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Resumen

Se ha utilizado la sintesis de péptidos de estado solido para sintetizar un péptido ciclico
conformado por (-D-Phe-L-Lys-D-Ser-L-Lys-D-Ser-) y se ha estudiado de forma tedrica la
capacidad del mismo para poder interactuar con metales como hierro, zinc, calcio y
magnesio utilizando métodos de mecénica molecular con el programa Avogadro®,
seguidos de una optimizacion con el método semiempirico PM6 utilizando el programa
Spartan®. Se presentan los resultados para el analisis del péptido, los cuales fueron analisis
de masas (MALDI-TOF/TOF y ESI MS) asi como analisis de aminoacidos (cromatografia
de alto desempefio con un analizador de aminoacidos). También se presenta los analisis
computacionales describiendo energias minimas para los complejos péptido-metal,
arrojando resultados de una estabilidad mayor dentro del ciclo del péptido (core); se han
analizado los metales sin carga, y los iones metalicos M?*, y en el caso del hierro M**
también.



Abstract

Solid phase peptide synthesis has been used in order to synthesize a cyclic peptide
conformed by (-D-Phe-L-Lys-D-Ser-L-Lys-D-Ser-) amino acids, and its ability to interact
with metallic atoms and ions (Fe, Zn, Ca and Mg) was studied theoretically using MM
(molecular mechanics) methods with the software Avogadro®, followed by an optimization
with the semi empirical PM6 method, using the software Spartan®. The analyses of the
peptide were carried with mass analyses (MALDI-TOF/TOF and ESI MS), and also with
amino acid analysis (HPLC with amino acid analysis). The theoretical results are also
presented describing minimum energies for the peptide-metal interactions, implying that
the greatest stability of the complex relays in the core of the system. Uncharged metallic
atoms as well as metallic ions of the type M** were studied (in the case of iron, the ion Fe**
has also been studied).
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Objetivos

1. Desarrollar un péptido ciclico aplicando el método de la sintesis de péptidos en

fase sélida (SPPS).

2. Determinar la interaccion entre la estabilidad del complejo péptido-metal en
base al radio metalico (ionico) del huésped, utilizando analisis computacionales

semiempiricos (PM®6)
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Introduccion

Los péptidos son estructuras esenciales para el desarrollo de especies animales y
vegetales, siendo el pilar fundamental para el crecimiento de las mismas (Clayden,
Greeves, & Warren, 2012). Estas estructuras forman conglomerados, los cuales
presentan diferentes conformaciones y a su vez, promueven al desarrollo de las
macromoléculas comunmente llamadas proteinas. Siendo este el caso para la naturaleza,
el hombre ha querido desarrollar sustancias peptidicas para diversas aplicaciones en el
campo de la ciencia y tecnologia como pueden ser acarreo de sustancias toxicas
(generalmente metales pesados) fuera de sistemas organicos (Kahn & Bertenshaw,
1989), bloques constructores para sensores de alta calidad (Sewald & Jakubke, 2002a),
analisis de proteémica que promuevan el conocimiento y formacién de organismos
(Sewald & Jakubke, 2002a), entre otros. Con esto en mente, es importante revisar
ciertos conceptos acerca de la sintesis de péptidos y especialmente un avance académico
que sin precedentes aumentd la produccién de péptidos y aminoacidos: la sintesis de

fase sélida de péptidos (SPPS, por sus siglas en inglés).

La sintesis en fase sélida de péptidos se ha utilizado de manera progresiva desde los
estudios de Merrifield, quedesde su primera publicacién en 1963 cambid por completo
el panorama de la sintesis de péptidos; y quien en el afio de 1984 fue premiado con el
Nobel en Quimica por su descubrimiento (Sewald & Jakubke, 2002b)(Merrifield,
1963)(Anwer & Spatola, 1992)(Kahn & Bertenshaw, 1989)(Kim et al., 2002). Hasta ese
momento la sintesis de péptidos se realizaba en fase soluble, lo que conlleva a diferentes
problemas, siendo algunos:la pureza del producto final (la que se debe principalmente a
la purificaciéon de cada componente de la sintesis), la dificultad para la caracterizacion

de los intermediarios, entre otros. Sin embargo se tiene claros ejemplos de sintesis
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exitosas en fase soluble; por ejemplo, la sintesis de la ribonucleasa A (conformada por
124 aminoéacidos) la cual fue cristalizada para analisis por difraccion de rayos X, por
Yajima et. al. en 1981 (Sewald & Jakubke, 2002b) obteniendo excelentes resultados en

materia de caracterizacion.

Figural. Formacion del enlace peptidico, paso clave para la sintesis de polipéptidos.

R, 0 By i
H2N/'\H/DH + HEN\_)J\DH i HzN/'\rFN\i)J\DH
o) R, o R

Es conocido que la sintesis de péptidos puede darse mediante varios tipos de reacciones
quimicas, las cuales se reducen a un principio basico: la formacion de un enlace
peptidico entre dos aminoacidos para formar un dipéptido,siendo esta estructura la
estructura bésica para la creacion de una proteina la cual podra adoptar distintas
conformaciones como es ya conocido (Koshland, 1951) entre las cuales se encuentran
las estructuras primarias, secundarias, terciarias y cuaternarias(Guerler, Govindarajoo,
& Zhang, 2013). En si, la formacién de un enlace peptidico es un proceso a primera
vista muy simple que incluye la formaciéon de un grupo amido con la eliminacion de
agua para formar el enlace mencionado, en donde se busca ademas que las condiciones
de reaccidn no sean agresivas ya que se poseen otros grupos que pueden reaccionar en
este tipo de medios (las cadenas laterales de ciertos aminodcidos alfa, por ejemplo).
Para obtener el resultado esperado, se pueden simplificar los requerimientos para la
reaccion de la siguiente manera: la activacién del grupo carboxilo de un aminoacido,
para que el segundo pueda entrar mediante un ataque nucleofilico del grupo amino al
carbono electrofilico, en una reaccién intermolecular completamente favorable. Se tiene

ademas un principio muy importante para esta reaccion: se necesita la proteccion de los
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grupos amino que no participan en la reaccion para evitar una reaccion descontrolada,
ya que pueden formarse aminodacidos lineales y ciclicos no deseados, en una mezcla con
el dipéptido que se quiere formar (Sewald & Jakubke, 2002b). La proteccion de estos
grupos se conoce desde hace varios afios en la llamada quimica de grupos de
proteccion(Clayden et al., 2012). En resumen, la formacion de un dipéptido sigue

algunos pasos:

1. La preparacion de un aminodcido parcialmente protegido es necesaria, en donde

el zwitterion no se encuentra presente.

2. La formacion del enlace peptidico ocurre en dos pasos: la activacion del grupo
carboxilo en el aminoécido (previamente protegido en el grupo amino) para
obtener un intermediario reactivo, en donde después ocurre el ataque
nucleofilico y se forma el enlace peptidico (enlace amido) (esto puede ocurrir en

uno o varias etapas).

3. Al finalizar se busca la salida de los grupos protectores (dependiendo del tipo de
sintesis) para poder continuar con la reaccién de acoplamiento, o finalizarla al

obtener las unidades de aminoacidos necesarias.

A pesar de obtener en detalle todos los requerimientos para la reaccion, esta tiende a
complicarse ya que 10 de los aminoacidos esenciales tienen un brazo en la posicion alfa
con grupos funcionales que deben ser protegidos, lo que puede hacerse de varias
maneras dependiendo del grupo funcional(King, Fields, & Fields, 1990)(Merrifield,
1964)(SCHNGoGIlzer, Alewood, Jones, Alewood, & Kent, 1992)(Wahlstrém & Undén,
2009). La unica restriccion es que debe diferenciarse el tipo de proteccion requerida
para el grupo alfa amino (el grupo que va a continuar en la reaccion quimica) y la

proteccion para las cadenas laterales de cada aminoacido. En este punto es claro el
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reconocer que se busca un grupo protector para el grupo amino que pueda ser expulsado

en condiciones que no afecten en lo absoluto a los grupos protectores de las cadenas
laterales, y tampoco que interfieran en otro punto critico de la reaccion (la destruccion
de enlaces peptidicos previamente formados, por ejemplo).Luego de haber obtenido la
proteccién de los grupos mencionados, se busca la activacion del grupo carboxilo, como

ya se ha mencionado, para poder formar el enlace peptidico requerido (este paso posee

especial importancia y se busca un alto rendimiento con una relaciéon equimolar entre

los reactivos utilizados)(Montalbetti & Falque, 2005).

Ademaés, en este tipo de reacciones se debe tomar en cuenta la capacidad de
racemizacion para sitios activos quirales, dentro de la reaccion (siendo la glicina la

Unica excepcion), en donde cabe mencionar la subdivision de los aminoacidos quirales:

se posee aminoacidos L y D los cuales se pueden determinar mediante el analisis de su

estructura de Fischer particular(Clayden et al., 2012) (fig. 2).

Figura2. Quiralidad en aminoacidos: Se busca en la estructura de Fischer la quiralidad
del carbono alfa, y se denomina L- si este carbono es S, y D- si este carbono es R. En la
siguiente figura el primer aminoacido es L-, y el segundo es D- (a excepcion de la

cisteina, en cuyo caso se cambia los nombres a D-, y L- respectivamente).

Por ultimo, se debe analizar a profundidad el factor de la proteccién quimica de ciertos
grupos funcionales para cada aminoacido presente en la reaccion. Es necesario poner
mucha atencion en los diferentes medios para protegerlos, siendo un elemento

importante la facilidad para poder extraerlos al finalizar la reaccion (si es que se busca



17

expulsar los grupos protectores luego de la formacion del péptido) o la salida de estos
grupos para la extension del péptido a formarse. Ademas, se debe determinar una
estrategia inicial en la cual se busca la desproteccion inicial del grupo amino o del grupo
carboxilo. Por ejemplo, si se busca una sintesis en fase soluble se busca la formacion de
fragmentos cortos para realizar la sintesis total del péptido final (esto se realiza para
poder evitar en su mayoria la epimerizacion de los diferentes aminoacidos que se
agregan en la reaccién(Carpino et al., 1998), factor que puede ser gobernado por la
geometria del péptido al cual se desea agregar una cadena mas). Dentro de los grupos
protectores temporales o0 semipermanentes (estos términos se utilizaran de manera
intercambiable) (los cuales se ubican en la cadena lateral del aminoacido) se esperan

ciertos requerimientos para la factible continuacién de la sintesis:

1. No se tiene la presencia de un zwitterion cuando el grupo protector ha sido ya

introducido.

2. La expulsion del grupo protector no debe dafar la estabilidad del péptido

formado.

3. Se debe evitar la racemizacion de los intermediarios.

4. Se debe hablar de un intermediario estable y con facilidad para determinar el

nivel de proteccion en la muestra.

Es importante recalcar que los grupos semipermanentes (generalmente protegen la
cadena lateral del aminoacido) son eliminados al final, debido a que en muchos casos
las condiciones en las cuales son eliminados pueden afectar a los grupos de proteccion
semipermanentes. Dentro de este topico se menciona la inmensa necesidad de que los

grupos temporales y los semipermanentes sean ortogonales: es decir que las
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condiciones de expulsion de uno no afecte directamente al otro grupo protector (o
grupos protectores), 0 que a su vez se puede controlar la reaccion para obtener un
intermediario estable(Barany & Albericio, 1985). Para la proteccion de grupos amino se
tienen varias opciones, la mejor de las cuales se debe determinar basandose en los
cuatro puntos anteriores, 0 en resumen tomando en cuenta la ortogonalidad de los
demas grupos protectores(la formacion de sales, como un clorhidrato no ofrece la
proteccidn requerida ya que el zwitterion todavia se encuentra presente, se tiene un
nitrégeno cargado en la porcidn terminal del aminoécido). Entre las inmensas posibles
clasificaciones de los grupos protectores resalta una en la que se toma en cuenta los
medios para la expulsion del grupo en si, los cuales son: aciddlisis, eliminacién por una
base, procesos redox, sustitucién nucleofilica, y fotdlisis (se conoce que la mas utilizada
sigue siendo la eliminacion por aciddlisis debido a la estabilidad de la mayoria de
péptidos en estas condiciones)(Albericio, 2000). En este trabajo se utiliza al grupo de
proteccion Fmoc, por su expandido uso en las ultimas décadas y su detallado
mecanismo de accidn; este grupo protector sin embargo es eliminado mediante el uso de
una base moderadamente fuerte: piperidina. El estudio de las reacciones presentes en la
proteccidon y desproteccién del mismo se revisaran mas adelante al ser sumamente
importantes para el presente trabajo. Entre otros grupos N-protectores muy utilizados se
tienen al benziloxicarbonil y al tert-butoxicarbonil, de los cuales se hablara en detalle a
continuacion. Fmoc se tomé como un grupo para remocién final, mientras otros grupos

como Boc y t-Bu se tomaron como grupos semipermanentes.

Grupos de proteccién

El grupo benziloxicarbonil (cuya abreviacion es Chz, o Z en honor a su descubridor
Leonidas Zervas) se integra al grupo amino mediante un ataque nucleofilico en

presencia de una base (condiciones de Schotten-Baumann) (Kdurti & Czakd, 2005). En
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un caso, por ejemplo, se utiliza cloruro de benziloxicarbonilo en solventes orgénicos
polares (metanol, etanol, en algunos casos agua dependiendo del aminoacido) debido a
su reactividad con el grupo amino que se tiene presente. Con este método se obtienen
rendimientos superiores al promedio de la utilizacion de otros grupos protectores por lo
que es bastante apetecido en la practica. La forma mas comin de poder eliminar el Cbz
es mediante acidolisis con HBr 2 M en &cido acético (esto evita las complicaciones de
trabajar con una atmosfera de H, si es que se busca el medio de la hidrogenacién
catalitica para eliminar este grupo). Se presenta el mecanismo a continuacion(Sewald &

Jakubke, 2002Db).

Figura 3. Desproteccion de Cbz en un medio acido: se realiza en dos pasos, siendo

importante la salida de CO, en el paso final como un excelente grupo saliente.
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Otro grupo muy importante para la proteccion de grupos amino es el tert-butoxicarbonil
(Boc). Este grupo se encuentra junto al Cbz y al Fmoc dentro de los més utilizados, y
ademas es importante recalcar que son del tipo uretano (grupos alquiloxi o carbamato)
los cuales forman un producto estable, del cual ademas se menciona una estabilidad

regioselectiva (se forma solo un estereoisomero). Entre los reactivos mas utilizados para
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la reaccion de acilacion con este grupo se encuentran el tert-butoxicarbonilazida (t-
BuOCONj3) vy el di-tert-butildicarbonato (“anhidrido Boc”) (t-BuOCO),. Este grupo
puede ser expulsado en condiciones medianamente acidas y no reacciona con bases
inorganicas o reducciones con sodio/amoniaco liquido. Generalmente se utiliza acido
trifluoroacético para su eliminacion. Cabe mencionar que para el presente trabajo las
cadenas laterales de los aminoacidos utilizados se han protegido con Boc, y en otras
ocasiones se ha utilizado t-BuO para la proteccion del oxigeno del grupo alfa-
metilenhidroxi en la serina (en este caso, los dos grupos se extraen en condiciones
acidas por lo que se espera la salida de ambos con un solo proceso)(Sewald & Jakubke,

2002b).

Se utiliza a menudo la proteccion del éter de tert-butilo (t-BuO) para la proteccién de
serina, tirosina o treonina dentro de la sintesis con base en Fmoc. Este grupo puede
retirarse en condiciones acidas (TFA 1-2 horas a temperatura ambiente). EI mecanismo

se presenta en la fig. 4.

Figura 4. Desproteccion del grupo Boc.
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El grupo Fmoc (fluorenilmetiloxocarbonil) forma una parte importante dentro del
estudio de grupos de proteccion, y su uso se ha extendido hasta tomar un sitio Unico
dentro de la sintesis de estado sélido de péptidos, todo esto debido a la propiedad de
ortogonalidad la cual se ha descrito en paginas anteriores: los grupos protectores como
Boc o Cbz son labiles en presencia de acidos fuertes a diferencia del Fmoc, el cual se
elimina de la molécula en condiciones basicas, las cuales no deben ser extremas (se
utiliza una solucidn de piperidina en DMF para este paso). Se presenta el mecanismo a

continuacion(Kates et al., 1993).

Figura 5. Desproteccion del grupo Fmoc en presencia de piperidina como base.
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Formacion del enlace peptidico en SPPS

La formacion de un enlace peptidico corresponde a una reaccion de sustitucion
nucleofilica, en la que el nucledfilo es el grupo amino que ataca al C del grupo
carbonilo, interviniendo un intermediario tetraédrico. Sin embargo, el problema
existente en esta reaccion es que generalmente los acidos carboxilicos reaccionan con
los grupos amino formando sales de amonio en lugar de la amida necesaria. Para evitar
este camino se busca la activacion del grupo carboxilo, especificamente aumentar la

electrofilicidad (de una manera inductiva, o por un efecto mesomeérico, 0 ambos).
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Existen varias formas de activacion para el grupo carboxilo, entre las que se encuentran
azidas de acilo (se parte del aminoacido, al cual se trata mediante una reaccion de
hidrasinolisis), el uso de anhidridos, el uso de carbodiimidas (este método se utilizd
parala activaciéon del aminoacido, se tratara mas adelante), activacion de ésteres para
producir un intermediario mas reactivo in situ, cloruros de acilo (en este caso no son
muy utilizados ya que pueden darse reacciones secundarias), reactivos basados en
fosfonio (Castro, Dormoy, Evin, & Selve, 1975), y reactivos de uronio(Jou, Gonzalez,
Albericio, Lloyd-Williams, & Giralt, 1997) (las cuales, junto a la
diisopropilcarbodiimida, se utilizaron para la sintesis del presente trabajo). La sal de
uronio utilizada fue el N-hidroxibenzotriazol, ya que es la forma mas simple para la

activacion del aminoécido.

Luego de esta breve revision de los procesos de sintesis para péptidos, se busca una
revision de la sintesis de fase sélida ya que este fue el procedimiento utilizado en este
caso. Merrifield propone el uso de una resina insoluble (generalmente un agregado
policiclico), en el que el primer péptido (protegido en la parte de la amina terminal) se
“anclara” para asi evitar la solubilizacién del mismo y obtener siempre un producto
bastante puro al finalizar la reaccion(Merrifield, 1963). El diagrama muestra los pasos

para estas reacciones, se revisara cada paso.

1. Se debe “anclar” el amino&cido inicial al soporte solido mediante la activacion

del mismo.

2. A su vez, se debe realizar la activacion del segundo aminoacido (seccion

carboxilica) mediante cualesquiera de los métodos revisados con anterioridad.

3. Al aminoacido anclado se lo debe desproteger en la seccion de la amina

terminal, para proceder luego a la formacion del enlace peptidico.
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4. Luego de esto, se tiene el aminodcido inicial todavia anclado a la resina,
mientras que el siguiente aminoécido se encuentra enlazado a este, con su
porcién terminal amino todavia protegida. Se puede realizar el proceso anterior

para colocar cualquier tipo de aminoacido a continuacion.

5. Si es que se desea terminar en algin paso subsecuente, lo que debera realizarse
es la desproteccion final de las cadenas laterales, y finalmente la desproteccion

del grupo amino terminal del péptido.

6. Se procede finalmente a la salida del péptido formado, desde el soporte en fase

solida.

Diagrama 1. Pasos para SPPS (sintesis de péptidos en fase sélida, por sus siglas en

inglés).
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El soporte en fase sélida (generalmente un soporte polimérico) debe tener ciertas
caracteristicas: debe ser inerte quimicamente, mecdnicamente estable, completamente
insoluble en el solvente, poder ser separado facilmente por filtracion, y poseer
suficientes sitios reactivos donde el primer aminoacido va a entrar (Sewald & Jakubke,

2002Db). Se presenta a continuacion una descripcion de la resina usada.

Resina o-clorotritilo (resina de Barlos)

Para su uso, esta resina debe activarse ya que en diferentes condiciones puede
producirse la salida del cloro, y la formacion del carbocation estabilizado. Para ordenar
esta situacion un agente promotor para la adicién de cloro debe utilizarse (SOCI,), se
puede utilizar HCI pero este método ha demostrado ser destructivo hacia la resina
(Garcia-Martin, Bayd-Puxan, Cruz, Bohling, & Albericio, 2007). El anclaje del primer
aminoacido a esta resina se completa mediante la reaccion de sales de carboxilato de
amonio (la parte carboxilica del aminoacido se estabiliza generalmente con DIPEA,
diisopropiletilamina). En este caso el aminoacido actda como el nucleofilo en donde se
produce la salida de HCI. Debido a su estructura, el grupo clorotritil impide la
formacion de productos secundarios, siendo el méas importante la dicetopiperazina. La
eliminacién de la resina se puede realizar en condiciones acidas (TFA 0.5%) en
diclorometano, o en presencia de 1,1,1,3,3,3-hexafluoroisopropanol en hexano. El

proceso de anclaje se muestra en la fig. 6.
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Figura 6. Anclaje a la resina cloruro de 2-clorotritil
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Figura 7. Activacion del aminoacido terminal (anclado) para la agregacion de otro

aminoacido
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Desprendimiento de la resina

El mecanismo de la salida de la resina se presenta en la fig. 8, esto se logra en un medio

acido de TFA. Cuando el péptido se ha desprendido completamente puede llevarse a

andlisis para determinar su pureza.
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Figura 8. Desprendimiento del péptido desde la resina mediante un medio acido
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Formacidn del péptido ciclico

La formacidon de un péptido ciclico genera ciertos inconvenientes, principalmente con la
geometria del primer aminoécido anclado a una resina en un trabajo de SPPS. En este
caso, se estudiara el protocolo DPPA (diphenylphosphoryl azide) propuesto por Shioiri
(Shioiri, Ninomiya, & Yamada, 1972). La salida del péptido de la resina es un paso
esencial, asi como su purificacion previa; sin tomar mucho tiempo ya que la
racemizacion puede aparecer de cualquier manera. Este método evita una racemizacion
del producto, y se usa de manera mas aceptada que los mecanismos propuestos con
anterioridad para la SPPS de un péptido lineal. Se muestra el mecanismo en la fig. 9 en
donde se presenta al grupo amino del segundo aminoacido como parte del ataque

nucleofilico.
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Figura 9. Formacion de un enlace peptidico basado en un seudo reordenamiento de

Curtius, formando un isocianato como intermediario.
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En la fig.9 se muestra la formacion del ciclo, y se ubica a las cadenas terminales del
aminoacido como un grupo azida (carbonilo) y el ataque nucleofilico mediante la amina

es el otro extremo de la cadena lineal.

Estudios Computacionales de Optimizacién de Geometrias y Célculos de Energias

Minimas para el Complejo Péptido-Metal

Los estudios computacionales de esta molécula se han realizado para mostrar la
estabilidad de todo este complejo, al tomar como referencia la capacidad de adsorcién

que tiene el péptido con diferentes metales y iones metalicos.

Los métodos de mecanica molecular se basan en algunos principios. En primer lugar, se
tratan a los nucleos y electrones como si fuesen entes que se asemejan en si a atomos.
Las particulas se consideran esféricas con cargas localizadas; ademas las interacciones
se basan en resortes y potenciales clasicos y estas mismas interacciones estan dadas para
cada atomo en especifico. Estas interacciones determinan la distribucion espacial y sus

energias.



28

La energia en el sistema se calcula tomando en cuenta el modelo de resortes y
potenciales clasicos, en donde la energia total se calcula al sumar la energia de
estiramiento, la de torsion, la de flexion y la energia de los &tomos que no interactdan
(en este caso repulsiones electrostaticas basadas en el radio de van der Waals para cada
atomo). El sistema toma en cuenta todos los parametros y determina la interaccién de
menor energia como la geometria que va a tomar la conformacion seleccionada. Se
utilizaron los campos de fuerza preinstalados en Avogadro sin hacer distincion en la
parametrizacion definida para cada uno, es decir, se trabajo con los campos de fuerza
para comparar resultados entre si y argumentar hacia donde iba dirigido el resto del
estudio con otros analisis. Se utilizaron en este trabajo los campos de fuerza GAFF,
Ghemical, MMFF94, MMFF94s y UFF. Estos arrojaron resultados para el sitio mas

adecuado de acoplamiento del metal en el péptido.

Al poder conocer hacia donde iba el trabajo (posicion del metal), se realizaron estudios
en Spartan® de tipo semiempirico. Los métodos semiempiricos son versiones
simplificadas del modelo Hartree-Fock los cuales utilizan datos empiricos como
correcciones para mejorar el manejo del trabajo computacional. Entre los métodos mas
comunes que se utilizan se encuentran MNDO (Modified Neglect of Differential
Overlap), AM1 (Austin Model 1), PM3 (Parametric Model number 3) y PM6
(Parametric Model number 6); y todos estos se basan en la aproximacion a la integral
NDDO (Neglect of Differential Diatomic Overlap). En este caso es importante
mencionar que la energia calculada se presenta como entalpia de formacidon en lugar de
energia total. EI método presentado en el estudio es el método PM6 el cual es una
modificacion de sus antecesores PM3 y PM5, los cuales proveyeron mejores resultados
a los métodos tradicionales hasta ese momento. EI método PM3 fue desarrollado por

Stewart en 1989(Stewart, 1989), y después Stewart mejord su parametrizacion para
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poder trabajar con ciertos metales de transicién (Zn, Cd y Hg los cuales tienen llenos
sus orbitales d) y los metales de los grupos principales, siendo este el nacimiento del

modelo PM5.

El modelo PM6 fue presentado en el 2007 por Stewart (Stewart, 2007), y las ventajas de
este método fueron los parametros establecidos para metales de transicién; algo Unico
hasta el momento. Como se menciona en dicho articulo (Stewart, Ibid), la eficiencia del
método PM6 para predecir entalpia de formacion en campos como la bioquimica, por
ejemplo, supera a los métodos HF o B3LYP DFT los cuales usan como funciones base
6-31G. Para un grupo representativo de compuestos, PM6 da un error cercano a los 4.4
kcal/mol; siendo los errores del método HF y de B3LYP 7.4 kcal/mol y 5.2 kcal/mol;
ademas de su relativo bajo costo computacional ya que incluso se menciona que muchos
calculos se realizan en computadoras portatiles.Mas adelante se presentan los resultados

obtenidos para este trabajo.
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Seccion experimental

Para la seccion experimental se utilizaron los lineamientos establecidos por el Instituto
de Quimica Organica y Bioquimica de Praga, Republica Checa (UOCHB) bajo el

mando de Jaroslav Sebestik, PhD.
Sintesis de Fmoc-D-Ser(tBu)-O-Resina (Resina= 2-chlorotrityl-) (1)

La resina (cloruro de 2-clorotritil) fue activada antes de su utilizacion, para esto se
disolvieron 5 g de resina en 50 mL de DCM con 1.5 mL de cloruro de tionilo con
agitacion continua por dos horas. Luego de este paso, la resina fue filtrada y colocada en
un desecador toda la noche bajo una atmdsfera reducida. Después de 20 horas en el
desecador se asumio que la resina puede ser utilizada. Se utilizé 300 mg de resina para
las sintesis a continuacion. La resina se coloco en un balon de fondo redondo (10 mL)
con 5 mL de DCM previamente seco, y se dejo agitar por 5 minutos; luego de este paso
se extrajo el DCM antes de continuar la sintesis. En otro balon de fondo redondo (10
mL) 115 mg de Fmoc-D-Ser(tBu)-OH se disolvieron en 3 mL de DMF y 51 uL de
DIPEA (diisopropiletilendiamina). Esta solucion se agitdé por 10 minutos. Luego de este
paso la solucién se transfirio al balén que contenia la resina, y se continué con una
agitacion lenta bajo una atmdésfera de nitrogeno. Se agitd durante 2 horas. El
sobrenadante fue eliminado y la resina fue transferida a una jeringa preparada con un
poco de algodon que servira como filtro. Los sitios en donde la resina no fue anclada
por el aminoacido se eliminaron utilizando una solucion de DIPEA/MeOH (1 mL, 1:9)
y se permitio agitar por 30 minutos. La solucion fue eliminada de la jeringa. Después de
este paso se procedio a lavar el interior de la jeringa de la siguiente manera: DCM(3
veces, 3 minutos cada una, 3 mL), DMF (4veces, 4minutos cada una, 3 mL), MeOH

(1veces, 1minutos cada una, 3 mL), DCM (4veces, 4minutos cada una, 3 mL). Luego de
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esto se procedio a secar en un desecador bajo atmdsfera reducida la jeringa. Al dia
siguiente se procedid a determinar el grado de saturacion del aminoacido en la resina
mediante analisis de Uv-Vis. Se tomaron 5 mg de la resina luego del proceso, se colocd
en otra jeringa con 0,5 mL de una solucion al 20% de piperidina con DMF y se dejo
agitar por 10 minutos. El sobrenadante se guardd y procedié a colocar 1 mL de la
misma solucion en la jeringa para un segundo paso de desproteccion. Se agitd luego de
la adicién y se procedié a juntar los dos volimenes. Se colocaron en un bal6n
volumétrico de 25 mL y se aforé con etanol 96%. Una solucion base se preparo
colocando el mismo volumen utilizado para la desproteccion (11 mL de piperidina
aprox.) en un baldn volumétrico de 25 mL, el cual se afor6 con etanol 96%. Se procedio
a medir la absorbancia de la dltima solucién para realizar un “blanco”, y obtener una
sefial de fondo para luego proceder a la toma del espectro de Uv-Vis de la solucién

luego de las adiciones de desproteccion en el primer balén volumétrico.

Figura 10. Fmoc-D-Ser(tBu)-O-Resina
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Sintesis de Fmoc-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-O-Resina (Resina = 2-chlorotrityl-) (2)

Antes de la utilizacidn de la resina anterior, se procedié a desproteger el aminoacido del
grupo Fmoc mediante la adicién de una solucién al 20% de piperidina/DMF dos veces

en la jeringa (1 mL en donde se agit6 por 1 minuto cada vez). Después de esto 2 mL de
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DMF se utilizaron para un lavado final. Una solucién de Fmoc-S-Lys(Boc)-OH (281.4
mg, 4 eq.) en DMF seco (5 mL) se prepar6 en un balon de fondo redondo de 10 mL con
agitacion lenta y constante, a la misma solucion se agregé HOBt (82 mg, 4.4 eq) y
después DIC (N, N’-diisopropilcarbodiimida) (105 uL, 4.4 eq), se permitid que se agite
a temperatura ambiente por 10 minutos. Después, esta solucion se afiadio al
desprotegido aminoacido inicial, localizado en la jeringa siempre. Nota: los equivalentes
determinados se utilizaron al obtener una relacion de milimoles cargados de D-Ser(tBu)
en mg de resina. Con una agitacion lenta y constante bajo una atmdsfera inerte se
procedié a agitar durante toda la noche. Se determind el punto final de adicion al
colocar el indicador azul de bromofenol el cual cambid hasta volverse amarillo, lo que
indica la ausencia de grupos amino del primer aminoécido anclado a la resina (el color
amarillo indica la perdida de basicidad al reaccionar el grupo amino con la forma activa
del segundo aminoacido). Luego de este paso, se procedio a la desproteccion del Fmoc
en el nuevo aminoacido anclado, para lo cual se realizaron dos adiciones y lavados con
una solucion 20% piperidina/DMF (1 mL en donde se agitd por 1 minuto cada vez).
Para determinar si la desproteccion fue correcta se procedio a colocar 0,5 mL de la
solucion de piperidina en la jeringa y se agité por 5 minutos. Luego de esto se tomo 3-4
gotas de sobrenadante y se coloc6 en un recipiente con agua, en donde se espera la
formacion de dibenzofulveno el cual es un producto insoluble que se forma luego de la
desproteccién del Fmoc (esta adicién forma en el agua una suspension blanca bastante
notoria). Si este precipitado se ha formado, se realiza por 25 minutos un lavado de 1 mL

extra de la solucidn de piperidina.
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Figura 11. Fmoc-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-O-Resina
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Sintesis de Fmoc-D-Ser(tBu)-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-O-Resina  (Resina = 2

chlorotrityl-) (3)

Después del paso de desproteccion de la seccion 2, se cargd en el sistema
aminoacido/resina Fmoc-DSer(tBu)-OH. El procedimiento es similar al de la seccién
anterior: se prepard una solucién con 230 mg de Fmoc-DSer(tBu)-OH (4 eq) en 5 mL
de DMF seco. A esta solucion se agregd 82 mg de HOBt (4.4 eq), y después 105 uL de
DIC (4.4 eq). La solucion se agité por 10 minutos antes de colocarla en la jeringa, con
el aminoacido anclado en la resina previamente desprotegido de Fmoc. Se afiadi6 azul
de bromofenol como indicador para el avance de la reaccion. La jeringa contenedora se
agitd durante toda la noche, y al dia siguiente se determind que la reacciéon habia
procedido al notar el cambio del indicador. Se procedi6 a desproteger al aminoacido
anclado a la resina con el método especificado en la seccidn anterior antes de proceder a

la siguiente adicion.
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Figura 12. Fmoc-D-Ser(tBu)-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-O-Resina
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Sintesis de Fmoc-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-O-Resina (Resina =

2 chlorotrityl-) (4)

Después del paso de desproteccion de la seccion 3, se cargd en el sistema
aminoacido/resina Fmoc-S-Lys(Boc)-OH. El procedimiento es similar al de la seccion
anterior: se prepard una solucién con 280 mg de Fmoc-DSer(tBu)-OH (4 eq) en 5 mL
de DMF seco. A esta solucion se agregd 82 mg de HOBt (4.4 eq), y después 105 uL de
DIC (4.4 eq). La solucion se agité por 10 minutos antes de colocarla en la jeringa, con
el aminoacido anclado en la resina previamente desprotegido de Fmoc. Se afiadi6 azul
de bromofenol como indicador para el avance de la reaccion. La jeringa contenedora se
agitd durante toda la noche, y al dia siguiente se determind que la reaccidon habia
procedido al notar el cambio del indicador. Se procedi6 a desproteger al aminoacido
anclado a la resina con el método especificado en la seccidn anterior antes de proceder a

la siguiente adicion.
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Figura 13. Fmoc-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-O-Resina
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Sintesis de Fmoc-D-Phe-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-O-Resina

(Resina = 2 chlorotrityl-) (5)

Después del paso de desproteccion de la seccion 4, se cargd en el sistema
aminoacido/resina Fmoc-D-Phe-OH. El procedimiento es similar al de la seccién
anterior: se prepardé una solucién con 281 mg de Fmoc-D-Phe-OH (4 eq) en 5 mL de
DMF seco. A esta solucidn se agregé 82 mg de HOBt (4.4 eq), y después 105 uL de
DIC (4.4 eq). La solucion se agité por 15 minutos antes de colocarla en la jeringa, con
el aminoacido anclado en la resina previamente desprotegido de Fmoc. Se afiadio azul
de bromofenol como indicador para el avance de la reaccion. La jeringa contenedora se
agitd durante toda la noche, y al dia siguiente se determinG que la reaccion habia
procedido al notar el cambio del indicador. Se procedio a desproteger al aminoacido
anclado a la resina con el método especificado en la seccion anterior antes de proceder a

la siguiente adicion.
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Figura 14. Fmoc-D-Phe-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-O-Resina
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Sintesis de Fmoc-L-Lys(Boc)-D-Phe-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-

O-Resina (Resina = 2 chlorotrityl-) (6)

Después del paso de desproteccion de la seccion 4, se cargd en el sistema
aminoacido/resina Fmoc-L-Lys-OH. El procedimiento es similar al de la seccién
anterior: se preparé una solucion con 230 mg de Fmoc-L-Lys-OH (4 eq) en 5 mL de
DMF seco. A esta solucion se agregé 82 mg de HOBt (4.4 eq), y después 105 uL de
DIC (4.4 eq). La solucion se agité por 15 minutos antes de colocarla en la jeringa, con
el aminoacido anclado en la resina previamente desprotegido de Fmoc. Se afiadio azul
de bromofenol como indicador para el avance de la reaccion. La jeringa contenedora se
agitd durante 4 horas hasta que se observd un cambio de color. Se procedié a
desproteger al aminoacido anclado a la resina con el método especificado en la seccién

anterior.
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Figura 15. Fmoc-L-Lys(Boc)-D-Phe-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-

O-Resina

Ciclizacion del péptido D-Phe-L-Lys-D-Ser-L-Lys-D-Ser

Después de un estudio de los analisis de aminoacidos se descubrid que la ultima seccion
L-Lys(Boc) no se habia acoplado al sistema (ver seccion de Discusion). Se procedié con
la formacion del ciclo siguiente el proceso de DPPA. Luego de la purificacion de la
mezcla para evitar la presencia de aminoacidos no anclados a la resina, se liberd a los
grupos protectores del aminoacido utilizando TFA 15%, el cual libero los grupos Boc y
tBuO del aminoécido, se dejo agitar por 30 minutos con DMF para poder extraer todos
los residuos. Después se afiadio TFA en una concentracion del 40% para asi sacar al
aminoacido de la resina y se agité por 30 minutos mas, en donde después de una
filtracion dentro de una jeringa se pudo obtener el aminoacido desprotegido y fuera de
la resina. Se adiciond un equivalente de DPPA (diphenylphorphoryl azide) en DMF
seguido de una adicion de trietilamina (2 eq.) en donde se agité a 0 C por 3 horas y a
temperatura ambiente por toda la noche. Se separ0 al aminoacido mediante una
purificacion con HPLC y se realizd un andlisis con una porcién de este producto para

poder observar su composicion.
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Seccion computacional

Se realizaron estudios computacionales para el complejo utilizando dos software:
Avogadro® (software de libre acceso) (Tofan, 2009) y Spartan® (software comercial)

(Jonsson, 1995).

En el caso de Avogadro, se han utilizados méetodos de mecéanica molecular. Estos
métodos se utilizan para describir propiedades moleculares y estructurales de una
manera bastante rapida y sencilla. Se aplica este metodo para sistemas que contienen
varios atomos, y en el trabajo presente se utilizo como punto de partida para poder
describir la posicion més favorable del metal (acido de Lewis) en los diferentes sitios de

interaccion con el sistema peptidico (bases de Lewis).

Luego de una optimizacion previa con el software Avogadro, se procedio a utilizar el
software Spartan® para calculos semiempiricos de tipo PM6, se utilizé una laptop

MacBook Air con cuatro procesadores Core i5, con una velocidad de 1.7GHz.
Equipos utilizados para analisis:

e Biochrom 30 Amino Acid Analyzer.

e MALDI-TOF/TOF (ultraFlextreme™) analizador de masas.

e ESILTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific) analizador de masas.



39

Analisis de resultados

Espectros de masa y analisis de aminoacidos

Las diferentes secciones de la sintesis fueron monitoreadas in situ, al eliminar la seccion
terminal del Fmoc, y a su vez al controlar la reaccion mediante un indicador acido-base.
Al terminar la sintesis del péptido lineal, se encontré mediante un andlisis cuidadoso
que la ultima seccion (Lys) no se acoplé con el sistema lineal. Se presenta a

continuacion el anélisis de aminoacidos de la primera seccion del experimento.

Figura 16. Andlisis de aminoacidos en el péptido (después de la salida de Fmoc y

grupos protectores).
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Ser (serina) 16.60 11.44
Phe (fenilalanina) 53.40 6.77
Lys (lisina) 64.83 13.86

En el andlisis anterior se puede observar la relacion que existe entre el andlisis de
cromatografia para poder obtener la cantidad de aminoacido presente en la muestra.
Esto se realiza mediante una cromatografia liquida de intercambio i6nico, basado en el
principio de operacién de flujo continuo (Biochrom 30 Amino Acid Analyzer), teniendo
una derivatizacion post-columna con ninhidrina y manteniendo una relacion de
diferentes buffers de citrato de litio a lo largo del andlisis. Se puede observar en el
analisis que el péptido sintetizado tiene como componentes principales la serina (Ser), la
fenilalanina (Phe) y la lisina (Lys), que se encuentran en un radio de 2:1:2
aproximadamente. Esto concuerda con la sintesis llevada a cabo, a excepcion del ultimo
aminoacido que se agregd al sistema que fue la lisina. Esto demuestra que el ultimo
aminoacido no se acoplo al sistema, y puede ser explicado mediante otros analisis
también; siendo en este caso el mas objetivo el analisis de masas que se presenta a

continuacion.

El andlisis de masas también se presenta a continuacion para el péptido lineal.
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Figura 17. Anélisis MALDI-TOF para el péptido lineal sintetizado.
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Se utilizoé un sistema MALDI-TOF/TOF (ultraFlextreme™), en donde los picos mas
importantes se muestran en 1089.66 M/Z, 1073.68 m/z y 970.6 m/z. Siendo este el
péptido lineal, la masa que se espera del sistema Fmoc-Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-
Ser(tBu)-Lys(Boc)-Ser(tBu) es de 1341,66 g/mol, por lo que se conoce que un
aminoacido no se acoplo en la parte final del péptido. El sistema Fmoc-Phe-Lys(Boc)-
Ser(tBu)-Lys(Boc)-Ser(tBu) tiene como masa 1113,37 g/mol el cual se acerca mucho
mas a la masa del sistema. En este caso el analisis MALDI solo nos revela que la masa
esperada para nuestro péptido no cumple con todos los requisitos, y por ende es de
esperarse que la sintesis del peptido no haya tomado el camino esperado. Sin embargo
el anélisis de aminoacidos junto al siguiente analisis de masas proveen una idea mas
clara de lo que consideramos nuestro producto final. El resto de picos podrian llegar a
explicarse como subproductos o divisiones en el péptido al haber sido atacado con el
laser para el analisis de masas. Este analisis fue realizado dentro del mismo centro de

investigacion (UOCHB).
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El analisis de masas para el compuesto ciclico se presenta a continuacion. Se utilizé un
analisis de ESI (electrospray ionization) con un aparato LTQ Orbitrap XL (Thermo
Fisher Scientific) que utiliza una trampa de iones conectado a un analizador de masas
Orbitrap. Este inicialmente se conecta a un sistema de HPLC, el cudl ha sido
seleccionado para poder separar el producto requerido y otros subproductos que pueden
encontrarse en la mezcla. Se presenta a continuacion el analisis de masas, con un

acercamiento al &rea de interés.

Figura 18. Analisis de masas del producto ciclico completamente desprotegido.
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Se puede apreciar un pico entre 550 y 600 m/z, este pico corresponde a un pico de masa
577.67 con carga +1 el cual indica la masa del péptido ciclico sintetizado finalmente.
Este péptido tiene la secuencia c(D-Phe-L-Lys-D-Ser-L-Lys-D-Ser), con formula

molecular C,7H43N;O-(ver graf.19) (56.14 % C, 7.5% H, 16.97% N, y 19.39 O), el cual



concuerda con la masa esperada para este sistema.
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Siendo este analisis junto con el estudio de aminoacidos contundente, se puede aseverar

que se ha llevado una ciclizacion de un péptido compuesto por 5 aminoacidos, el cual ha

sido llevado a cabo mediante la SPPS (solid phase peptide synthesis).

Figura 19. Péptido ciclico sin grupos de proteccion.
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El caso de estudio principal para este trabajo se basé en las propiedades de adsorcion

que tiene el complejo con diferentes metales. Para esto, se utilizo el programa Avogadro

para calcular la energia minima entre cada complejo formado por las bases de Lewis

presentes en la molécula (sitios que pueden ocupar orbitales vacios de los metales, que

van a actuar como &cidos Lewis). Al empezar el trabajo de estabilidad de compuestos se

tomo en cuenta al hierro Il al considerarse un ion importante en el organismo con

quelantes especificos (sideroforos). Para realizar analisis de estabilidad en relacion al

radio de cada especie, se tomaron tres metales en consideracion: Ca, Zn, y Mg, porque

pueden encontrarse en el cuerpo humano formando parte de una dieta balanceada, entre

otros oligoelementos. Se utilizd un acercamiento de MM (molecular mechanics) para
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los célculos en este trabajo, asi como diferentes campos de fuerza para poder comparar
sus resultados. Los campos de fuerza utilizados fueron: GAFF, Ghemical, MMFF94,
MMFF94s y UFF. Es importante denotar que ademas de la afinidad quimica existente
en el complejo (hard soft acid base theory) el tamafio del metal en el complejo es
importante para la estabilidad de este sistema. Se presentan los diferentes radios de los

metales a continuacion:

Tabla 1. Radios de las diferentes especies metalicas presentes en el estudio (Housecroft

& Sharpe, 2005)

Metal Carga Radio (metalico o idnico, se
especifica en cada caso) [pm]
M° 126
Fe M2 61
Y 55
M° 137
Zn M2* 74
M° 160
Mg M2 62
M° 197
Ca M2 100




Se presentan los resultados a continuacion:
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Tabla 2. Energias minimas calculadas para el péptido ciclico (se ha seleccionado el

conférmero de menor energia) con MM (molecular mechanics)

GAFF [kJ/mol] Ghemical [kJ/mol] | MMFF94 [kJ/mol] | MMFF94s UFF [kJ/mol]
[kJ/mol]
32,4627 105,035 470,74 485,941 477,314

Cuando se ha colocado un metal en la estructura, se han analizado dos casos: se reviso

la interaccién entre los metales y la cadena lateral de una de las serinas en el sistema

(terminacion en grupo amino); y también se analizé la interaccion con el nucleo del

péptido ciclico que se encuentra copado de grupos carbonilo. Se presentan las tablas a

continuacion.

Tabla 3. Energias calculadas con MM para el complejo péptido-Fe’

posiciones del macrociclo.

en diferentes

A GAFF | A Ghemical | A MMFF% | A MMFF%s | A UFF
[kd/mol] [kd/mol] [kd/mol] [kJ/mol] [kJ/mol]
Complejo Fe’- | 157,752 16,3353 13,9298 104.233 479,58
amina
Complejo Fe’- | 152,787 8,41619 -833,772 -758.219 426,049

nucleo
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Tabla 4. Energfas calculadas con MM para el complejo péptido-Fe** en diferentes

posiciones del macrociclo.

A GAFF | A Ghemical | A MMFF9%4 | A MMFF%s | A UFF
[kd/mol] [kd/mol] [kd/mol] [kd/mol] [kd/mol]
Complejo
Fe**-amina 125,2893 -88,6997 -456,8102 -381,708 2,266
Complejo
Fe**-nlicleo 120,3243 -96,61881 -1304,512 -1244,16 -51,265

Tabla 5. Distancias calculadas con MM para el complejo péptido-Fe** en diferentes

posiciones del macrociclo.

GAFF [A]

Ghemical [A]

MMFF94 [A]

MMFF94s [A]

UFF [A]

Complejo
Fe**-amina

(Fe---N)

2.539

2.338

1.916

1.915

2.707

Complejo
Fe**-ndcleo
carbonilol

(Fe---0)

3.493

2,749

1.913

2.029

2.918

Complejo
Fe**-nicleo
carbonilo

(Fe---O)

2

3.778

2.713

2.042

1.933

3.098
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Complejo
Fe**-nicleo
carbonilo 3

(Fe---O)

6.163

5,548

1.972

1.977

5.053

Tabla 6. Energias calculadas con MM para el complejo péptido-Ca’

posiciones del macrociclo.

en diferentes

A GAFF | A Ghemical | A MMFF9% | A MMFF%s | A UFF
[kd/mol] [kJ/mol] [kJ/mol] [kd/mol] [kJ/mol]
Complejo Ca’- | 161.861 7.385 257.304 287.518 495.153
amina
Complejo Ca’- | 151.943 12.109 -120.1 -58.4941 656.669

nucleo

Tabla 7. Energias calculadas con MM para el complejo péptido-Ca?*

posiciones del macrociclo.

en diferentes

A GAFF | A Ghemical | A MMFF9% | A MMFF9%s | A UFF
[kd/mol] [kd/mol] [kd/mol] [kd/mol] [kd/mol]
Complejo
Ca**-amina 129,398 -97,650 -213,436 -198,423 17,839
Complejo
Ca**-nicleo 119,480 -92,926 -590,840 -544,435 179,355




49

Tabla 8. Distancias calculadas con MM para el complejo péptido-Ca?* en diferentes

posiciones del macrociclo.

GAFF [A]

Ghemical [A]

MMFF94 [A]

MMFF94s [A]

UFF [A]

Complejo
Ca**-amina

(Ca—-N)

2.401

2.584

2.208

2.427

2.562

Complejo
Ca?*-n(cleo
carbonilol

(Ca---0)

2.48

2.359

2.399

2.351

3.719

Complejo
Ca?*-n(cleo
carbonilo

(Ca---O)

3.273

2.711

2.261

2.285

3.488

Complejo
Ca?*-n(cleo
carbonilo

(Ca--0)

3

5.429

5.408

2.35

2.394

3.7
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Tabla 9. Energias calculadas con MM para el complejo péptido-Zn® en diferentes

posiciones del macrociclo.

A GAFF | A Ghemical | A MMFF9%4 | A MMFF9%s | A UFF
[kd/mol] [kJ/mol] [kd/mol] [kJ/mol] [kJ/mol]
Complejo 154.859 12.7583 202.315 229.051 480.342
Zn%-amina
Complejo 195.726 2.663 -238.337 -180.345 424.405
Zn°-nlcleo

Tabla 10. Energias calculadas con MM para el complejo péptido-Zn®* en diferentes

posiciones del macrociclo.

A GAFF | A Ghemical | A MMFF9% | A MMFF9%s | A UFF
[kd/mol] [kd/mol] [kd/mol] [kd/mol] [kd/mol]
Complejo
Zn**-amina 122,396 -92,277 -268,425 -256,890 3,028
Complejo
Zn**-nGcleo | 163,263 -102,372 -709,077 -666,286 -52,909
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Tabla 11. Distancias calculadas con MM para el complejo péptido-Zn®** en diferentes

posiciones del macrociclo.

GAFF[A] | Ghemical [A] | MMFF94 [A] | MMFF94s | UFF [A]
[A]

Complejo 2.912 2.287 2.085 2.092 2.623
Zn*"-amina

(Zn-—N)

Complejo 3.92 2.672 2.186 2.223 3.428
Zn**-nlcleo
carbonilol

(Zn---0)

Complejo 3.561 2.929 2.015 2.097 3.067
Zn**-nGcleo
carbonilo 2

(Zn---0)

Complejo 3.543 5.526 2.096 2.185 3.539
Zn**-nGcleo
carbonilo 3

(Zn---0)
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Anélisis de los estudios computacionales realizados con el método semiempirico PM6

Se presenta a continuacion el estudio realizado con el programa Spartan® tomando el
método PM6. Se presentan mapas de potencial electrostatico en cada caso. Para los
mapas de potencial electrostatico se utiliza una la paleta de colores que indica que los
colores cercanos al rojo tienen la mayor densidad electronica, y los colores cercanos al

azul la menor densidad electrénica.

Figura 19. Mapa de potencial electrostatico para el péptido ciclico, calculado con el
semiempirico PM6 (la paleta de colores indica que los colores cercanos al rojo tienen la
mayor densidad electronica, y los colores cercanos al azul la menor densidad

electronica).

Se aprecia en la figura anterior los sitios acidos y basicos de la molécula (péptido) (esto
se logra después de haberse definido que los sitios basicos de una molécula son los de
mayor densidad electronica, y los sitios acidos los de menor densidad electrénica), en

donde se espera una interaccion con acidos de Lewis para su estudio.
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Se presenta a continuacion el estudio de la interaccion de Fe® en el centro de la

molécula.

Tabla 12. Energias para los sistemas, en la Gltima fila la energia final del sistema.

Sistema Energia (entalpia de formacion) [kJ/mol]
Péptido -1304,44

Hierro 649,5

Péptido—Hierro -1259,62

A Energia -604,68

Tabla 13. Distancias del grupo aromatico al &tomo metalico.

Atomos Distancia [A]
Cl-Fe 2.377
C2-Fe 2.385
C3-Fe 2,361
C4-Fe 2,398
C5-Fe 2,319
C6-Fe 2,222
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Se presenta a su vez el mapa de potencial electrostatico para el complejo hierro-péptido

dentro del ntcleo.

Figura 20. Mapa de potencial electrostatico para el complejo del péptido ciclico con Fe®,
calculado con el semiempirico PM6. El &tomo de hierro se muestra con un color verde

en el centro.
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Se presenta a continuacién el estudio de la interaccion de Fe?* en el centro de la

molécula.

Tabla 14. Energias para los sistemas, en la Gltima fila la energia final del sistema.

Sistema Energia (entalpia de formacion) [kJ/mol]
Péptido -1304,44

Hierro 2665,31

Péptido—Hierro 158,03

A Energia -1202,84

Tabla 15. Distancias del grupo aromatico al &tomo metalico.

Atomos Distancia [A]
Cl-Fe 2.198
C2-Fe 2.257
C3-Fe 2,178
C4-Fe 2,160
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C5-Fe

2,210

C6-Fe

2,091

Figura 21. Mapa de potencial electrostatico para el complejo del péptido ciclico con el

ion Fe?*, calculado con el semiempirico PM6. Se muestra al ion ferroso como una esfera

verde en el centro.
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Se presenta a continuacién el estudio de la interaccion de Fe** en el centro de la

molécula.

Tabla 16. Energias para los sistemas, en la Gltima fila la energia final del sistema.

Sistema Energia (entalpia de formacion) [kJ/mol]
Péptido -1304,44

Hierro 5343,46

Péptido—Hierro 1223,787

A Energia -2815,233

Tabla 17. Distancias del grupo aromatico al &tomo metalico.

Atomos Distancia [A]
Cl-Fe 2.282
C2-Fe 2.202
C3-Fe 2,233
C4-Fe 2,141
C5-Fe 2,182
C6-Fe 2,147
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Figura 22. Mapa de potencial electrostatico para el complejo del péptido ciclico con el
ion férrico, calculado con el semiempirico PM6. Se presenta al ion férrico como una

esfera verde en el centro.
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Se presenta a continuacion el estudio de la interaccion de Zn®** en el centro de la

molécula.

Tabla 18. Energias para los sistemas, en la Gltima fila la energia final del sistema.

Sistema Energia (entalpia de formacion) [kJ/mol]
Péptido -1304,44

Zinc 2771,73

Péptido—Zinc 189,64

A Energia -1277,65

Tabla 19. Distancias del grupo aromatico al &tomo metalico.

Atomos Distancia [A]
Cl-Zn 2.871
C2-Zn 2.091
C3-Zn 3,900
C4-Zn 2,576
C5-Zn 3,900
C6-Zn 3,409
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Figura 23. Mapa de potencial electrostatico para el complejo del péptido ciclico con el
ion Zn?*, calculado con el semiempirico PM6. Se muestra al ion zinc como una esfera

verde en el centro.
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Se presenta a continuacion el estudio de la interaccion de Zn° en el centro de la

molécula.

Tabla 20. Energias para los sistemas, en la Gltima fila la energia final del sistema.

Sistema Energia (entalpia de formacion) [kJ/mol]
Péptido -1304,44

Zinc 130,42

Péptido—Zinc -1248,07

A Energia -74,05

Tabla 21. Distancias del grupo aromatico al &tomo metalico.

Atomos Distancia [A]
Cl-Zn 4,048

C2-Zn 4.569

C3-Zn 4,673

C4-Zn 5,555

C5-Zn 5,64

C6-Zn 6,033
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Figura 24. Mapa de potencial electrostatico para el complejo del péptido ciclico con
Zn°, calculado con el semiempirico PM6. Se presenta al zinc como una esfera verde

fuera del ciclo.
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Se presenta a continuacion el estudio de la interaccién de Mg®* en el centro de la

molécula.

Tabla 22. Energias para los sistemas, en la Gltima fila la energia final del sistema.

Sistema

Energia (entalpia de formacion) [kJ/mol]

Péptido -1304,44
Magnesio 2272,31
Péptido—Magnesio -119,84
A Energia -1087,71

Tabla 23. Distancias del grupo aromatico al &tomo metalico.

Atomos

Distancia [A]

C1-Mg 2,691
C2-Mg 3,116
C3-Mg 2,374
C4-Mg 3,282
C5-Mg 2,516
C6-Mg 2,933
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Figura 25. Mapa de potencial electrostatico para el complejo del péptido ciclico con el
ion Mg?*, calculado con el semiempirico PM6. Se muestra al &tomo de Mg como una

esfera azul en el centro.
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Se presenta a continuacion el estudio de la interaccion de Mg® en el centro de la

molécula.

Tabla 24. Energias para los sistemas, en la Gltima fila la energia final del sistema.

Sistema

Energia (entalpia de formacion) [kJ/mol]

Péptido -1304,44
Magnesio 146,44
Péptido—Magnesio -1295,34
A Energia -137,34

Tabla 25. Distancias del grupo aromatico al &tomo metalico.

Atomos

Distancia [A]

C1-Mg 3,084
C2-Mg 3,306
C3-Mg 3,937
C4-Mg 4,296
C5-Mg 4,795
C6-Mg 4,960
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Figura 26. Mapa de potencial electrostatico para el complejo del péptido ciclico con el
Mg’, calculado con el semiempirico PM6. Se presenta al &tomo de Mg como una esfera

azul en el centro.
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Se presenta a continuacion el estudio de la interaccion de Ca”** en el centro de la

molécula.

Tabla 26. Energias para los sistemas, en la Gltima fila la energia final del sistema.

Sistema Energia (entalpia de formacion) [kJ/mol]
Péptido -1304,44

Calcio 1704,09

Péptido—Calcio -91,89

A Energia -491,54

Tabla 27. Distancias del grupo aromatico al &tomo metalico.

Atomos Distancia [A]
Cl-Ca 2,635
C2-Ca 1,760
C3-Ca 3,558
C4-Ca 2,475
C5-Ca 3,858
C6-Ca 3,395




68

Figura 27. Mapa de potencial electrostatico para el complejo del péptido ciclico con
Ca?*, calculado con el semiempirico PM6. Se presenta al &tomo de Ca como una esfera

roja en el centro del complejo (se visualiza con una flecha).
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Se presenta a continuacion el estudio de la interaccion de Ca’ en el centro de la

molécula.

Tabla 28. Energias para los sistemas, en la Gltima fila la energia final del sistema.

Sistema Energia (entalpia de formacion) [kJ/mol]
Péptido -1304,44

Calcio 178,24

Péptido—Calcio -1159,63

A Energia -33,43

Tabla 29. Distancias del grupo aromatico al &tomo metalico.

Atomos Distancia [A]
Cl-Ca 4,43

C2-Ca 4,934

C3-Ca 5,119

C4-Ca 5,971

C5-Ca 6,125

C6-Ca 6,504
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Figura 28. Mapa de potencial electrostatico para el complejo del péptido ciclico con el
Ca’, calculado con el semiempirico PM6. Se presenta al 4&tomo de calcio como una

esfera roja fuera del ciclo.
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Se presenta a continuacion un analisis comparativo de los cambios en energia de

formacion, en relacién para el radio iénico/metélico de cada uno:

Tabla 30. Analisis de energia de formacion (delta H) para cada complejo

Metal Carga Radio (metdlico o | A H estdndar de
iénico, se especifica | formacion complejo
en cada caso) [pm] | [kJ/mol]

M° 126 -604,68

Fe M2 61 11202,84

M3 55 -2815,23
M° 137 -74,05
Zn M2 74 -1277,65
M° 160 -137,4
Mg M2 62 -1087,71
M° 197 -33,43
Ca M2 100 491,54

Como se puede apreciar en el Figura 44, la estabilidad de cada complejo esté ligada al

tamafo de la especie en el centro del sistema peptidico, en algunos casos una especie
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iGnica y en otros un atomo metalico. Esto es de esperarse, ya que la estabilidad de un

sistema esta ligado a componentes estéricos debido a los orbitales ocupados presentes

tanto en el metal como en el ligando; también es importante mencionar que las energias

presentadas en el cuadro anterior son basadas en entalpia estandar y no toman en cuenta

a componentes de entropia, esto es bastante comdn en un calculo semiempirico y brinda

una idea de como el sistema tiende a estabilizarse para poder llegar a un minimo de

energia. Sin embargo, fuera de una secuencia esperada, el complejo con el ion Zn** se

Figura 29. Descripcion de la relacion existente entre radio idnico y radio metélico [pm]

(eje x), con la entalpia estandar de formacion para cada complejo [AH® = kJ/mol]
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muestra més estable que el complejo con Mg?®* a pesar de sus correspondientes radios

ionicos (74 pm y 62 pm, respectivamente). Esto se puede explicar mediante la teoria

HSAB (hard soft acid base theory), segun la tabla proporcionada por Huheey et al. se
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considera al ion Zn** como un 4cido borderline mientras que el Mg®* es un acido fuerte.
Al tener sitios Lewis basicos de tipo soft, se argumenta que los acidos que van a
encontrarse estabilizados de una mejor manera son los acidos soft, o en su defecto al
menos los borderline no sin quitar el hecho de que al tener todos los sitios basicos como
el grupo aromatico de la Phe, o los grupos carbonilos (todos ellos soft) se puede llegar a
estabilizar el acido fuerte al mantener rodeado a este por los orbitales de las bases
débiles. Sin embargo, la afinidad llega a estar més cerca del 4cido borderline (Zn®").
Esto debido a los orbitales mas grandes y difusos que presenta el zinc al poseer orbitales
vacios de mayor energia (mayor deslocalizacion) de tipo s y p(Huheey, 1983). Ocurre lo
mismo en el caso del Fe® (soft acid) y el Ca?* (hard acid) en los que se puede observar
un comportamiento fuera de la tendencia de la curva relacionada a los radios de las
diferentes especies. Un caso importante para mencionar en el analisis de los datos es el
del Zn® y el del Ca’, siendo los dos soft acids se esperaria un comportamiento apegado a
la idea de que la estabilidad dependera del radio de cada especie. Se ha encontrado que
este defecto puede deberse en si a la parametrizacion del método PM6. Este método se
ha desarrollado explicitamente para suplir las necesidades computacionales de especies
gue tengan orbitales d llenos o parcialmente llenos en su dltimo o penaltimo nivel
energético (n o n-1), en donde se ha encontrado una parametrizacion correcta para el Zn
desde el método PM3 (Stewart, 2007), siendo un adendum la parametrizacion para
atomos de los grupos representativos. Esto puede ser explicado ademas asumiendo que
las capas de orbitales n y n-1 se encuentran completamente llenas en el zn° (d'9)
mientras que solo el Gltimo nivel del Ca° (4s) se encuentra lleno, esto llevando a una
poblacion electrénica mayor en el caso del Zn, y por ende una ligera variacion que se
encuentra cubierta en parte por el radio metalico de la especie Zn°. Sl se observa el

Figura 34, se puede apreciar que el orbital LUMO del Zn° viene a tener una orientacién
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fuera del centro de masa del péptido, con orbitales que localizados para el propio Zn°,
esto en comparacién con el LUMO del Ca° en donde la orientacion del LUMO tiende a
colocarse mas cerca del centro de masa que en el primer caso proveyendo cierta
estabilidad (todavia se aprecia que el atomo es demasiado grande para localizarse dentro
del componente ciclico), pero la estabilidad del mismo de alguna manera se debe a la
interaccion entre orbitales; efecto que no se puede apreciar en la interaccion con el Zn°.
Para el resto de especies se puede observar una tendencia en la que la estabilidad viene
ligada en forma importante a efectos estéricos y de posicionamiento dentro del péptido

ciclico.
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Conclusiones

Se ha sintetizado un péptido ciclico compuesto por cinco aminoécidos D-Phe-L-Lys-D-
Ser-L-Lys-D-Ser los cuales fueron analizadosin situ al formarse el precipitado
dibenzofulveno luego de la desproteccion del grupo Fmoc en cada uno de los pasos.
Para esto se utilizo la sintesis de péptidos en estado solido (SPPS, por sus siglas en
inglés), revisando la literatura para obtener mecanismos adecuados durante todo el
proceso. El porcentaje de rendimiento no fue una fuente de analisis, sino solo el analisis
cualitativo para demostrar la correcta sintesis de este sistema. El analisis de
aminoacidos y el analisis de masas (especificamente el ESI-MS) son contundentes al

demostrar que los cinco aminoacidos se encuentran formando el péptido ciclico.

Los andlisis computacionales realizados con MM (molecular mechanics) fueron la base
para una optimizacion inicial para después utilizar un método semiempirico (PM6) el
cual ha sido parametrizado para poder trabajar con metales de transicién, asi como
metales representativos en sistemas organicos por lo cual fue seleccionado para este
trabajo, ademas de su rapidez y bajo costo computacional. Esto arrojé resultados
esperados en cuanto a la dependencia de la estabilidad del complejo basado en el
tamafo de la particula analizada, a excepciéon de algunos casos en los cuales HSAB
theory pudo explicar las ligeras variaciones dentro del comportamiento de la estabilidad

de cada complejo.

Se ha descubierto que la mayor afinidad para los metales estudiados (y sus respectivos
iones) es con el Fe** basado en su tamafio y en la forma que puede adoptar el complejo

alrededor de este.
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Recomendaciones

Se recomienda continuar el trabajo utilizando otro tipo de niveles de teoria para el
analisis de estabilidad del complejo, los cuales pueden ser B3LYP o algin analisis
hibrido para poder confirmar las geometrias establecidas de manera mas exacta para
cada complejo, si es que puede llegar a utilizarse un servidor que no tenga muchas

limitaciones en lo que respecta a costo computacional.
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Abreviaturas utilizadas en este trabajo

Boc
t-Bu
CBZoZ
DCM
DIC
DIPEA
DMF
DPPA
ESI-MS
Fmoc
HBr
HCI
HOBt
HPLC

HOMO

HSAB

LUMO

Lys

MALDI-TOF

MeOH

butoxicarbonil

tert-Butil

benciloxicarbonil

diclorometano

N,N-diisopropilcarbodiimida

diisopropiletilendiamino

N,N-dimetilformamida

difenilfosforil azida

analisis de masas, ionizacion por electrospray

9-fluorenilmetiloxi

acido bromhidrico

acido clorhidrico

hidroxibenzotriazol

cromatografia liquida de alto desempefio, por sus siglas en inglés
orbital molecular ocupado de mas alta energia, por sus siglas en
inglés

teoria de acidos blandos y duros, por sus siglas en inglés

orbital molecular sin ocupar de menor energia, por sus siglas en
inglés

lisina

analisis de masa con ionizacion/desorcion por un laser asistido
por una matriz, y analisis de tiempo de vuelo (por sus siglas en
inglés)

metanol



MM

Phe

Ser

SPPS

TFA

mecanica molecular

fenilalanina

serina

sintesis de fase sdlida de péptidos (por sus siglas en inglés)

acido trifluoroacético
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	Objetivos
	Desarrollar un péptido cíclico aplicando el método de la síntesis de péptidos en fase sólida (SPPS).
	Determinar la interacción entre la estabilidad del complejo péptido-metal en base al radio metálico (iónico) del huésped, utilizando análisis computacionales semiempíricos (PM6)
	Introducción
	Los péptidos son estructuras esenciales para el desarrollo de especies animales y vegetales, siendo el pilar fundamental para el crecimiento de las mismas (Clayden, Greeves, & Warren, 2012). Estas estructuras forman conglomerados, los cuales presentan...
	La síntesis en fase sólida de péptidos se ha utilizado de manera progresiva desde los estudios de Merrifield, quedesde su primera publicación en 1963 cambió por completo el panorama de la síntesis de péptidos; y quien en el año de 1984 fue premiado co...
	Figura1. Formación del enlace peptídico, paso clave para la síntesis de polipéptidos.
	/
	Es conocido que la síntesis de péptidos puede darse mediante varios tipos de reacciones químicas, las cuales se reducen a un principio básico: la formación de un enlace peptídico entre dos aminoácidos para formar un dipéptido,siendo esta estructura la...
	La preparación de un aminoácido parcialmente protegido es necesaria, en donde el zwitterion no se encuentra presente.
	La formación del enlace peptídico ocurre en dos pasos: la activación del grupo carboxilo en el aminoácido (previamente protegido en el grupo amino) para obtener un intermediario reactivo, en donde después ocurre el ataque nucleofílico y se forma el en...
	Al finalizar se busca la salida de los grupos protectores (dependiendo del tipo de síntesis) para poder continuar con la reacción de acoplamiento, o finalizarla al obtener las unidades de aminoácidos necesarias.
	A pesar de obtener en detalle todos los requerimientos para la reacción, esta tiende a complicarse ya que 10 de los aminoácidos esenciales tienen un brazo en la posición alfa con grupos funcionales que deben ser protegidos, lo que puede hacerse de var...
	Además, en este tipo de reacciones se debe tomar en cuenta la capacidad de racemización para sitios activos quirales, dentro de la reacción (siendo la glicina la única excepción), en donde cabe mencionar la subdivisión de los aminoácidos quirales: se ...
	Figura2. Quiralidad en aminoácidos: Se busca en la estructura de Fischer la quiralidad del carbono alfa, y se denomina L- si este carbono es S, y D- si este carbono es R. En la siguiente figura el primer aminoácido es L-, y el segundo es D- (a excepci...
	/
	Por último, se debe analizar a profundidad el factor de la protección química de ciertos grupos funcionales para cada aminoácido presente en la reacción. Es necesario poner mucha atención en los diferentes medios para protegerlos, siendo un elemento i...
	No se tiene la presencia de un zwitterion cuando el grupo protector ha sido ya introducido.
	La expulsión del grupo protector no debe dañar la estabilidad del péptido formado.
	Se debe evitar la racemización de los intermediarios.
	Se debe hablar de un intermediario estable y con facilidad para determinar el nivel de protección en la muestra.
	Grupos de protección
	El grupo benziloxicarbonil (cuya abreviación es Cbz, o Z en honor a su descubridor Leonidas Zervas) se integra al grupo amino mediante un ataque nucleofīlico en presencia de una base (condiciones de Schotten-Baumann) (Kürti & Czakó, 2005). En un caso,...
	Figura 3. Desprotección de Cbz en un medio ácido: se realiza en dos pasos, siendo importante la salida de CO2 en el paso final como un excelente grupo saliente.
	/
	Otro grupo muy importante para la protección de grupos amino es el tert-butoxicarbonil (Boc). Este grupo se encuentra junto al Cbz y al Fmoc dentro de los más utilizados, y además es importante recalcar que son del tipo uretano (grupos alquiloxi o car...
	Se utiliza a menudo la protección del éter de tert-butilo (t-BuO) para la protección de serina, tirosina o treonina dentro de la síntesis con base en Fmoc. Este grupo puede retirarse en condiciones ácidas (TFA 1-2 horas a temperatura ambiente). El mec...
	Figura 4. Desprotección del grupo Boc.
	/
	El grupo Fmoc (fluorenilmetiloxocarbonil) forma una parte importante dentro del estudio de grupos de protección, y su uso se ha extendido hasta tomar un sitio único dentro de la síntesis de estado sólido de péptidos, todo esto debido a la propiedad de...
	Figura 5. Desprotección del grupo Fmoc en presencia de piperidina como base.
	/
	Formación del enlace peptídico en SPPS
	La formación de un enlace peptídico corresponde a una reacción de sustitución nucleofílica, en la que el nucleófilo es el grupo amino que ataca al C del grupo carbonilo, interviniendo un intermediario tetraédrico. Sin embargo, el problema existente en...
	Luego de esta breve revisión de los procesos de síntesis para péptidos, se busca una revisión de la síntesis de fase sólida ya que este fue el procedimiento utilizado en este caso. Merrifield  propone el uso de una resina insoluble (generalmente un ag...
	Se debe “anclar” el aminoácido inicial al soporte sólido mediante la activación del mismo.
	A su vez, se debe realizar la activación del segundo aminoácido (sección carboxílica) mediante cualesquiera de los métodos revisados con anterioridad.
	Al aminoácido anclado se lo debe desproteger en la sección de la amina terminal, para proceder luego a la formación del enlace peptídico.
	Luego de esto, se tiene el aminoácido inicial todavía anclado a la resina, mientras que el siguiente aminoácido se encuentra enlazado a este, con su porción terminal amino todavía protegida. Se puede realizar el proceso anterior para colocar cualquier...
	Si es que se desea terminar en algún paso subsecuente, lo que deberá realizarse es la desprotección final de las cadenas laterales, y finalmente la desprotección  del grupo amino terminal del péptido.
	Se procede finalmente a la salida del péptido formado, desde el soporte en fase sólida.
	Diagrama 1. Pasos para SPPS (síntesis de péptidos en fase sólida, por sus siglas en inglés).
	/
	El soporte en fase sólida (generalmente un soporte polimérico) debe tener ciertas características: debe ser inerte químicamente, mecánicamente estable, completamente insoluble en el solvente, poder ser separado fácilmente por filtración, y poseer sufi...
	Resina o-clorotritilo (resina de Barlos)
	Para su uso, esta resina debe activarse ya que en diferentes condiciones puede producirse la salida del cloro, y la formación del carbocatión estabilizado. Para ordenar esta situación un agente promotor para la adición de cloro debe utilizarse (SOCl2)...
	Figura 6. Anclaje a la resina cloruro de 2-clorotritil
	/
	Figura 7. Activación del aminoácido terminal (anclado) para la agregación de otro aminoácido
	/
	Desprendimiento de la resina
	El mecanismo de la salida de la resina se presenta en la fig. 8, esto se logra en un medio ácido de TFA. Cuando el péptido se ha desprendido completamente puede llevarse a análisis para determinar su pureza.
	Figura 8. Desprendimiento del péptido desde la resina mediante un medio ácido
	/
	Formación del péptido cíclico
	La formación de un péptido cíclico genera ciertos inconvenientes, principalmente con la geometría del primer aminoácido anclado a una resina en un trabajo de SPPS. En este caso, se estudiará el protocolo DPPA (diphenylphosphoryl azide) propuesto por S...
	Figura 9. Formación de un enlace peptídico basado en un seudo reordenamiento de Curtius, formando un isocianato como intermediario.
	/
	En la fig.9 se muestra la formación del ciclo, y se ubica a las cadenas terminales del aminoácido como un grupo azida (carbonilo) y el ataque nucleofílico mediante la amina es el otro extremo de la cadena lineal.
	Estudios Computacionales de Optimización de Geometrías y Cálculos de Energías Mínimas para el Complejo Péptido-Metal
	Los estudios computacionales de esta molécula se han realizado para mostrar la estabilidad de todo este complejo, al tomar como referencia la capacidad de adsorción que tiene el péptido con diferentes metales y iones metálicos.
	Los métodos de mecánica molecular se basan en algunos principios. En primer lugar, se tratan a los núcleos y electrones como si fuesen entes que se asemejan en si a átomos. Las partículas se consideran esféricas con cargas localizadas; además las inte...
	La energía en el sistema se calcula tomando en cuenta el modelo de resortes y potenciales clásicos, en donde la energía total se calcula al sumar la energía de estiramiento, la de torsión, la de flexión y la energía de los átomos que no interactúan (e...
	Al poder conocer hacia donde iba el trabajo (posición del metal), se realizaron estudios en Spartan®  de tipo semiempírico. Los métodos semiempíricos son versiones simplificadas del modelo Hartree-Fock los cuales utilizan datos empíricos como correcci...
	El modelo PM6 fue presentado en el 2007 por Stewart (Stewart, 2007), y las ventajas de este método fueron los parámetros establecidos para metales de transición; algo único hasta el momento. Como se menciona en dicho artículo (Stewart, Ibid), la efici...
	Sección experimental
	Para la sección experimental se utilizaron los lineamientos establecidos por el Instituto de Química Orgánica y Bioquímica de Praga, República Checa (UOCHB) bajo el mando de Jaroslav Sebestik, PhD.
	Síntesis de Fmoc-D-Ser(tBu)-O-Resina (Resina= 2-chlorotrityl-) (1)
	La resina (cloruro de 2-clorotritil) fue activada antes de su utilización, para esto se disolvieron 5 g de resina en 50 mL de DCM con 1.5 mL de cloruro de tionilo con agitación continua por dos horas. Luego de este paso, la resina fue filtrada y coloc...
	Figura 10. Fmoc-D-Ser(tBu)-O-Resina
	/
	Síntesis de Fmoc-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-O-Resina (Resina = 2-chlorotrityl-) (2)
	Antes de la utilización de la resina anterior, se procedió a desproteger el aminoácido del grupo Fmoc mediante la adición de una solución al 20% de piperidina/DMF dos veces en la jeringa (1 mL en donde se agitó por 1 minuto cada vez). Después de esto ...
	Figura 11. Fmoc-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-O-Resina
	/
	Síntesis de Fmoc-D-Ser(tBu)-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-O-Resina (Resina = 2 chlorotrityl-) (3)
	Después del paso de desprotección de la sección 2, se cargó en el sistema aminoácido/resina Fmoc-DSer(tBu)-OH. El procedimiento es similar al de la sección anterior: se preparó una solución con 230 mg de Fmoc-DSer(tBu)-OH (4 eq) en 5 mL de DMF seco. A...
	Figura 12. Fmoc-D-Ser(tBu)-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-O-Resina
	/
	Síntesis de Fmoc-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-O-Resina (Resina = 2 chlorotrityl-) (4)
	Después del paso de desprotección de la sección 3, se cargó en el sistema aminoácido/resina Fmoc-S-Lys(Boc)-OH. El procedimiento es similar al de la sección anterior: se preparó una solución con 280 mg de Fmoc-DSer(tBu)-OH (4 eq) en 5 mL de DMF seco. ...
	Figura 13. Fmoc-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-O-Resina
	/
	Síntesis de Fmoc-D-Phe-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-O-Resina (Resina = 2 chlorotrityl-) (5)
	Después del paso de desprotección de la sección 4, se cargó en el sistema aminoácido/resina Fmoc-D-Phe-OH. El procedimiento es similar al de la sección anterior: se preparó una solución con 281 mg de Fmoc-D-Phe-OH (4 eq) en 5 mL de DMF seco. A esta so...
	Figura 14. Fmoc-D-Phe-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-O-Resina
	/
	Síntesis de Fmoc-L-Lys(Boc)-D-Phe-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-O-Resina (Resina = 2 chlorotrityl-) (6)
	Después del paso de desprotección de la sección 4, se cargó en el sistema aminoácido/resina Fmoc-L-Lys-OH. El procedimiento es similar al de la sección anterior: se preparó una solución con 230 mg de Fmoc-L-Lys-OH (4 eq) en 5 mL de DMF seco. A esta so...
	Figura 15. Fmoc-L-Lys(Boc)-D-Phe-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-L-Lys(Boc)-D-Ser(tBu)-O-Resina
	/
	Ciclización del péptido D-Phe-L-Lys-D-Ser-L-Lys-D-Ser
	Después de un estudio de los análisis de aminoácidos se descubrió que la última sección L-Lys(Boc) no se había acoplado al sistema (ver sección de Discusión). Se procedió con la formación del ciclo siguiente el proceso de DPPA. Luego de la purificació...
	Sección computacional
	Se realizaron estudios computacionales para el complejo utilizando dos software: Avogadro® (software de libre acceso) (Tofan, 2009) y Spartan® (software comercial) (Jonsson, 1995).
	En el caso de Avogadro, se han utilizados métodos de mecánica molecular. Estos métodos se utilizan para describir propiedades moleculares y estructurales de una manera bastante rápida y sencilla. Se aplica este método para sistemas que contienen vario...
	Luego de una optimización previa con el software Avogadro, se procedió a utilizar el software Spartan® para cálculos semiempíricos de tipo PM6, se utilizó una laptop MacBook Air con cuatro procesadores Core i5, con una velocidad de 1.7GHz.
	Equipos utilizados para análisis:
	Biochrom 30 Amino Acid Analyzer.
	MALDI-TOF/TOF (ultraFlextreme™) analizador de masas.
	ESI LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific) analizador de masas.
	Análisis de resultados
	Espectros de masa y análisis de aminoácidos
	Las diferentes secciones de la síntesis fueron monitoreadas in situ, al eliminar la sección terminal del Fmoc, y a su vez al controlar la reacción mediante un indicador ácido-base. Al terminar la síntesis del péptido lineal, se encontró mediante un an...
	Figura 16. Análisis de aminoácidos en el péptido (después de la salida de Fmoc y grupos protectores).
	/
	En el análisis anterior se puede observar la relación que existe entre el análisis de cromatografía para poder obtener la cantidad de aminoácido presente en la muestra. Esto se realiza mediante una cromatografía líquida de intercambio iónico, basado e...
	El análisis de masas también se presenta a continuación para el péptido lineal.
	Figura 17. Análisis MALDI-TOF para el péptido lineal sintetizado.
	/
	Se utilizó un sistema MALDI-TOF/TOF (ultraFlextreme™), en donde los picos más importantes se muestran en 1089.66 M/Z, 1073.68 m/z y 970.6 m/z. Siendo este el péptido lineal, la masa que se espera del sistema Fmoc-Lys(Boc)-Phe-Lys(Boc)-Ser(tBu)-Lys(Boc...
	El análisis de masas para el compuesto cíclico se presenta a continuación. Se utilizó un análisis de ESI (electrospray ionization) con un aparato LTQ Orbitrap XL (Thermo Fisher Scientific)  que utiliza una trampa de iones conectado a un analizador de ...
	Figura 18. Análisis de masas del producto cíclico completamente desprotegido.
	/
	/
	Estudio computacional de conformación de complejos del péptido con metales
	El caso de estudio principal para este trabajo se basó en las propiedades de adsorción que tiene el complejo con diferentes metales. Para esto, se utilizó el programa Avogadro para calcular la energía mínima entre cada complejo formado por las bases d...
	Tabla 1. Radios de las diferentes especies metálicas presentes en el estudio (Housecroft & Sharpe, 2005)
	Se presentan los resultados a continuación:
	Tabla 2. Energías mínimas calculadas para el péptido cíclico (se ha seleccionado el confórmero de menor energía) con MM (molecular mechanics)
	Cuando se ha colocado un metal en la estructura, se han analizado dos casos: se revisó la interacción entre los metales y la cadena lateral de una de las serinas en el sistema (terminación en grupo amino); y también se analizó la interacción con el nú...
	Tabla 3. Energías calculadas con MM para el complejo péptido-Fe0 en diferentes posiciones del macrociclo.
	Tabla 4. Energías calculadas con MM para el complejo péptido-Fe3+ en diferentes posiciones del macrociclo.
	Tabla 5. Distancias calculadas con MM para el complejo péptido-Fe3+ en diferentes posiciones del macrociclo.
	Tabla 6. Energías calculadas con MM para el complejo péptido-Ca0 en diferentes posiciones del macrociclo.
	Tabla 7. Energías calculadas con MM para el complejo péptido-Ca2+ en diferentes posiciones del macrociclo.
	Tabla 8. Distancias calculadas con MM para el complejo péptido-Ca2+ en diferentes posiciones del macrociclo.
	Tabla 9. Energías calculadas con MM para el complejo péptido-Zn0 en diferentes posiciones del macrociclo.
	Tabla 10. Energías calculadas con MM para el complejo péptido-Zn2+ en diferentes posiciones del macrociclo.
	Tabla 11. Distancias calculadas con MM para el complejo péptido-Zn2+ en diferentes posiciones del macrociclo.
	Análisis de los estudios computacionales realizados con el método semiempírico PM6
	Se presenta a continuación el estudio realizado con el programa Spartan® tomando el método PM6. Se presentan mapas de potencial electrostático en cada caso. Para los mapas de potencial electrostático se utiliza una la paleta de colores que indica que ...
	Figura 19. Mapa de potencial electrostático para el péptido cíclico, calculado con el semiempírico PM6 (la paleta de colores indica que los colores cercanos al rojo tienen la mayor densidad electrónica, y los colores cercanos al azul la menor densidad...
	/
	Se aprecia en la figura anterior los sitios ácidos y básicos de la molécula (péptido) (esto se logra después de haberse definido que los sitios básicos de una molécula son los de mayor densidad electrónica, y los sitios ácidos los de menor densidad el...
	Se presenta a continuación el estudio de la interacción de Fe0 en el centro de la molécula.
	Tabla 12. Energías para los sistemas, en la última fila la energía final del sistema.
	Tabla 13. Distancias del grupo aromático al átomo metálico.
	Se presenta a su vez el mapa de potencial electrostático para el complejo hierro-péptido dentro del núcleo.
	Figura 20. Mapa de potencial electrostático para el complejo del péptido cíclico con Fe0, calculado con el semiempírico PM6. El átomo de hierro se muestra con un color verde en el centro.
	/
	Se presenta a continuación el estudio de la interacción de Fe2+ en el centro de la molécula.
	Tabla 14. Energías para los sistemas, en la última fila la energía final del sistema.
	Tabla 15. Distancias del grupo aromático al átomo metálico.
	Figura 21. Mapa de potencial electrostático para el complejo del péptido cíclico con el ion Fe2+, calculado con el semiempírico PM6. Se muestra al ion ferroso como una esfera verde en el centro.
	/
	Se presenta a continuación el estudio de la interacción de Fe3+ en el centro de la molécula.
	Tabla 17. Distancias del grupo aromático al átomo metálico.
	Figura 22. Mapa de potencial electrostático para el complejo del péptido cíclico con el ion férrico, calculado con el semiempírico PM6. Se presenta al ion férrico como una esfera verde en el centro.
	/
	Se presenta a continuación el estudio de la interacción de Zn2+ en el centro de la molécula.
	Tabla 18. Energías para los sistemas, en la última fila la energía final del sistema.
	Figura 23. Mapa de potencial electrostático para el complejo del péptido cíclico con el ion Zn2+, calculado con el semiempírico PM6. Se muestra al ion zinc como una esfera verde en el centro.
	/
	Se presenta a continuación el estudio de la interacción de Zn0 en el centro de la molécula.
	Tabla 20. Energías para los sistemas, en la última fila la energía final del sistema.
	Tabla 21. Distancias del grupo aromático al átomo metálico.
	Figura 24. Mapa de potencial electrostático para el complejo del péptido cíclico con Zn0, calculado con el semiempírico PM6. Se presenta al zinc como una esfera verde fuera del ciclo.
	/
	Se presenta a continuación el estudio de la interacción de Mg2+ en el centro de la molécula.
	Tabla 22. Energías para los sistemas, en la última fila la energía final del sistema.
	Tabla 23. Distancias del grupo aromático al átomo metálico.
	Figura 25. Mapa de potencial electrostático para el complejo del péptido cíclico con el ion Mg2+, calculado con el semiempírico PM6. Se muestra al átomo de Mg como una esfera azul en el centro.
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