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RESUMEN

En este trabajo, fueron sintetizados dos polimeros de pregnenolona, la ruta incluye;
a) preparacion del polimero lisozima-hemisuccinato-pregnenolona (HP-L) usando el
hemisuccinato de pregnenolona (5-Pregnen-20-one, 3-(3-carboxi-1-o0xopropoxi) en presencia
de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimide para la formacién de un grupo amida entre la
lisozima y el derivado de pregnenolona; b) sintesis del polimero lisozima-etilendiamina-
hemisuccinato-pregnenolona (HPE-L), acoplando etilendiamina-hemisuccinato-pregnenolona
(N-(2-amino-etil)-succinamic acid 17-acetil-10,13-dimetil-2,3,4,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,
17-tetradeca-hidro-1H-ciclo-penta[a fenantren-3-yl-ester) a la lisozima. Para evaluar la
actividad antimicrobial que inducen los polimeros lisozima-pregnenolona fueron usadas cepas
de Staphylococcus aureus ATCC (25923), Escherichia coli (ATCC 25922). Los resultados
obtenidos por técnicas espectroscopicas mostraron que existen 11 residuos de hemisuccinato-
pregnenolona por molécula del complejo macromolecular HP-L. Ademés, fueron
encontrados 9 residuos del conjugado etilendiamina-hemisuccinato-pregnenolona por
molécula del polimero HPE-L. Otros resultados, indican que los polimeros HPE-L y HP-L
pueden inducir efectos antibacteriales sobre Staphylococcus aureus y Escherichia coli en
comparacion con la lisozima libre. En conclusion, los resultados muestran que modificaciones
de la estructura quimica de la lisozima por acoplar el esteroide a la proteina le confiere

actividad antibacteriana.
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ABSTRACT
In this work were synthesized two polymers of pregnenolone, the route involved;

a) preparation of lisozime-hemisuccinate-pregnenolone polymer (HP-L) using the

188 Rev. Iberoam. Polim., 8(3), 188-202(2007)



Revista Iberoamerica de Polimeros Volumen 8(3), Julio de 2007
Figueroa et al. Sintesis y caracterizacién polimeros antimicrobianos
pregnenolone-hemisuccinate (5-Pregnen-20-one, 3-(3-carboxi-1-oxopropoxi) in presence of
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimide for the formation of amide group between the
lisozime and pregnenolone-derivate; b) synthesis of lisozime-ethylenediamine-hemisuccinate-
pregnenolone polymer (HPE-L), coupling ethylene-diamine-hemisuccinate-pregnenolone (N-
(2-amino-etil)-succinamic acid 17-acetil-10,13-dimetil-2,3,4,7,8,9,10,11,12, 13,14,15,16, 17-
tetradeca-hidro-1H-ciclo-penta[a fenantren-3-yl-ester) to lisozime. For evaluate the anti-
microbial activity that induce the polymers lisozime-pregnenolone were used Staphylococcus
aureus ATCC (25923), Escherichia coli (ATCC 25922) strains. The results obtained by
spectroscopic techniques shown that exist 11 rest of pregnenolone-hemisuccinate by molecule
of HP-L macromolecular complex. In addition, were found 9 rest of ethylenediamine-
hemisuccinate-pregnenolone conjugate by molecule of HPE-L polymer. Other results indicate
that HPE-L and HP-L polymers can induce antibacterial effects on Staphylococcus aureus y
Escherichia colli in comparison with free lisozime. In conclusion, the results shown that
modifications in chemical structure of lisozime by couple the steroid to protein it confer

bacterial activity.

Keywords. Polymer, lisozime, pregnenolone.

INTRODUCCION

Desde hace varias décadas ha surgido el interés en el area de biomedicina con la
finalidad de crear nuevos farmacos para diversas patologias clinicas [1,3]. En este sentido, la
quimica medicinal tradicional ha sido complementada con la quimica combinatoria teniendo
como objetivo principal el desarrollo de nuevos farmacos [4,11], es importante mencionar que
la quimica combinatoria es una tecnologia que envuelve la sintesis quimica de librerias de
diversos compuestos [12,15] y que ademas estos pueden ser acoplados a varios polimeros [16-
18]. En este sentido, existen datos donde se muestra que varios esteroides han sido
conjugados a polimeros [19] para evaluar diferentes actividades biologicas y aplicaciones
biomédicas, por ejemplo la preparacion y caracterizacion de esteroides ligados a albdmina
reportados por diversos investigadores con el propdsito de probar su habilidad para estimular
la formacion de anticuerpos policlonales [20-23]. Sin embargo, recientemente ha surgido un
gran interés sobre polimeros esteroidales con fines terapéuticos para enfermedades
infecciosas, en este sentido, se han desarrollado diversos conjugados esteroidales (esteroides-
péptidos-cationicos, EPC) para mimetizar el comportamiento antibacterial de algunos
péptidos enddgenos con actividad antibacterial [24,25]. Junto a esto, otros estudios publicados

189 Rev. Iberoam. Polim., 8(3), 188-202(2007)



Revista Iberoamerica de Polimeros Volumen 8(3), Julio de 2007
Figueroa et al. Sintesis y caracterizacién polimeros antimicrobianos
por Ding y colaboradores [26] muestran la sintesis y caracterizacion antibacterial de
polimeros EPC, sin embargo, existen pocos datos sobre el acoplamiento de esteroides a otro
tipo de proteinas, ejemplo de esto es la sintesis del conjugado estrona-lisozima por medio de
una reaccion de acilacién [27], aqui es importante sefialar que existen reportes donde se indica
que la lisozima tiene caracteristicas antibidticas sobre algunos organismos patogenos [28]. Es
asi, que en este estudio nosotros acoplamos dos derivados de pregnenolona (previamente
sintetizados) [29] a la lisozima. Es importante indicar que los derivados de pregnenolona
tenian un brazo espaciador con una longitud de 6 (hemisuccinato de pregnenolona) y 9
atomos (etilendiamina-hemisuccinato-pregnenolona) como identidad quimica. Ademas, cabe
mencionar que el hemisuccinato de pregnenolona tenia como caracteristica principal un grupo
carboxilo libre que sirvid para acoplarlo a los grupos amino libres contenidos en la lisozima,
por otro lado, el derivado esteroidal etilendiamina-hemusuccinato-pregnenolona tiene un
grupo amino libre en su brazo espaciador que sirvié para su conjugacion con los grupos
carboxilos libres de la proteina. Por otro lado, en otros experimentos se evaluo el efecto
antimicrobial de los polimeros sobre cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus para
determinar si modificaciones en la estructura quimica de la lisozima o la interaccion

esteroide-proteina inducen actividad antimicrobial sobre las cepas de estudio.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales. El punto de fusion fue determinado por un aparato denominado
Electrothermal (modelo 900). Se realizaron anélisis espectrofotométricos de ultravioleta (UV)
en un espectrofotometro Perkin-Elmer modelo 552 a una longitud de onda de 200 a 300 nm
en un aparato Perkin Elmer (Lambda 40). El analisis electroforético se realizo con el aparato
VWR Scientific Products (modelo 500-2).

METODOS

Acoplamiento del hemisuccinato de pregnenolona a la lisozima. La preparacion del
polimero se llevo acabo usando un derivado de carbodimida como catalizador como lo sefiala
De Silva y colaboradores [30]. Una solucion compuesta por 40 mg de lisozima, 100 mg (0,24
mmol) de hemisuccinato de pregnenolona, 70 mg (0,36 mmol) de etil-3-(3-dimetil
aminopropil)-carbodiimide y acetonitrilo:agua (5:3 mL) se hicieron reaccionar a temperatura
ambiente por 24 h con agitacion constante. Después de los tiempos de reaccion se evaporo el

disolvente de la mezcla a presion reducida. Al producto de reaccion se le agrego agua con la
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finalidad de extraer la lisozima que no reacciono y seguidamente el precipitado formado fue
lavado con cloroformo para extraer el esteroide no reaccionante.

Sintesis del polimero lisozima-etilendiamina-hemisuccinato-pregnenolona. Se
hicieron reaccionar 100 mg (0,18 mmol) de etilendiamina-hemisuccinato-pregnenolona, 40
mg de lisozima, 42 mg (0,21 mmol) de etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimide y
acetonitrilo:agua (21:7 mL). La mezcla se dejo reaccionar por espacio de 24 h con agitacion
constante a temperatura ambiente y despues de los tiempos de reaccion se evaporo el
disolvente de la mezcla a presién reducida. Al producto de reaccion se le agrego agua con la
finalidad de extraer la lisozima que no reacciono y seguidamente el precipitado formado fue
lavado con cloroformo para extraer el esteroide no reaccionante.

Caracterizacion de los conjugados de pregnenolona. La determinacion de lisozima
libre y ligada a los derivados de pregnenolona fue determinada espectroscopicamente
mediante las técnicas reportadas por Erlanger [19] y Yamirskaya [31], que se basan en el
acoplamiento de derivados esteroidales a proteinas. Es importante mencionar que la
determinacion se realizo a una longitud de onda de 200 a 300 nm. Se tomo este intervalo
porgue existen trabajos que sefialan que la lisozima presenta un coeficiente de extincion de
280 nm [32]. Sin embargo, la cuantificacién del nimero de residuos esteroidales se desarrollo
mediante el método reportado por Dorobanpu [33], que tiene como base el andlisis
espectrofotométrico de ultravioleta y que estima el numero de residuos esteroidales ligados a

proteinas mediante la siguiente férmula:
N — (MLISOZIMA J[EJ[CSELISOZIMA - CZECJ
MD Cz CICC - CSED

donde N es el numero de residuos de pregnenolona acoplados a la lisozima, C1(1 mg) la

concentracion del derivado esteroidal (HP y HPE), C, (1 mg) la concentracion de la lisozima,
Cs (1 mg) la concentracién de los polimeros lisozima-pregnenolona, Myisoziva la masa
molecular de lisozima (14.300 g/mol), Mp la masa molecular de los derivados esteroidales
(HP = 416,5 g/mol; HPE = 549,52 g/mol), Ec (HP), Ep (HPE), ELisoziva €l registro del
coeficiente de extincion para las tres sustancias.

Anélisis de electroforesis. La preparacion del gel de poliacrilamida al 12% (pH 8,8;
Tris 5 M) se llevo a cabo mediante la técnica reportada por Laemmli [34]. Se cargaron 50 pL

de lisozima y los polimeros lisozima-pregnenolona en los posillos junto al marcador
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fosforilasa B (M = 111 g/mol). El ensayo electroforético se realizo bajo una intensidad de
corriente constante de 50 mA y voltaje inicial de 100 V y un voltaje final de 200 V (100 mA)
en una fuente de alimentacion para electroforesis. La tincion del gel se realizo con azul de
Comassie G- 250 (10). Por altimo se observo mediante un transluminador de luz ultravioleta.

Evaluacion de la actividad antimicrobial. Las cepas microbianas en este estudio
fueron proporcionados por el cepario de la Facultad de Ciencias Quimico-Bioldgicas de la
Universidad Autonoma de Campeche. Las Cepas bacterianas usadas en esta investigacion
fueron Staphylococcus aureus ATCC (25923), Escherichia coli (ATCC 25922) las cuales se
conservaron a -4°C.

La evaluacion del efecto antimicrobial de los diferentes polimeros sobre las especies
bacterianas fueron determinadas usando el método descrito por Chiong y colaboradores [35],
que se basa en el método de difusion en tubo. Es asi, que se manejaron 12 tubos en los cuales
el primero tenia como caracteristica principal 2 mL de caldo de soya tripticaseina disuelto en
agua estéril a doble concentracion (0,12 g/L) y los siguientes tubos (2-12) a simple
concentracion (0,06 g/L). Seguidamente, se agregaron 2 mL del antibiotico en cuestion, aqui
cabe sefialar que el vehiculo donde estaba disueltos los farmacos a evaluar dependié de sus
caracteristicas fisicoquimicas, es asi, que la cefalosporina se disolvid en metanol, la
ampicilina en agua, el HP-lisozima en agua:etanol (3:1) y HPE-lisozima agua:etanol (3:1).

A continuacion, el tubo patron se mezclo con agitacion constante a temperatura
ambiente para homogenizar la muestra y de este se tomo una alicuota de 2 mL que se afiadio
al tubo 2 para hacer la primer disolucion de este segundo se tomo una alicuota y se deposito
en el tercer tubo haciendo el mismo proceso hasta la ultima dilucidn. Después de este proceso
se inocularon los tubos con una alicuota de 0,1 mL de la suspension bacteriana previamente
activada cuya concentracién corresponde a la escala de Mc Farland (9.10° células/mL) y se
llevo a incubacion a 37°C durante 24 horas. Posteriormente, se observo el crecimiento
bacterial en cada uno de los tubos par determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI),
sin embargo cabe sefialar que adicionalmente se tomo una asada de cada una de las muestras
contenidas en los diferentes tubos y se sembro6 en placas de agar. Aqui es importante sefialar
gue cada placa tenia el agar caracteristico para el crecimiento bacterial, ejemplo de esto es el
agar Mc Conkey que es especifico para Escherichia coli y el agar Stat 110 par Staphylococcus
aureus. Seguidamente se incubaron las cajas a 37°C, durante 24 horas y se cualifico el

crecimiento bacterial determinando la CMI.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis quimico. En este trabajo, se sintetizaron dos polimeros de pregnenolona
usando como herramientas dos derivados de pregnenolona, el primero denominado
hemisuccinato de pregnenolona (5-Pregnen-20-one,3-(3-carboxi-1-oxopropoxi) este
compuesto tiene como caracteristica principal un brazo espaciador con una longitud de 6
atomos y particularmente un grupo carboxilo libre como identidad quimica que sirvio para
hacerlo reaccionar con los grupos aminos libres de los aminoécidos (Lys, Arg; Tabla 1)

contenidos en la estructura proteica de la lisozima [36,37].

Tabla 1. Residuos de aminoacidos encontrados
en el interior y la superficie de la lisozima que
pueden reaccionar con grupos amino y carboxilos
de los derivados esteroidales.

Residuo-NH, Residuo-COOH
Lys-1 Glu-7
Arg-5 Asp-18
Lys-13 Asp-18

Arg-14 Glu-35
Lys-33 Asp-48
Arg-45 Asp-52
Arg-61 Asp-68
Arg-68 Asp-87
Arg-73 Asp-101
Lys-96 Asp-103
Lys-97
Arg-112
Lys-116
Arg-125
Arg-128

En este sentido, el acoplamiento del hemisuccinato de pregnenolona a los residuos de

grupos amino de la lisozima se llevo a cabo mediante el método reportado por algunos inves-
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tigadores [30] usando como catalizador 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimide (véase
la Figura 1) para la formacion de un nuevo enlace amida en el polimero lisozima-

hemisuccinato- pregnenolona (HP-L).

=]
=
—MH, T+ 0 = EDC
R 0 — = u] o
el Jfo

HO
5
0] HR W
]

—MhH
O = Lisozima; EDC = 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimide.

Figura 1. Acoplamiento del hemisuccinato de pregnenolona a la lisozima. Aqui se observa la
formacion de un nuevo grupo amida en el polimero HP-L usando un derivado de carbodiimida como catalizador.
La caracterizacion de este polimero (Figura 2) se llevo mediante técnicas de
espectroscopia de ultravioleta reportadas por Erlanger [19] y Yamirskaya et al.[31] Aqui cabe
mencionar que la longitud de onda registrada para la lisozima fue de 280 nm como lo indica

Kumagai et al.[32], en su trabajo de la evaluacion de la actividad antibacterial de la lisozima.

3.55_
3.0
2.5 |
2.0
1.5

1.0 |

05

0.05

200.0 220 240 260 280 300.0
nm

Figura 2. Espectro de ultravioleta de los conjugados; (1) hemisuccinato-pregnenolona, (2)
etilendiamina-hemisuccinato-pregnenolona, (3) hemisuccinato-pregnenolona-lisozima, (4) lisozima-
etilendiamina-hemisuccinato- pregnenolona, lisozima (5).

Es importante sefialar que se registro un desplazamiento a la izquierda (efecto
hipsocrémico en el conjugado HP-lisozima con respecto al hemisuccinato-pregnenolona,
aunado a esto, otro resultado observado fue la disminucion en el grado de absorcion (efecto

hipocromico) del polimero HP-lisozima con respecto a la lisozima libre, estos efectos hacen
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suponer que es debido a la interaccion del grupo carboxilo presente en la estructura quimica
del derivado esteroidal con el grupo amino de la molécula proteica de la lisozima, aqui podria
hacerse una comparacion con los resultados obtenidos por Erlanger [38] en 1957 en sus
trabajos sobre la interaccidon de derivados esteroidales con otra proteina, sin embargo cabe
mencionar que los esteroides usados en este trabajo son diferentes y la masa molecular de la
lisozima es menor con respecto a la albimina empleada por este investigador.

Por otro lado, cabe sefialar que la cuantificacion del esteroide ligado a la lisozima se
desarrollo con base al modelo matematico propuesto por Dorobanpu et al. [33], para
esteroides acoplados a proteinas. Los resultados se muestran en la Tabla 2, donde se
registraron los espectros de absorcion de la lisozima, del conjugado hemisuccinato-
pregnenolona y el polimero hemisuccinato-pregnenolona-lisozima, es asi que los resultados
encontrados sefialan que existen 11 residuos del conjugado hemisuccinato-pregnenolona por

molécula de lisozima.

Tabla 1. Valores del anélisis de espectroscopia de ultravioleta de la
lisozima,  hemisuccinato-pregnenolona  (HP) y  lisozima-
hemisuccinato-pregnenolona (HP-L).

Compuesto Concentracion Absorbancia Acoplamiento
Mg E(1) HP/lisozima N
HP 500 Aago = 0,08
Aose = 0,16
Aon = 1,12
207 = 0,16
Lisozima 500 Aogo = 0,98
Aoss = 0,77
Ao11 = 3,35
o7 = 0,86
HP-lisozima 500 Aogo = 1,09 3,71
Aoss = 1,14 12,82
Ao = 3,24 1,78
o7 = 2,57 24,94
Relacion  del
acoplamiento N=z11
HP/lisozima

Por otro lado, en otro experimento se acoplo el conjugado etilendiamina-
hemisuccinato-pregnenolona a la lisozima, este derivado esteroidal tiene como caracteristica
principal un brazo espaciador con un grupo amino libre que sirvié para la interaccion con los

grupos carboxilos libres de los aminoacidos (Glu, Asp; tabla 1) contenidos en la estructura
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quimica de la lisozima. Esto es parecido a la reaccion reportada por Edwards et al. [37], quien
uso como catalizador un derivado de carbodiimida con la finalidad de formar un nuevo grupo
amida por la interaccion del grupo funcional amino contenido en el derivado de celulosa y los

grupos carboxilos libres de la lisozima.

=

o
O/”\ . ENN

o L
NHMOWO
8 \

I
0/\oH o . o : L
‘ = Lisozima (COOH); EDC = 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimide.

Figura 3. Formacion del polimero lisozima-etilendiamina-hemisuccinato-pregnenolona, usando un
derivado de carbodiimida como catalizador.

Tabla 3. Aqui se muestran los registros de los datos de concentracion
y absorbancia de cada uno de los compuestos involucrados en el polimero
HPE-lisozima. HPE = etilendiamina-hemisuccinato-pregnenolona.

Compuesto | Concentracion | Absorbancia | Acoplamiento
Hg E(Q) HP/lisozima (N)
HPE 500 Aago = 0,07
1221 = 0,47
1210 = 1,154
Lisozima 500 Aogo = 0,98
1221 = 3,77
2210 = 3,31
HPE- 500 Aogo = 1,60 10,54
lisozima
2221 = 3,10 2,07
Ao10 = 2,60 12,74
Relacion  del N=9
acoplamiento
HP/lisozima

La caracterizacion del conjugado se realizo mediante las técnicas mencionadas para el
polimero HP-L, Es importante mencionar, que se observo un desplazamiento en el complejo
macromolecular HPE-L hacia la derecha mostrando un efecto batocromico, estos resultados
son similares a los reportados por Erlanger et al. [19], en su trabajo de la interacciéon de
derivados esteroidales y proteinas. Este efecto podria ser consecuencia de la interaccion de los
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grupos carboxilos libres de los aminoacidos Glu y Asp de la lisozima con grupos amino
provenientes de la molécula de etilendiamina-hemisuccinato-pregnenolona. Aunado a esto,
los resultados obtenidos del analisis espectroscopico de ultravioleta (Tabla 3), sefialan que por
cada molécula del polimero lisozima-etilendiamina-hemisuccinato-pregnenolona (HPE-
lisozima) existen 9 residuos del derivado de pregnenolona.

Por otro lado, es importante sefialar que se hicieron experimentos adicionales para
evaluar si existian diferencias en las caracteristicas estructurales de la lisozima y de los
polimeros de pregnenolona, por lo que se realizo el analisis de electroforesis (vease la Figura
4) usando la técnica reportada por Laemmli et al. [34] Nuestros resultados sefialan la
electroforesis en gel de poliacrilamida (pH 8,8, Tris 0,05 M) mostré diferencias significativa
entre la banda de la lisozima y las bandas de los polimeros lisozima-pregnenolona, sin
embargo no se observa diferencias entre ellos. Estos datos sefialan por un lado que las
diferencias entre la proteina y la conjugada con el esteroide pueden ser debido a la interaccién
entre los grupos amino y carboxilos libres de la lisozima. Esto es avalado por otros estudios
realizados por Smales et al. [39] donde acoplan a un esteroide denominado estrona a la
lisozima, encontrando modificaciones en las bandas de la lisozima conjugada con el esteroide

con respecto a la lisozima libre.

MPM

— 111

53.5

_—— 00 5

E—— —*213

Figura 4. Electroforesis en gel de
poliacrilamida (pH 8,8, Tris 0,05 M) de lisozima
(3,4), y de los polimeros lisozima-hemisuccinato-
pregnenolona (2) y lisozima-etilendiamina-
hemisuccinato-pregnenolona (1).
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Anélisis biologico. Para llevar a cabo el andlisis antibacterial de los polimeros
lisozima-pregnenolona se uso el método reportado por Chiong et al.[35], es importante
mencionar que en este trabajo, se uso como herramienta biologica a la cefotaxime
(cefalosporina de tercera generacidén) que es un antibidtico que ya ha sido plenamente
estudiado por varios investigadores [40] y que se sabe que tienen efectos antibacteriales sobre
cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus [41,42], es asi, que este estandar
antibacterial sirvio para evaluar el efecto que inducen los polimeros sobre las cepas
bacterianas de estudio.

Los resultados de la Figura 5 sefialan que la concentracion minima de inhibicion de la
cefotaxime y el polimero lisozima-hemisuccinato-pregnenolona sobre Escherichia coli fue la
misma (0,12 mg/mL). Sin embargo, en comparacion con el complejo macromolecular
lisozima-etilendiamina-hemisuccinato-pregnenolona (HPE-L) la dosis para inhibir el

crecimiento de Escherichia coli fue menor (0,06 mg/mL).

012
0.1
0.08

0.06

mg/ml

0.04

0.02

HPE-L

Figura 5. En la figura se observa que la CMI del polimero
lisozima-etilendiamina-hemisuccinato-pregnenolona (HPE-L) sobre
Escherichia coli es menor con respecto a los otros dos compuestos;
cefotoxime (CEFOT) y hemisuccinato-pregnenolona-lisozima  (HP-L).
CMI = concentracion minima de inhibicion.

Por otro lado, también se evalu0 el efecto antibacterial que estos mismos compuestos
ejercian sobre Staphylococcus aureus, en este sentido, nuestros resultados indican que el
polimero HPE-L mostrdé una menor CMI (0,06 mg/mL; figura 6) sobre este microorganismo
en comparacion con el efecto antibacterial inducido por el polimero HP-L y la cefotaxima

que mostraron una CMI de 0,125 mg/mL y 0,25 mg/mL respectivamente.
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Figura 6. Aqui se observa que la CMI sobre Staphylococcus aureus
del polimero lisozima-etilendiamina-hemisuccinato-pregnenolona (HPE-L)
es menor que la de los otros compuestos como son cefotoxime
(CEFOT) y el lisozima-hemisuccinato-pregnenolona (HP-L). CMI =
concentracion minima de inhibicion.

Aqui es importante sefialar que también se evalu6 a la lisozima, no observandose
efectos sobre las cepas bacterianas a las mismas concentraciones usadas en esta investigacion,
esto es avalado por estudios realizados por Bera et als. [43] donde se sefiala que la cepa
bacteriana Staphylococcus aureus es resistente a la lisozima por la acetilacion ejercida por la
enzima O-acetiltransferasa contenida en la cepa bacterial. En conclusion, estos resultados
seflalan que modificaciones en la estructura de la lisozima por el acoplamiento con el
esteroide le confiere actividad antibacteriana, por lo tanto seria de suma importancia sintetizar
nuevos polimeros del tipo esteroide-proteina para ahondar mas sobre el efecto antibacterial

que estos ejercen sobre diversos microorganismos patdgenos.
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