quimicas
de sustancias (L. Zhang et al., 2005) o en la investigacion de Brixner Riga et al., 2019 donde

se obtuvo un modelo fiable de prediccion de cancer en células.

El RSM es util para optimizar procesos experimentales, pero no es adecuado para
analizar datos espectrales complejos, ya que no identifica patrones o regiones especificas
de cambio. En contraste, el PCA genera gréaficos de puntuaciones y ponderaciones que
permiten destacar las regiones espectrales donde ocurren los cambios mas significativos
debido a perturbaciones, haciendo de esta técnica una herramienta ideal para el analisis
detallado de datos espectrales segun (Hniopek et al., 2020), previamente usado en data
proveniente de FTIR resaltando informacién importante en la busqueda de micro plastico

(Wander L et al., 2019)
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Tabla 2.1
Método de Pugh para seleccion de método estadistico

Método
PLS PCA RSM
Criterio

Uso simultaneo en

FTIR y 2DCos

Gran cantidad de

datos

Identifica cambios

significativos

Consideracion

Porcentual

Resultados

X <] L L] <
N S S R
X| X| X| X| X

Graficos

2.2 Sistemas Biomoleculares perturbados

Para obtener los datos necesarios para el analisis de componentes principales
(PCA), se llevaron a cabo mediciones mediante espectroscopia FTIR. El propdsito de estas
mediciones fue analizar el mecanismo de reaccion de los ligandos glucosa y metformina
actuando en las proteinas de transporte, especificamente la albumina sérica bovina (BSA) y
la hemoglobina bovina, con la incorporacién de un agente aglutinante para simular
condiciones de congestionamiento molecular. El agente seleccionado fue el PEG 8000, un
poli éter sintético caracterizado por su naturaleza hidréfila y biocompatible, cualidades que
lo hacen ampliamente utilizado en formulaciones farmacéuticas. Ademas, el PEG 8000
encuentra aplicaciones en diversas industrias debido a sus propiedades como aditivo,
emulsionante, lubricante y humectante, ofreciendo versatilidad en multiples contextos

(Ibrahim et al., 2022).
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Por otro lado, el disefio experimental detalla la consideracion del uso de 2 proteinas,

2 medios (con y sin PEG para la hemoglobina), 3 sistemas (unitario, binario y ternario), 9 y

11 concentraciones para los ligandos y para las proteinas respectivamente con repeticiones

para 5 dias, como se muestra a detalle en la tabla 2.2 y en la figura 2.1, donde cada término

de la matriz representa las diferentes concentraciones (Cn, n=1, 2, ...) para cada dia (Dn,

n=1, 2, ...). Las condiciones ambientales se mantuvieron a 1 atm de presién, 20 °C y HR

entre 50 % a 60%. Estos experimentos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Analisis

Quimico Instrumental (LAQUINS), garantizando un control adecuado de las variables

experimentales y permitiendo la generacion de datos consistentes para el analisis.

Tabla 2.2

Disefio de experimentos

Sistema BSA Hemoglobina Total
Unitario (2x8) +10+1=27 11x2=22
Binario (8x2) +(10x2) + 1=37  (8x2) +(10x2) + 1=37x2 =74
Ternario 8+ 1=9 8+ 1=9x2=18
Total 75 114 198
Figura 2.1

Representacion de matriz de disefio experimental

Tiempo

2.2.1 Materiales

» Espectrometro FT-IR Nicolet iS10 provisto de celda ATR de ZnSe multirrebote a 45°,

Unitario

D1C1 D1C2 D1C3 ...
D2C1 D2C2 D2C3 ...
D3C1 D3C2 D3C3 ...
D4C1 D4C2 DAC3 ...
D5C1 D5C2 D5C3 ...

Concentraciones

Binario

D1C1 DiC2 D1C3 ...
D2C1 D2C2 D2C3 ...
D3C1 D3C2 D3C3 ...
D4C1 D4C2 D4AC3 ...
D5C1 D5C2 D5C3 ...

Ternario

D1C1 Di1C2 D1C3 ...
D2C1 D2C2 D2C3 ...
D3C1 D3C2 D3C3 ...
D4C1 D4C2 D4C3 ...
D5C1 D5C2 D5C3 ...

rango de 650-4000 cm™* con resolucion de 4 cm™ y 60 barridos
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e Micropipetas de 100 pl y de 1000 pl

e Viales plasticos de 1.5 ml

e Balones aforados de 500 mly de 100 ml

e Solucion Buffer Fosfato Salino 20mM a pH neutro

e Glucosa

e Metformina aislada de la comercial

e Albumina sérica bovina y Hemoglobina Bovina de alta pureza y de grado biologia
molecular

e Fosfato dibasico de sodio (NazHPO.)

e Fosfato monopotéasico (KH2PO,)

e Cloruro de sodio (NacCl)

« Polietilenglicol 8000 (H{OCH,CH2),OH)

Tabla 2.3
Preparacion de Tampédn fosfato salino para sistemas con BSA y hemoglobina.
BSA Hemoglobina
Sistema Unitario, Binario, Ternario
Sistema
Unitario y
Binario Sin PEG-8 Con PEG-8
Ternario
Compuesto Férmula Cantidad (g) Cantidad (g) Cantidad (g) Cantidad (g)
Fosfato dibasico de
NazHPO4 1.2021 1.4683 1.2035 1.2058
sodio
Fosfato
KH2PO4 0.5068 0.5213 0.5015 0.5070
monopotasico
Cloruro de sodio NacCl 1.6028 1.6654 1.6005 1.6004
H(OCH2CH
PEG-8 25.0033 25.0008 - 25.0088
Z)nOH
pH final 6.99 7.02 7.01 6.99
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Para regular el pH, se uso hidroxido de sodio NaOH y acido fosférico H3PO4. Usando

el buffer se preparé las soluciones madre con concentracion de 100 mg/ml para la proteina,

glucosa y metformina, a partir de estas soluciones se prepararon en viales de 1.5 ml las

siguientes disoluciones:

Tabla 2.4

Concentraciones preparadas para diferentes sistemas

Sistemas Unitario

Binario

Ternario

BSA/BHb 0 a 10
mg/ml (de 1 en 1)

Perturbacién de

BSA fija 10 mg/ml

Metformina
Glucosa variable
variable de 0 a
de 0 a 40 mg/ml
40 mg/ml

concentraciones Glucosa 0 a 40 mg/ml

(de5enb)

Glucosa fija 15 mg/ml

BSA/BHb variable de 0 a 10 mg/mi

Metformina 0 a 40

mg/ml (de 5 en 5)

Metformina fija 15 mg/ml

BSA variable de 0 a 10 mg/mi

BSA/BHb fija 10
mg/ml
Glucosa fija 15
mg/ml
Metformina
variable de 0 a

40 mg/ml

2.2.2 Mediciones

Las lecturas se realizaron de manera transversal y longitudinal, donde los sistemas a varias

concentraciones una vez preparados fueron reservados para tomar las mediciones cada dia

durante 5 dias. El procedimiento de uso del equipo FTIR se puede observar en la figura 2.1.
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Figura 2.23

Diagrama de flujo del procedimiento del uso del equipo FTIR.

Encender

el equipo

A 4

Recoger el fondo
cada 30 minutos.

A 4

Con una micropipeta,
gxfraer entre 300 v
400 yl de la muestra.

F Y

A 4
Esparcir la muestra de
manera uniforme en toda
la celda, cubrir y realizar
la medicion.

Guardar el especiro.

Y

Se retira la muesira y se

guarda en el vial. Se lava
la celda con agua
destilada y se seca.

Mo

Se apaga el equipo.

2.2.3 Procesamiento de datos
Los datos obtenidos se guardan en formato “.spa” y se procede a usar

SpectraGryph, un software de espectroscopia Optica intuitivo y gratuito que permite darles
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un formato particular a los datos, acotar el rango de interés o sustraer el espectro del buffer
correspondiente para mejorar la visibilidad de las senales, minimizar el ruido, cambiar
nombres de cada espectro, etc. Posteriormente, los datos se guardan en formato “.csv” y,

finalmente, se organizan y archivan en formato “.xIsx” como se muestra en la figura 2.2.

Figura2.34

Formato de datos preprocesados

Ghofjs Ghofa Gl Gioofja  Ghuoffja  Ghoo fija
W protimg-  protimg  pi Muestras |-} potdmg potdmg protMmg-
pe milH mio i miDi mi D1 miD

1 ST N0EE 93955 GOS0l S3TTOMIS SRTTNER  SRSOMEE  WS5MST 0695750 WSIETI
AR WIS FE0343 TS H0CaTeE  H00E0N  EESTIS WSATNE  WEESs WSl
IASITIE FIAMED  FATINNS SASEICI?  SITIEE SAZZMET  SAOTI0Z  WEITIED  MEITESZ 062687
S50 HAMHT  FHSSET S SH0SE2T SIIoh SRStst0T  WESXINS  WEET e HE
9005555 SROMTIS 548 53 79503 SIO0E5E SASTISTI  WSEEIIE  WE0IME  WSANTI
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2.3 Implementacién de analisis PCA-2DCos

Para el analisis de Componentes Principales (PCA), inicialmente se realizaron
pruebas utilizando el programa Statgraphics XIX en su versién de prueba gratuita. Este
programa permitié analizar los datos obtenidos mediante la técnica de FTIR como se puede
ver en la figura 2.2, donde la variacion de los porcentajes de transmitancia debido a las
perturbaciones de concentracién y tiempo son consideradas las muestras y, las frecuencias
de onda son las observaciones. El objetivo del analisis fue evaluar como las perturbaciones
en la concentracion y el tiempo contribuian a la varianza de los datos y determinar cuales

factores tenian un mayor impacto en los pesos de los componentes.

Con el fin de superar la restriccion de la licencia de prueba de 30 dias de
Statgraphics XIX y trabajar con una mayor cantidad de datos, se decidié implementar el
analisis PCA utilizando la libreria sklearn de Python. Este cambio permitié realizar el analisis
sin limitaciones, ademas de ofrecer una herramienta mas flexible y adecuada para manejar

grandes volumenes de informacién. Dado que Statgraphics XIX es un software disefiado
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para uso comercial, los resultados obtenidos con este programa son considerados
confiables, por lo que se utilizé como herramienta de validacidén para comparar los
resultados generados con Python. La validacion realizada utilizando los datos de BSA fija
Glucosa variable por concentracioén, presentada en los anexos, muestra que ambos
métodos produjeron los mismos resultados, garantizando la fiabilidad del analisis realizado

con Python.

Figura2.45

Cadigo en Python donde se realiza el PCA con sklearn leyendo datos de una hoja en Excel.

Una vez realizado el analisis PCA, también se realizé el 2DCos utilizando el software
Py2DCos de libre acceso desarrollado por De la Paz, (2023). Se utilizaron los documentos
de Excel utilizados para el PCA para ver la correlacion de las frecuencias de onda que

presentaron perturbaciones a través de la concentracion y del tiempo.
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Figura 2.5

Ventana del software Py2DCos.
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2.4 Desarrollo de lainterfaz para andlisis PCA

La aplicacion desarrollada esta disefiada para analizar datos espectroscépicos
obtenidos mediante FTIR, el disefio de la interfaz prioriza la interaccion intuitiva, brindando a
los usuarios un acceso dinamico y flexible al analisis de componentes principales. El
procedimiento de uso de la aplicacion inicia con la carga de archivos en formato Excel
(.xIsx), desde los cuales se extraen y procesan los datos. Todas las hojas del archivo se
analizaran por default, sin embargo, existe la opcion de des seleccionar las hojas que se
desee descartar. Estos datos son sometidos a un analisis PCA, lo que permite identificar las
principales fuentes de variacion y determinar las longitudes de onda clave asociadas a los
grupos funcionales afectados. Inmediatamente, la aplicacion ofrece opciones para visualizar
resultados en tiempo real mediante graficas interactivas y finalmente, se habilita el boton de
descargar los analisis en distintos formatos, como Excel y PDF, adaptandose a las

necesidades de los usuarios.
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Figura2.6 7
Mockup inicial de aplicacion web desarrollada
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La aplicacion incluye médulos integrados para la visualizacién de graficos PCA 'y
para la generacion de resultados descargables en diferentes formatos, PNG para cada
imagen disponible a la seleccién del usuario y un archivo final que incluye las tablas de
resultados presentado en PDF y .xIsx. Tecnologias como Python, Streamlit, y librerias
especializadas (NumPy, Pandas, scikit-learn, matplotlib, y pdf) se emplearon para
desarrollar esta solucion. Ademas, se disefié con un enfoque modular que permite realizar

multiples analisis consecutivos sin necesidad de recargar la pagina.

2.5 Costos asociados

Se emplearon tanto licencias gratuitas de software de pago como un software de
libre acceso, lo que permitio realizar los analisis computacionales sin costos adicionales. En
cuanto a la parte experimental, los gastos estuvieron relacionados principalmente con la
adquisicion de los reactivos necesarios y el uso del equipo de espectroscopia. Sin embargo,
dado que la mayoria de las instituciones de investigacion y universidades cuentan con
equipos de espectroscopia, como IR o UV-Vis, los costos experimentales se limitan
exclusivamente a los reactivos utilizados. Esta combinacién de herramientas gratuitas y
recursos institucionales contribuyd a reducir significativamente los gastos asociados al

desarrollo del caso de estudio.
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Capitulo 3
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3. Resultados y analisis

3.1 Andlisis del Disefio Experimental

Se estudio la glicacién no enzimatica de proteinas inducida por un exceso de
glucosa, evaluando el efecto protector de un farmaco y la influencia del agente
congestionante, ademas se buscé comprender los mecanismos quimicos involucrados.
Para ello, se realizaron 198 experimentos espectroscopicos descritos en el capitulo 2,
generando aproximadamente 44,200 datos de medida para un sistema en un medio
especifico de una proteina. La gran cantidad de datos obtenidos hizo necesaria la creacion
de un algoritmo de toma de decisiones (figura 3.1) que combinara FTIR-2DCOS con el
analisis de componentes principales (PCA), una herramienta estadistica capaz de
identificar Gnicamente las variaciones mas significativas en el sistema ante las
perturbaciones de concentracion y tiempo causadas por los ligandos afiadidos. La
estrategia desarrollada se ve en figura 3.1 donde se sefialan los pasos a seguir para el

andlisis de sistemas perturbados usando PCA-FTIR-2DCOS.

3.2 Estudio comparativo de la BHb con y sin PEG-8

Aunque el rango de actividad caracteristico de la hemoglobina se encuentra entre
1500 y 1700 cm™ (Chen & Spiro, 2002), el pretratamiento de datos incluy6 un rango
ampliado desde 1400 cm™ para mejorar la visualizacion. En las Tablas 3.1y 3.2 se
presentan los pesos obtenidos para cada sistema de hemoglobina sin y con PEG,
respectivamente, lo que permitio seleccionar los archivos relevantes para el andlisis. En los
casos donde las concentraciones mostraron un peso representativo similar, indicando una
contribucién equitativa a los cambios observados, se opté por mantener la misma

concentracion de los sistemas posteriores.
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Figura 3.1

Estrategia desarrollada para el andlisis de sistemas complejos perturbados
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Tabla 3.1
Resultados de andlisis PCA para el sistema unitario, binario y ternario de BHb

UNITARIO BINARIO TERNARIO
Tiempo Tiempo Tiempo
mg/mi PC1 mg/mi PC1 mg/ml PC1
1 0,35 5 0,33 5 0,15
2 0,32 10 0,31 10 0,21
3 0,34 15 0,35 15 0,27
4 0,34 20 0,34 20 0,31
5 0,30 25 0,36 25 0,37
6 0,32 30 0,36 30 0,41
7 0,31 35 0,39 35 0,46
8 0,30 40 0,37 40 0,50
9 0,31 - -
10 0,28
Concentracion Concentracion Concentracion
d PC1 d PC1 PC2 d PC1
1 0,29 1 -0,095 0,44 1 0,48
2 0,58 2 -0,027 0,51 2 0,43
3 0,51 3 -0,007 0,42 3 0,44
4 0,42 4 0,992 0,10 4 0,45
5 -0,40 5 -0,074 0,60 5 0,43
Tabla 3.2
Resultados de analisis PCA de sistema unitario, binario y ternario de BHb con PEG
UNITARIO BINARIO TERNARIO
Tiempo Tiempo Tiempo
mg/ml PC1 mg/ml  PC1 mg/ml PC1
1 0,07 5 0,35 5 0,15
2 0,28 10 0,34 10 0,22
3 0,31 15 0,39 15 0,26
4 0,35 20 0,37 20 0,31
5 0,33 25 0,32 25 0,36
6 0,36 30 0,33 30 0,41
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7 0,37 35 0,36 35 0,45
8 0,29 40 0,34 40 0,49
9 0,31
10 0,35 . .
Concentracion Concentracion Concentracion
d PC1 PC2 d PC1
1 0,19 0,57 d Pet Pe2 1 0,44
2 0,29 039 |1 0,67 -0,053 |2 0,44
3 0,39 022 |2 0,68 -0,039 |3 0,45
4 0,18 049 |3 -0,055 0,92 4 0,45
5 0,83 -048 |4 0,29 0,38 5 0,45

Las figuras 3.2 y 3.3 muestran el espectro de la hemoglobina en estado
fundamental, sin y con PEG-8, respectivamente. En ambos casos, se identifican los picos
caracteristicos de las bandas amida | y amida Il, siendo la banda amida | la mas sensible a
los cambios en la estructura secundaria de las proteinas. La tabla 3.3 presenta las
frecuencias de onda referenciales caracteristicas de la proteina (loannou & Varotsis, 2019) y
las observadas para el sistema unitario. Las Figuras 3.4 y 3.5 muestran los analisis de
componentes principales (PCA) realizados para la BHb, las cargas mas alejadas de cero
representan las mayores variabilidades a lo largo del tiempo (Bro & Smilde, 2014). Este
comportamiento refleja los cambios estructurales principales de la proteina en funcion de la

perturbacion de tiempo.

Tabla 3.3
Frecuencias de onda de estructuras para hemoglobina en estado fundamental
Estructuras Referencia (cm-1)  Sin PEG 8000 (cm-1  Con PEG 8000 (cm-1)
Hélices alfa 1649-1660 1647-1658 1653
Laminas beta 1610-1638 1631 1628-1639
Giros beta 1660-1680 - -
Amida Il 1500-1600 1548 1548
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Figura 3.2
Sistema unitario de BHb a 10 mg/ml
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Figura 3.3

Sistema unitario de BHb a 10 mg/ml con PEG-8
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Figura 3.4
PCA del sistema unitario de BHb a 10 mg/ml
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Figura 3.5

PCA del sistema unitario de Bhb a 10mg/ml con PEG-8
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En la tabla 3.4 se reuni6 los resultados del PCA (Figuras 3.7, 3.9 y 3.11) para los
sistemas conjugados de la BHb, se observé que en los sistemas binarios la interaccion
proteina-ligando, como en el caso de BHb con metformina o glucosa, produce cambios
significativos en las Amidas | y Il, observados principalmente en las frecuencias relacionadas
con carbonilos y aminas. Estos cambios estructurales se evidencian en los espectros (Figura
3.6 con metformina y Figura 3.8 con glucosa), donde en el sistema con glucosa las laminas
beta disminuyen en intensidad, mientras que las hélices alfa incrementan, comportamiento
gue coincide con los picos de correlacion cruzada en el analisis 2DCOS (Figura 3.13). Aunque
generalmente la glicacién provoca un efecto contrario, estudios previos en BHb también han
demostrado que este patrén puede atribuirse al proceso de glicacion (Li et al., 2023).

En el sistema ternario BHb-Glucosa-Metformina, las frecuencias relacionadas con la
interaccion proteina-ligando muestran comportamientos similares a los del sistema BHb-
Metformina donde si bien también se encuentra una dinamica entre las a-hélices y -laminas,
la carga de esta interrelacion es aproximadamente 3 veces menor que la de BHb-Metformina
lo que sugiere que la metformina actia como un competidor en sitios de glicaciéon, modulando
estas interacciones y disminuyendo los efectos estructurales de la glicacion en la
hemoglobina. Esto es consistente con los picos observados en el analisis 2DCOS, donde las
correlaciones cruzadas resaltan cambios estructurales similares a los del sistema binario
BHb-Metformina (Figuras 3.14 y 3.15). Asi mismo la Figura 3.12 muestra el analisis
bidimensional de la BHb en estado fundamental a través del tiempo donde se ubican los

cambios naturales que facilitan la comparacién ante la interaccion con los ligandos.
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Tabla 3.4
Resultados de las frecuencias con mayor carga en PCA para sistemas binario y ternario en

BHb

Binario
Sin PEG-8 Con PEG-8
BHb-Glucosa BHb-Metformina BHb-Glucosa BHb-Metformina
. . Frecuencias Frecuencias
Frecuencias Frecuencias
Cargas Cargas Cargas Cargas
(cm™?) (cm™) (cm™) (cm™)
1633 26 1650 20
1641 23 1560-1580 65 1648 18 1565-1567 61
1646 19 1629 16
Ternario
Sin PEG-8 Con PEG-8
Frecuencias (cm™) Cargas Frecuencias (cm™) Cargas
1560-1580 63 1563-1569 64
1644 25 1648 22

En el sistema donde se simula congestién molecular, los analisis PCA muestran una
dinamica similar al medio sin congestion, aunque con ligeras variaciones en las frecuencias
y principalmente en la disminucion de las cargas, esto se complementa al observarlos en
conjunto con los espectros FTIR y 2DCos (Figuras 3.15-3.24). Como se observan los
mismos cambios se sugiere que el efecto de proteccidn sobre la estructura de la BHb por
parte del farmaco, asi como la glicacion sigue sucediendo en el medio congestionado. Sin
embargo, debido a la disminucién de intensidad de las cargas que representan los cambios

debido a perturbaciones se infiere la disminucién de interaccion.
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Figura 3.6

Sistema binario de BHb a 10 mg/ml y Metformina 40 mg/ml
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Figura 3.7

PCA del sistema binario de BHb a 10 mg/ml y Metformina 40 mg/ml
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Transmittance [%]

Figura 3.8

Sistema Binario BHb 10 mg/ml con Glucosa 15mg/ml
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Figura 3.9
PCA del sistema binario de BHb a 10 mg/ml y Glucosa 15 mg/ml
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Figura 3.10
SisterlncaD Ternario BHb 10 mg/ml con Glucosa 15 mg/ml y Metformina 40 mg/ml
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Figura 3.11

PCA del sistema ternario de BHb a 10 mg/ml, Glucosa 15 mg/ml y Metformina 40 mg/ml
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Figura 3.12 Figura 3.13 Figura 3.14
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Figura 3.15

2DCOS BHb 10 mg/ml, Glucosa 15 mg/ml y Metformina 40 mg/ml por dias
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Figura 3.16

Sistema binario BHb 10 mg/ml con Metformina 40 mg/ml con PEG-8
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Figura 3.17

PCA del sistema binario de BHb a 10 mg/ml y Metformina 15 mg/ml con PEG-8

Variacion de las Muestras en el Componente Principal - Hoja '40 mg.ml'
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Figura 3.18

Sistema Binario BHb 10 mg/ml con Glucosa 15mg/ml con PEG-8
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Figura 3.19

PCA del sistema binario de BHb a 10 mg/ml y Glucosa 15 mg/ml con PEG-8
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Figura 3.20

Sistema Ternario BHb 10 mg/ml con Glucosa 15 mg/ml y Metformina 40 mg/ml con PEG-8
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Figura 3.21
PCA del sistema ternario de BHb a 10 mg/ml, Glucosa 15 mg/ml y Metformina 40 mg/ml con PEG-8

Variacién de las Muestras en el Componente Principal - Hoja '40 mg-ml'
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Figura 3.22
2DCOS PEG BHb 10 mg/ml por dias
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Figura 3.23

2DCOS PEG BHb 10 mg/ml y Glucosa 15 mg/ml por dias
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Figura 3.24

2DCOS PEG BHb 10 mg/ml y Metformina 40 mg/ml por dias
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Figura 3.25

2DCOS PEG BHb 10 mg/ml, Glucosa 15 mg/ml y Metformina 40 mg/ml por dias
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3.3 Influencia del uso de PEG-8 en sistemas perturbados

Se usa los resultados del estudio de la BSA'y el sistema de la BHb con PEG-8 para
comprobar el papel del medio congestionado en las biomoléculas interactuando con los
ligandos, con la cual se realizaron los mismos analisis representados en las tablas 3.5y 3.6.
En la tabla 3.3 se observo ligeras des locaciones de las estructuras caracteristicas de la
BHb en comparacion con el sistema sin congestionante. Mientras que, los datos extraidos
de las figuras 3.17, 3.19 y 3.21 indicaron la influencia del PEG-8 mediante las cargas, ya
que resultaron menores que las obtenidas en el sistema solo con buffer. Para la BHb, se
identificaron tanto la glicaciéon debido a la glucosa y el efecto Quimi-protector del farmaco al

haber integrado el PCA con FTIR (Figuras 3.16, 3.18 y 3.20) y Py2DCoS (Figuras 3.22 -

3.25).
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Tabla 3.5
Resultados de andlisis PCA de sistema unitario, binario y ternario de BSA con PEG

UNITARIO BINARIO TERNARIO
Tiempo Tiempo Tiempo

mg/ml  PCA1 mg/ml PC1 mg/ml PC1
5 -0,051 5 -0,006 5 0,14
6 -0,054 10 -0,030 10 0,19
7 0,52 15 0,39 15 0,25
8 0,46 20 0,37 20 0,30
9 0,53 25 0,39 25 0,35
10 0,49 30 0,44 30 0,40
35 0,43 35 0,48

_ 40 0,43 40 0,51
Concentracion Concentracion Concentracién
d PC1 PC2 | d PC1 PC2 d PC1
1 0,23 0,66 |1 -0,15 0,68 1 0,56
2 -0,044 0,74 |2 0,99 0,11 2 0,56
3 0,97 -0,12 | 3 -0,0014 0,72 3 0,60
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Tabla 3.6
Resultados de las frecuencias con mayor carga en PCA para sistemas binario y ternario en
BSA

Binario
BSA-Glucosa BSA -Metformina
Frecuencias (cm™) Cargas Frecuencias (cm™) Cargas
1650 20 1563-1569 62
1648 18 1708-1800 45
1629 16 1644 32
Ternario
Frecuencias (cm™) Cargas

1563-1569 64

1648 22

1643 19

El congestionamiento molecular influye significativamente en las propiedades
dinamicas y estructurales de las proteinas. En sistemas con PEG-8 como agente
congestionante, se observa una mayor complejidad en los datos obtenidos mediante PCA,
lo que sugiere que la interaccion de la proteina en un medio congestionado puede derivar
en una reduccion del movimiento libre de la proteina, impidiendo o disminuyendo la
formacion de complejos proteicos. Este comportamiento ha sido respaldado por estudios
tedricos, los cuales demuestran que el congestionamiento macromolecular y el
confinamiento espacial afectan los equilibrios y las tasas de plegamiento y union de

proteinas (Zhou, 2004).

La principal diferencia con el estudio previo de la BSA sin medio congestionado es la
frecuencia que indica glicacion reportada por De la Paz (2023), que fue en 1620 cm™

mientras que como se muestra en la Tabla 3.6 las variaciones destacadas coinciden en las
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frecuencias ubicados en las estructuras a-hélices y laminas B (Barth, 2007) para el sistema
BSA-Glucosa, lo que podria estar relacionado al uso del medio congestionante ya que
facilita que las moléculas se unen entre si y, por lo tanto, influir indirectamente en los
resultados espectroscopicos, mejorando la observacién de las bandas (Y. Zhang et al.,
2023). En la investigacion previa con la BSA no se realizo PCA, lo que dificultaria en el
analisis de las transformaciones de la proteina ocasionadas por los ligandos con variaciones
de tiempo y concentracion. Mientras que, integrando los espectros mostrados en las figuras

3.26 a 3.29, el PCA (figuras 3.30-3.33) y los 2DCoS (figuras 3.34-3.37)

3.4 Desarrollo de herramienta de analisis intuitivo con PCA para sistemas complejos

Debido la facilidad de analisis proporcionada por el PCA realizado con la data
existente en comparacion con la investigacion previa realizada por De la Paz (2023), y a
causa de que las aplicaciones para realizar este analisis estadistico se encuentran
disponibles unicamente bajo pago, se desarrollé una aplicacion web con interfaz intuitiva
que permite al analista subir archivos en formato .xIsx con las caracteristicas iguales a las
trabajadas en el analisis 2DCos con resultados inmediatos que incluyen diagramas de
dispersion, tabla de resultados con detalle de los PC y los pesos que representan las
varianzas. Ademas, con la finalidad de obtener una mejor integracion entre el analisis y la
complejidad de los sistemas, entre los resultados se agrego el detalle de las frecuencias
que representan la mayor variabilidad con sus respectivas cargas, acompafados de los
posibles grupos funcionales que esas frecuencias o rango de frecuencias representan

quimicamente, en la tabla 3.7 se realiza una comparacién con la plataforma Statgraphics.

Tabla 3.7

Comparacion con otra herramienta de analisis PCA

Caracteristica Software desarrollado  Statgraphics XIX

Permite archivos .xlsx \/ x
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Genera graficos para los componentes

principales

Muestra los pesos de las muestras por

cada componente principal

Muestra la varianza acumulada de los

componentes principales

Muestra la frecuencia de onda en los

graficos de dispersion

Permite descargar las tablas de

resultados

Indica los compuestos de las

frecuencias de onda mas relevantes
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Transmittance [%]

Figura 3.26.
Sistema unitario BSA 10 mg/ml
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Transmittance [%]

Figura 3.27

Sistema binario BSA 10 mg/ml y Metformina 40 mg/ml
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Transmittance [%]

Figura 3.28.
Sistema binario BSA 10 mg/ml y Glucosa 15 mg/ml
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9]

Transmittance [

Figura 3.29

Sistema ternario BSA 10 mg/ml con Glucosa 15 mg/ml y Metformina 40 mg/ml
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Figura 3.30

PCA de sistema unitario de BSA 10 mg/ml con PEG 8
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Figura 3.31

PCA de sistema binario con BSA 10 mg/ml y glucosa 15 mg/ml con PEG 8

Gréfico de Dispersion - Hoja 'BSA fija Gluc 15mg-ml'

7.5 A
7& : ® PC2(100.00% varianza)
et T I e
3.0 1 Vil e 1?9?9‘? 1695139
¥ i 1693.1
1 wosay R
2.5 A 1582 1500.9 ba
. ﬁ‘ggw s a3 sy w1y . 1608 3fg
1585.2 z
&) 1592 Tgn0.6p ! 12’:5&0&.&5 51332 162377
0 195 15932 :
g 0.0 1575.5 ® 15?58‘5;3’. 151413 15”_951516_05
g 155979 5717y L735p 1671959, 15257
4 1666.157% % ERe ]
§ -25 16681 151999 7 ®
S 1664.27g Yy
0 1635 3
o 163727
5] 504 154309 1662349 163347
1644 959 —_— 1501139 1530 g
1646.9)g
1658 45
_?.5 -
165&.6‘556_55
5278 1642 Bigy
—10.0 1
165077
T T T T T
-5 0 5 10 15
PC1

60




Figura 3.32

PCA de sistema binario de BSA 10 mg/ml y metformina 40 mg/ml con PEG 8
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Figura 3.33

PCA de sistema ternario BSA 10 mg/ml, glucosa 15 mg/ml y metformina 40 mg/ml con PEG 8
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Figura 3.34
2DCOS PEG BSA 10 mg/ml por dias
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Figura 3.35

2DCOS PEG BSA 10 mg/ml y glucosa 15 mg/ml por dias
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Figura 3.36

2DCOS PEG BSA 10 mg/ml y metformina 40 mg/ml por dias
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Figura 3.37
2DCOS PEG BSA 10 mg/ml, glucosa 15 mg/ml y metformina 40 mg/ml por dias
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3.5 Analisis de costos

El desarrollo del proyecto no generd costos adicionales, ya que todos los materiales,
equipos Yy reactivos necesarios estaban disponibles en el laboratorio de la universidad. Los
insumos mas costosos, como las proteinas BSA y BHb, fueron adquiridos previamente por
el departamento de investigacion dentro de su presupuesto anual, garantizando acceso a

materiales de alta calidad sin requerir inversiones externas.

Ademas, se desarroll6 una aplicacion web especifica para realizar analisis PCA utilizando
herramientas de Python de libre acceso, eliminando la necesidad de aplicaciones
comerciales de pago. Esto optimizé los recursos tecnoldgicos disponibles, permitiendo una
solucién econdmica y eficiente para el procesamiento e interpretaciéon de datos

espectroscopicos.
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4. Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

» Se desarroll6 una estrategia eficaz para identificar las frecuencias de onda mas
relevantes en cada sistema estudiado, facilitando una interpretacion mas rapida y
precisa de los datos obtenidos mediante PCA. Esta estrategia integré diversas
etapas clave, como la seleccién y adaptacién del formato de los datos FTIR, la
delimitacion de rangos de frecuencia relevantes, y la determinacion de las
perturbaciones mas significativas a partir de los pesos de PCA. Ademas, se
incorpord un enfoque iterativo para verificar la correspondencia entre las frecuencias
identificadas y los valores reportados en la literatura cientifica, lo que garantizé la
validez de los resultados. Finalmente, la aplicacion del andlisis 2DCOS permitié
establecer correlaciones entre las frecuencias perturbadas, mejorando la
comprension de los fendmenos moleculares subyacentes y optimizando el analisis
espectral en sistemas con y sin agentes de congestionamiento molecular. Esta
estrategia no solo permitié confirmar estos hallazgos, sino que también optimizo el
tiempo de analisis al centrarse Unicamente en las perturbaciones mas significativas,
proporcionando un enfoque mas eficiente y dirigido para el estudio de sistemas
biolégicos complejos.

» Se estudiaron los sistemas proteina-ligando en condiciones donde ocurre la
glucosilacion no enziméatica y el congestionamiento molecular utilizando PEG-8
como agente congestionante, usando espectroscopia FTIR para las proteinas BSA 'y
hemoglobina bovina. Los resultados mostraron que la glucosa causa cambios
importantes en la estructura de las proteinas, promoviendo la glicacién no
enziméatica. Sin embargo, cuando se afiadié metformina, las proteinas mantuvieron
su estructura original, lo que evité la formacion de productos avanzados de glicacion.

Este estudio permitié identificar claramente las diferencias estructurales causadas
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por estas condiciones y resalto el papel protector de la metformina en estos
procesos.

» La caracterizacion de los sistemas con y sin congestionamiento molecular,
empleando Py2DCos y métodos estadisticos avanzados, permitié establecer
criterios robustos para la interpretacion de sefales espectrales. En particular, se
observé que en los sistemas con PEG-8000, las proteinas presentaron un
comportamiento diferente frente a la unién de ligandos como metformina y glucosa.
El analisis combinado de FTIR, 2DCOS y PCA revel6 que el PEG, al actuar como un
agente de congestionamiento molecular, reduce el espacio disponible alrededor de
la proteina debido a su gran tamafio molecular. Esta reduccion de espacio genera un
entorno mas restringido que dificulta la interaccién de los ligandos con la proteina,
limitando su acceso a sitios de unién. Como resultado, se identificé que el sistema
con PEG ejerce una propiedad protectora para la proteina, al impedir de manera
mas efectiva la interaccion con ligandos en comparacion con el sistema sin
congestionamiento molecular.

* Se disefié una herramienta eficaz que combina el analisis estadistico y bases de
interpretacion de sefales FTIR mediante el uso de librerias de acceso gratuito que
permite la implementacion de la técnica PCA y brinda reportes completos y
detallados que, en conjunto con el andlisis Py2DCos, optimiza la interpretacion de
los espectros obtenidos en FTIR clésico. La herramienta desarrollada permite al
analista cargar un archivo .xIsx, seleccionar las hojas que se desea analizar y
obtener resultados instantaneos y a su vez tener el acceso a descargar archivos en

formato .xIsx para las tablas y .pdf o .png para gréficos de dispersion.
4.2 Recomendaciones

» Se sugiere trabajar en la integracion del cédigo de la aplicacion web para crear un

programa unico que permita utilizar los datos del PCA y el analisis Py2DCos en una
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misma interfaz. Esto facilitar4 un andlisis mas dinamico e interactivo para el usuario,
permitiendo visualizar los resultados de ambas herramientas de forma simultanea.
Se recomienda ampliar las condiciones de perturbacion del sistema, no solo variando
la concentracion y el tiempo, sino también incluyendo la temperatura y pH. Esto
permitira simular los cambios térmicos que experimenta el cuerpo humano y evaluar
con mayor precision la capacidad de la metformina para proteger las proteinas frente
a la glicacién no enzimatica.

Aprovechando la agilidad obtenida para el analisis de estos sistemas complejos se
debe realizar los mismos estudios usando sangre humana para incluir las diferentes
proteinas y demas sustancias presentes en este tipo de muestra y asi obtener

resultados que destaquen las diferencias con los obtenidos en esta investigacion.
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Anexos

Figura A
Validacién con Statgraphics XIX para el PCA. a) Tablas de pesos obtenida con Python. b)
Tabla de pesos obtenidos con Statgraphics XIX

a) b)
Tabla de pesos de los componentes Tabla de Pesos de los Componentes
Columnas PC1 Componente
BSA fija-Gluc 5 mg-ml 0,34484 1

BSA fija-Gluc 10 mg-ml  0,35016 gg:-; g-gggfgg
BSA ffj.a-G|UC 15 mg-mi 0,35669 Col 3 [0.35668
BSA fija-Gluc 20 mg-ml  0,35657 Col 4 0356573
BSA ﬁjG-GlUC 25 mg-ml 0,36455 Col_5 0,364556
BSA fija-Gluc 30 mg-ml 0,35743 |Col_6 |0,357479
BSA fija-Gluc 35 mg-ml 0,35586 |Col_7 |0,35585

BSA fija-Gluc 40 mg-ml 0,34172|Col_8 ]0,341726
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