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Resumen Xl

Resumen

Se han identificado péptidos que hacen parte de la primera linea de defensa de los
organismos (respuesta inmune innata) frente a patdgenos y se conocen péptidos
antimicrobianos (PAMs). Algunos PAMs ejercen efecto citotoxico en lineas celulares
humanas derivadas de diferentes tipos de cancer, por lo que se conocen como péptidos
anticancerigenos (PACs). En la etapa de identificacion de moléculas promisorias
generalmente los péptidos son obtenidos mediante sintesis quimica en fase solida utilizando
la estrategia Fmoc/tBu y purificados por extraccion en fase solida RP-SPE, utilizando como
par ionico el &cido trifluoroacético. Sin embargo, la mayoria de los farmacos son
comercializados con el contraion clorhidrato o acetato, siendo el trifluoroacetato menos
frecuente debido a su toxicidad. En esta investigacion se disefiaron, desarrollaron e
implementaron metodologias para intercambiar el ion trifluoroacetato por clorhidrato o
acetato. Para esto se seleccionaron los PACS/PAMS promisorios: Los péptidos
(RRWQWRRLLR)2K-Ahx, (RRWQWRFKKLG).K-Ahx, KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR
y RRWQWRRWQWR. En primer lugar, estos péptidos se obtuvieron en forma de sal,
siendo el contraion el ion trifluoroacetato (CF3COO"). Se identificaron los pasos criticos del
proceso y se establecieron las condiciones dptimas para el cambio del contraién de los
péptidos, siendo la metodologia optimizada eficiente, rapida, de bajo costo y amigable con
el medio ambiente. Adicionalmente, se desarrollé una metodologia novedosa por RP-SPE
para el intercambio del contraién en un solo proceso. El intercambio del contraion fue
monitoreado y los productos finales fueron caracterizados por RP-HPLC, LC-MS, RMN y
FT-IR. Los resultados indican que el intercambio del contraion no afecto la integridad ni
identidad del péptido.
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Por otro lado, se evalud la actividad antimicrobiana de los péptidos en cepas de E. coliy S.
aureus Yy el efecto citotdxico en lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y de cuello
uterino HeLa. Se determind que el cambio del contraién no afectd la actividad antibacteriana
ni la actividad anticancerosa de los péptidos. Los resultados sugieren que los métodos
desarrollados pueden ser implementados de manera rutinaria en la sintesis de péptidos en
fase solida y que el cambio del contraion puede ser realizado de manera eficiente,
independiente de las propiedades fisicoquimicas de los péptidos como la longitud,

polaridad, polivalencia, presencia de aminoacidos no naturales o moléculas no proteicas.

Palabras clave: Contraion, péptidos sintéticos, Sintesis en Fase Sélida, anion

trifluoroacetato, anidn acetato, anion cloruro.
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Implementation and optimization of the synthetic process for replacing
the trifluoroacetate counterion with either hydrochloride or acetate in
synthetic peptides derived from LfcinB.

Abstract

Peptides have been identified as part of the organism's first line of defense (innate immune
response) against pathogens and are known as antimicrobial peptides (AMPs). Some AMPs
exert cytotoxic effects on human cell lines derived from different types of cancer and are
therefore known as anticancer peptides (ACPs). In the stage of identifying promising
molecules, peptides are generally obtained by solid-phase chemical synthesis using the
Fmoc/tBu strategy and purified by solid-phase extraction (RP-SPE), using trifluoroacetic
acid as the ion pair. However, most drugs are marketed with the counterion hydrochloride
or acetate, with trifluoroacetate being less common due to its toxicity. In this research,
methodologies were designed, developed, and implemented to exchange the trifluoroacetate
ion for hydrochloride or acetate. For this purpose, the following promising PACs/PAMS
were selected: the peptides (RRWQWRRLLR)2K-Ahx, (RRWQWRFKKLG)2K-Ahx,
KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR, and RRWQWRRWQWR. These peptides were first
obtained in salt form, with the counterion being the trifluoroacetate ion (CF3COO-). Critical
process steps were identified, and optimal conditions for peptide counterion exchange were
established. The optimized methodology was efficient, rapid, low-cost, and environmentally
friendly. Additionally, a novel RP-SPE methodology was developed for single-process
counterion exchange. Counterion exchange was monitored, and the final products were
characterized by RP-HPLC, LC-MS, NMR, and FT-IR. The results indicate that counterion
exchange did not affect the integrity or identity of the peptide.

Furthermore, the antimicrobial activity of the peptides was evaluated against E. coli and S.
aureus strains, and the cytotoxic effect was assessed against MCF-7 breast cancer and HelLa

cervical cancer cell lines. It was determined that the counterion exchange did not affect the
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antibacterial or anticancer activity of the peptides. The results suggest that the developed
methods can be routinely implemented in solid-phase peptide synthesis and that the
counterion exchange can be performed efficiently, independent of the physicochemical
properties of the peptides, such as length, polarity, polyvalence, presence of unnatural amino

acids, or non-protein molecules.

Keywords: Counterion, synthetic peptides, Solid Phase Synthesis, trifluoroacetate anion,

acetate anion, chloride anion.
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Introduccion

Los péptidos desempefian numerosas funciones biolégicas por lo que se han utilizado para
la prevencion, el diagnostico y el tratamiento de patologias en humanos, plantas y animales.
Desde los afios 50 del siglo pasado, la industria farmacéutica ha utilizado los péptidos para
el desarrollo de farmacos, vacunas, excipientes, moléculas transportadoras, nutracéuticos,
diagnostico y seguimiento de enfermedades, entre otros. La aparicién cada vez mas
frecuente de medicamentos basados en péptidos refleja su potencial en la industria
farmacéutica. Algunos de los ejemplos més representativos incluyen la insulina, la hormona
adrenocorticotropica (ACTH), calcitonina, vasopresina, oxitocina, leuprolide, octreotide,
enfuvirtida, etc [1], [2]. Las aplicaciones terapéuticas de los péptidos representan un campo
de investigacién en crecimiento; 26 péptidos fueron aprobados como farmacos entre 2016 y
2022 por la Food and Drug Administration (FDA), 315 nuevos farmacos fueron aprobados
en el mismo periodo de tiempo a nivel global, mas de 200 péptidos estan en fase clinica, y

alrededor de 600 péptidos estan en fases preclinicas [3].

En la busqueda de nuevos agentes terapéuticos que sean mas selectivos y que induzcan
menos efectos secundarios, los péptidos antimicrobianos (PAMS) surgen como una
alternativa promisoria. Dentro de los PAMs mas estudiados, se encuentra la Lactoferricina
Bovina (LfcinB), un péptido cationico de 25 amino&cidos
(*’FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF*) cuya secuencia se localiza en la region N-
terminal de la Lactoferrina Bovina (BLF). EI mecanismo de accién propuesto para este
péptido catidnico sugiere que los residuos cargados positivamente (Lys, Arg) interactian
electroestaticamente con las moléculas cargadas negativamente de la superficie celular (LPS
0 acido teicoico), lo que permite que los residuos hidrofobicos (Trp) interactden con la
bicapa lipidica de la membrana bacteriana causando su disrupcién o lisis celular. En forma

similar se ha propuesto que los residuos cargados positivamente de los PACs interactian
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con las moléculas cargadas negativamente de la superficie de la célula cancerosa
(fosfatidilserina, mucinas O-glicosiladas, disminucion de colesterol y aniones lactato).
Durante la ultima década se han evaluado péptidos cortos derivados de LfcinB y se han
identificado péptidos monomeéricos y diméricos promisorios para estudios preclinicos como

parte del desarrollo de nuevos medicamentos [4].

Los péptidos a pH fisioldgico poseen cargas positivas y negativas dependiendo del grupo o-
amino del extremo N-terminal y las cadenas laterales de los aminoacidos bésicos (Lys, Arg,
His) que poseen carga positiva. Mientras que el grupo carboxilo del extremo C-terminal y
las cadenas laterales de los aminoacidos acidos (Asp, Glu) poseen carga negativa. Los sitios
cargados positivamente interactian con aniones como Trifluoroacetato (CF3COQ"), Acetato
(CH3COO), CI, etc. Mientras que los sitios cargados negativamente interactian con
protones (H") y cationes (Na*, K*, Ca?*, etc.) [5]

Los ingredientes farmacéuticos activos (Active Pharmaceutical Ingredient; API), incluidos
los péptidos, se comercializan en forma de sales debido a su mayor estabilidad fisica,
solubilidad, disolucién, absorcion y polimorfismo. Ademaés, el contraién puede influir
significativamente en la actividad bioldgica, las propiedades de Absorcidn, Distribucion,
Metabolismo y Excrecién (ADME) y la toxicidad del farmaco [5], [6]. Durante la sintesis,
purificacion o procesamiento de los API, se pueden formar sales no deseadas, por lo que en
las monografias de las farmacopeas se incluye la identificacion y cuantificacion del
contraion como es el caso de la US Pharmacopeia (USP: 503, 503.1, 1065) y la European
Pharmacopeia (EP: 2.5.34 y 2.2.20).

El CF:COO" como contraion esta presente en los péptidos obtenidos por Sintesis de Péptidos
en Fase Solida (SPPS-Fmoc/tBu), debido a que la separacién del péptido del soporte sélido
y la desproteccion de las cadenas laterales requiere tratar la resina-péptido con una solucién
que contiene Acido Trifluoroacético (TFA) al 92,5% v/v. Se ha demostrado que el anion
CF3COO" como contraion en péptidos afecta la solubilidad, estructura secundaria, toxicidad
y tiene gran impacto en el peso molecular causando subestimacion de la
concentracion/cantidad del péptido en ensayos de actividad [5], [6]. A continuacion, se

mencionan algunos reportes acerca de la influencia del ion CF3COOQO" en las propiedades de
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los péptidos; El péptido Amilina con el contraion trifluoroacetato (Amilina-TFA) indujo
menor proliferacion celular en los osteoblastos, en comparacion con el péptido Amilina con
el contraién clorhidrato (Amilina-HCI). El péptido M33-TFA (KKIRVRLSA) presentd méas
toxicidad (entre 5-30%) en células CFBE410- (células epiteliales bronquiales de fibrosis
quistica), que en el péptido M33 con el contraion acetato (M33-AcOH) [7]. EI CFzCOO"
induce efectos secundarios como: trifluoroacetilacion de las proteinas causando hepatitis,
afecta la membrana celular y la catalisis enzimética, entre otros [3]. Ademas, las sales de
trifluoroacetato disminuyen la eficacia farmacolégica de los APIs en comparacion con otros

contraiones [3].

La relevancia del contraion en las propiedades fisicoquimicas, conformacionales y de
actividad hace imprescindible que se exploren metodologias para obtener péptidos con
contraiones que mejoren sus propiedades fisicoquimicas y de actividad. Las metodologias
reportadas para el intercambio del contraion de CFsCOO™ por CI- implican la disolucion del
péptido en HCla (0,1 - 6 M), incubacion a temperatura ambiente (TA), congelacion y
liofilizacidn, proceso que es repetido hasta lograr el cambio completo del contraion [5], [8].
Un método alternativo es disolver los péptidos en una solucion acuosa de HCI mezclada con
un solvente organico como Acetonitrilo (ACN), Diclorometano (DCM), Metanol (MeOH),
entre otros. Se incuba la mezcla de reaccion, se elimina el solvente por rota evaporacion y
se finaliza con liofilizacién para obtener el sélido. Sin embargo, este método tiene como
desventajas que se requiere la manipulacion de solventes organicos toxicos y que el producto
final puede contener solventes residuales clase | y Il, lo cual puede afectar la bioseguridad
(USP <467>) [9].

El intercambio del contraion trifluoroacetato por acetato se ha realizado por cromatografia
de intercambio ionico usando una resina funcionalizada con una sal de amonio cuaternario
(AG1-X8, 100-200 mesh, 1.2 meg/mL). La resina y el péptido (resina: péptido de 2000:1
p/p) son mezclados y agitados por 1h, luego la mezcla de reaccidn se filtra, se lava la resina

y se eluye el peptido el cual es recuperado como sélido mediante liofilizacion [10].

El desarrollo de nuevas metodologias para el intercambio del contraion CF3COO™ por Cl" o

CH3COO de forma rutinaria, rapida, a bajo costo seria un gran aporte para impulsar el
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desarrollo de péptidos como farmacos. En esta investigacion se identificaron los pasos
criticos de reaccion, se optimizaron las condiciones experimentales e implementaron las
metodologias para la obtencién de péptidos sintéticos con el contraion clorhidrato y/o
acetato a partir de péptidos con el contraion CFsCOO". Ademas, se establecié mediante FT-
IR, HPLC, LC-MS, RMN que el cambio del contraidn no afectd la integridad ni la identidad
de los péptidos. Ensayos de actividad antibacteriana en cepas de E. coli ATCC 25922 y S.
aureus ATCC 29213 y de actividad citotoxica en lineas celulares de cancer de mama MCF-
7y de cuello uterino HelLa, evidenciaron que el cambio del contraién no afecto la actividad

antibacteriana ni anticancerosa de los péptidos obtenidos.



1. Marco teorico

1.1 Sintesis de péptidos

Una de las metodologias méas usadas para la sintesis de péptidos cortos es la sintesis de
péptidos en fase sélida (SPPS;Solid Phase Peptide Synthesis), que esta basada en sintetizar
la cadena peptidica anclada a un soporte solido[11]. La SPPS es una metodologia versatil
que permite sintetizar secuencias peptidicas de manera controlada, que no requiere
purificacion de productos intermedios, debido a que los subproductos de las reacciones y
excesos de reactantes son eliminados por filtracion. La SPPS permite incorporar a la
secuencia aminoécidos no naturales, D-aminodcidos, azlcares, lipidos, moléculas no
proteicas, entre otros. Ademas, es posible sintetizar péptidos dendriméricos, diméricos,
poliméricos, ciclicos, ramificados, etc. La SPPS ha dado lugar a importantes avances en el
campo de las ciencias combinatorias, que desempefian un papel fundamental en el disefio y
descubrimiento de farmacos [12], [13]. En la SPPS se utilizan dos estrategias principales, la
SPPS-tBoc/Bzl y la SPPS-Fmoc/tBu, las cuales se diferencian en el esquema de proteccion
del grupo alfa-amino y las cadenas laterales. La SPPS-Fmoc/tBu utiliza un esquema de
proteccion ortogonal, el grupo alfa-amino esta protegido con el grupo protector temporal 9-
fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) que es labil a bases y es removido una vez el aminoacido
ha sido anclado a la cadena creciente unida al soporte solido. Las cadenas laterales de los
aminoacidos estan protegidas con grupos labiles a acidos y se remueven de manera
simultanea con el desanclaje del péptido del soporte sélido. La sintesis consiste en unir el
Fmoc-amino&cido a la resina o la resina-péptido mediante reacciones de sustitucion
nucleofilica acilica entre el grupo amino de la resina o el grupo a-amino del Gltimo
aminoéacido anclado y el carbono carbonilico del éster del Fmoc-aminoacido (reaccion de
acople). Luego el grupo Fmoc del aminoéacido anclado es removido por tratamiento con

bases débiles como la piperidina (reaccion de desproteccion). La sintesis procede con
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reacciones sucesivas de desproteccion y acople hasta incorporar todos los aminoacidos.
Luego de manera simultanea se remueven los grupos protectores de las cadenas laterales y
se separa el péptido del soporte sélido, lo cual se logra tratando la resina-péptido con altas
concentraciones de TFA. En este proceso se forman carbocationes altamente reactivos que
generan productos indeseables, para evitar esto, se afiaden especies nucleofilicas, como el
agua, TIPS y el EDT [14].

1.2 Peptidos derivados de la Lactoferricina bovina y Buforina

1.2.1 Lactoferrina y Lactoferricina Bovina

La Lactoferrina (LF), es una glicoproteina de 703 aminoacidos con un peso molecular de 80
KDa, perteneciente a la familia de las transferrinas (proteinas transportadoras de hierro). Se
encuentra en secreciones exocrinas de mamiferos como leche, lagrimas, saliva y sudor. La
proteina tiene carga neta positiva, con punto isoeléctrico (pl) entre 8.0 y 8.5 y cuatro sitios
potenciales de N-glicosilacion. La LF tiene la capacidad de secuestrar Fe** en los sitios de
infeccion, lo que impide el crecimiento bacteriano al limitar de nutrientes esenciales a la
bacteria. Esta proteina contiene una gran variedad de aminoacidos basicos que le confieren
propiedades unicas [15]. La Lactoferrina bovina (LFB) ha presentado mayor actividad que
las lactoferrinas humanas, murinas y caprinas, contra parasitos, hongos, bacterias y virus.
Varios estudios in vitro mostraron que la LFB inhibe el crecimiento de bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas, entre las que se destacan aislados clinicos resistentes de S.
aureus y E. coli [15]. La LfcinB (*FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF*) es
generada por la hidrolisis de la LFB mediada por la pepsina gastrica, este péptido presenta
un bucle formado por un enlace disulfuro entre las 1°Cys y **Cys que le confiere propiedades
estructurales (rigidez y estabilidad) y que ha sido asociado con su efecto antimicrobiano
[16].

La LfcinB presenta citotoxicidad selectiva contra diversos tipos de cancer, como neoplasias
malignas hematoldgicas, melanomas y carcinomas; activando diversas vias de sefializacion
que incluyen apoptosis, necrosis y arresto del ciclo celular, sin afectar las células normales

como fibroblastos, células endoteliales y linfocitos T [15]. La secuencia RRWQWR es el
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motivo minimo con actividad antimicrobiana y anticancerigena y a partir de este motivo se

han disefiado péptidos cortos con el fin de identificar moléculas con actividad potenciada.

1.2.2 Buforina

La Buforina (BF) es considerada como el primer PAM derivado de una histona; proteinas
encargadas del empaquetamiento y regulacion de los genes en células eucariotas. La
Buforina I (BFI) contiene 39 aminoéacidos (BFI:
IAGRGKQGGKVRAKAKTRSSRAGLQFPVGRVHRLLRKGNK?), aislada del tejido
estomacal del sapo asiatico Bufo gargarizans. La BFI es generada por la protedlisis de la
histona H2A, causada por la catepsina D [16]. La Buforina Il (BFII) consta de 21
aminoacidos (**TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK?) y es un PAM de amplio espectro, ya
que ha presentado actividad contra cepas Gram positivas, Gram negativas, bacterias
multirresistentes, hongos y células cancerigenas. La BFII cuenta con un mecanismo de
accion que involucra la internalizacion sin afectar la membrana de la bacteria. La prolina
esta involucrada en el paso del péptido a través de la membrana de las bacterias,
independientemente de que exista 0 no un receptor especifico. Luego que la BFII atraviesa
la membrana, esta interactta directamente con el ADN de la bacteria para interrumpir los
procesos vitales de la misma [16], [17]. EI motivo minimo de actividad antibacteriana es la
secuencia BFII (32-35): RLLR y, la incorporacion de multiples copias de esta secuencia en
PAMs (RAGLQFPVGRLLRRLLRRLLR) gener6 aumento significativo de la actividad

antibacteriana contra diferentes cepas [16], [18].

1.3 Extraccion en fase solida (SPE)

La Extraccidn en Fase Sélida (SPE) es una técnica cromatografica ampliamente usada para
el pretratamiento (remocion de impurezas, aislamiento de analitos contenidos en matrices
complejas, etc.), purificacion y enriquecimiento de muestras. En la extraccion en fase solida
por fase reversa (RP-SPE), la fase movil es polar y la fase estacionaria es no polar (C-8, C-
18, etc.). La columna debe ser activada por tratamiento con MeOH o ACN vy equilibrada con
la fase mévil que contiene una baja concentracion del modificador organico. La muestra es

disuelta en la fase movil, se carga en la columna y se eluye con esta misma fase movil para
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permitir que los analitos interactden con la fase estacionaria y asi eliminar las impurezas que
no son retenidas. Luego los analitos son eluidos mediante un sistema isocratico o de
gradiente. El desarrollo de la metodologia por SPE depende de las propiedades
fisicoquimicas y la concentracion del analito, de la matriz, de la fase estacionaria y de la
deteccion [19].

Para la purificacion de péptidos Insuasty y colaboradores [19], desarrollaron una
metodologia semi-preparativa para purificar péptidos por RP-SPE. A partir del tiempo de
retencion (tr), programa de elucion de gradiente y del tiempo de demora (t) del equipo, se
puede calcular el porcentaje de Acetonitrilo (ACN) en el cual el péptido eluye (ecuacion
1.1).

%B, = t'g X (g) + %B; (1.1)
t,R = tR - (tl + tO + tD) (12)

Donde %B; es el % de ACN en la fase movil al inicio del gradiente, %Bs el % de ACN al
final del gradiente, AB es el rango del %ACN en el gradiente (%Binicia-%Bsina) (ecuacion
1.3), ti es el tiempo de equilibrio, tc es el tiempo de gradiente (tfina-tiniciar), to €S €l tiempo
muerto y tp el tiempo de demora. La ecuacion 1.1 permite calcular el %Bea partir del tiempo

de retencion corregido (t'r), que depende del tr, ti, to ¥ to (ecuacion 1.2).

A manera de ejemplo, la figura 1-1 muestra el gradiente 5/5/50/100/100/5 %B en
0/1/9/9,1/12/12,1/15 min.; el cual comienza en 1 min y termina en 9 min, tc es igual a 8 min;
%Bies 5% y el %Bses 50% entonces AB= 45.
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Figura 1-1: Perfil cromatografico del péptido crudo KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR utilizando el sistema de
elucion 5/5/50/100/100/5/ %B en 0/1/9/9,1/12/12,1/15 min.

La Figura 1-1 representa el perfil cromatografico del péptido KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR
donde tr= 6,5 min (pico mayoritario) corresponde a la sefial del péptido. La linea punteada
representa el cambio del %B en el tiempo. El programa de elucién comienza en 5% B y se
mantiene durante 1 min, este tiempo se denomina “tiempo de equilibrio (ti)”; luego el %B
comienza a aumentar hasta 50% en 8 min, con esta informacion se calcula el AB y el tg para
determinar la pendiente de la curvay por ultimo el método llega hasta 100% B lo que permite
que cualquier impureza sea eluida de la columna. Una vez establecido el tr del péptido se
calcula t’r mediante a ecuacion 1.2 (6,5-3 = 3,5 min) y utilizando los datos del programa del

gradiente se calcula el %Be como sigue:

%B, = 3,5 (T)+5 = 25% (1.4)

Para el péptido crudo KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR se obtiene un %Be = 25%, y a partir de
este valor se crea el programa de elucién en gradiente para el método por RP-SPE (Tabla 1)
usando soluciones de 12 mL. Las fracciones 1, 2 y 3 (0, 5 y 10% B respectivamente) son
utilizadas para eliminar las impurezas que tienen menor hidrofobicidad que el analito de
interés. Luego de la elucion, las fracciones 4-11 (18-28% B), contienen las impurezas, donde
las fracciones 7-9 contienen el analito con mayor pureza que se recolectan y se analizan por

RP-HPLC, y luego son liofilizadas.
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Tabla 1 Programa de elucién del péptido KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR por cromatografia RP-SPE. Las
fracciones sombreadas fueron analizadas por RP-HPLC.

Fraccion %B uL ACN uL Agua
1 0 0 12000
2 5 600 10400
3 10 1200 10800
4 18 2160 8840
5 22 2640 8360
6 23 2760 8240
7 24 2880 8120
8 25 3000 8000
9 26 3120 7880
10 27 3240 7760
11 28 3360 8640
12 50 6000 6000
13 100 12000 0

1.4 Evaluacidén de la actividad antibacteriana

La concentracion minima inhibitoria (CMI) que se define como la concentracion mas baja
de un antimicrobiano requerida para inhibir el crecimiento visible de un microorganismo
después de una incubacion durante la noche. La concentracion minima bactericida (CMB)
se define como la concentracién mas baja de antimicrobiano que impediréa el crecimiento de
un organismo después del subcultivo en medios libres de antibioticos [20]. La CMI se utiliza
principalmente para confirmar la resistencia de la bacteria a un antimicrobiano y para
determinar la actividad in vitro de nuevos antimicrobianos. La CMB se determina con menos
frecuencia y su uso principal se ha reservado para aislamientos de la sangre de pacientes con
endocarditis [20].

En este trabajo se evaluo la actividad antibacteriana de los peptidos en las siguientes cepas:
S. aureus ATCC 25923, un aislado clinico usado para el control de calidad en ensayos de
concentrado de humo de madera, evaluacion de Agar MH, examen de productos lacteos,
pruebas de medios y productos Abbott, APl y Autobac [16]. E. coli ATCC 25922 es una

cepa de control del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI), para pruebas
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de susceptibilidad a antimicrobianos. Se utiliza para pruebas de medios de cultivo, como un
control negativo para la produccion de toxinas LT, y como control de calidad para productos
Abbott, API, entre otros [16].

1.5 Evaluacion de la actividad citotoxica

Los ensayos de citotoxicidad se utilizan ampliamente en el campo del desarrollo de nuevos
farmacos. El Instituto Nacional del Cancer (NCI) de Estados Unidos, asi como la industria
farmacéutica, han desarrollado ensayos de microtitulacion de rapido rendimiento para
detectar nuevos agentes citotdxicos. Estos ensayos miden el efecto de un farmaco sobre el
crecimiento de una poblacion de células y el criterio de valoracion es una estimacion del
numero de células viables [21]. Las células en fase exponencial de crecimiento se exponen
a un farmaco para establecer el dafio producido en estas. EI nimero de células supervivientes

se determina indirectamente mediante reduccion con MTT [21].

Entre los ensayos de viabilidad celular que dependen de la conversion del sustrato en un
producto cromogeénico, el ensayo MTT sigue siendo uno de los més versatiles y populares.
El ensayo con MTT se utiliza para medir la actividad metabdlica celular como indicador de
la viabilidad, la proliferacion y la citotoxicidad. Las células viables contienen enzimas
oxidorreductasas dependientes del NAD(P)H que reducen el MTT, un colorante amarillo
soluble en agua, a cristales de formazan insolubles de color purpura (Figura 1-2). Luego se
solubiliza el formazan y se determina la concentracion mediante absorbancia a 590 nm. Es

un ensayo sensible con una linealidad excelente de hasta 10° células por pozo [22].
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Figura 1-2: Reaccidn enzimatica del MTT [bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]

causado por enzimas oxidorreductasas dependientes del NAD(P)H
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El cultivo celular es una de las técnicas mas importantes en las ciencias bioldgicas. Es el
término general utilizado para la extraccion de células, tejidos u érganos de un animal o
planta y su posterior colocacion en un ambiente artificial propicio para su supervivencia y/o
proliferacion. Los requisitos ambientales basicos para que las células crezcan de manera
Optima son: temperatura controlada, sustrato para la union celular y medio de crecimiento
apropiado e incubadora que mantenga el pH y la osmolalidad correctos. ElI paso més
importante y crucial en el cultivo celular es seleccionar el medio de crecimiento apropiado
para el cultivo in vitro. Un medio de crecimiento o medio de cultivo es un liquido o gel
disefiado para favorecer el crecimiento de microorganismos, células o plantas pequefias. Los
medios de cultivo celular comprenden generalmente una fuente adecuada de energia y
compuestos que regulan el ciclo celular. Un medio de cultivo tipico esta compuesto por un
complemento de aminoacidos, vitaminas, sales inorganicas, glucosa y suero como fuente de
factores de crecimiento, hormonas y factores de union. Ademas de los nutrientes, el medio

también ayuda a mantener el pH y la osmolalidad [23].

Las lineas celulares proporcionan un sistema vivo para investigar el metabolismo celular, la
farmacocinética y las terapias contra el cancer. Ademas, permiten la producciéon de
anticuerpos y vacunas. Aungue las lineas celulares se utilizan ampliamente para investigar
procesos patoldgicos, las lineas establecidas pueden sufrir mutaciones espontaneas y
experimentar cambios cromosomicos, morfolégicos y tumorogénicos [24] Las lineas

celulares empleadas en esta investigacion son:

HelLa (CCL2 TM): Es una linea celular epitelial, adherente, de adenocarcinoma de Utero
que fue aislada de una mujer afroamericana de 31 afios, en donde se ha confirmado la
presencia de HPV-18 y la baja expresion de p53. [25]

MCF-7 (HTB-22TM): Es una linea celular epitelial, adherente, de adenocarcinoma de seno,
la cual fue aislada de una mujer caucasica de 69 afios, estas células poseen caracteristicas
del epitelio mamario diferenciado, tienen la capacidad de diferenciarse en presencia de
estrégeno y son positivas para receptores de estrogeno (ER+) y receptores de progesterona
(PR+) [26], [27].
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En la Tabla 2 se presenta las caracteristicas de las lineas celulares cancerosas utilizadas en

este trabajo.

Tabla 2 Caracteristicas de las lineas celulares a trabajar

Linea Celular MCEF-7 HelLa
Nombre ATCC HTB-22™ CCL-2 ™
Organismo Humano Humano
Tejido Glandula Utero; cervical
mamaria
Morfologia Epitelial Epitelial
Propledz_;ldes de Adherente Adherente
cultivo
Enfermedad Adenocarcinoma  Adenocarcinoma
Edad 69 afios 31 afios
Género Femenino Femenino
Etnia Caucasica Negra
Expresion de RH+
receptores
Medio de cultivo DMEM-F12 DMEM-F12
Tiempo de 29 horas

duplicacién
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2. Antecedentes

Los péptidos, junto con las proteinas, constituyen el grupo méas grande de mediadores de
procesos celulares y se consideran atractivos para el desarrollo de nuevos farmacos y rutas
terapéuticas [5]. Para 2020, la FDA habia aprobado alrededor de 60 péptidos (hormonas,
anticuerpos, agentes antidiabéticos, agentes inmunosupresores, etc.) y mas del 90% de estos
péptidos contienen contraiones como acetato y clorhidrato [5]. Entre 1939 y 2022 se han
aprobado alrededor de 600 farmacos en forma de sales, en donde los haluros (CI-, Br, I")
fueron utilizados como contraiones en un 32% de los farmacos. Las sales con ion cloruro
(CI") son las més frecuentes respecto a los demas haluros, adicionalmente es el contraién
mas usado con activos que contienen el grupo funcional amida como la procainamida,
procarbazina, prilocaina, entre otras. Ademas del clorhidrato, se han reportado y preparado
péptidos como sales de: hidroxilamina, sulfato de hidrégeno, dihidrocloruro, salicilato,
cloruro de zinc y sales de dibromuro [28]. En la literatura consultada, se encontraron dos
péptidos aprobados por la FDA con el contraién trifluoroacetato: Bivalirudin
(fPRPGGGGNGDFEEIPEEYL) y Corticorelin
(SQEPPISLDLTFHLLREVLEMTKADQLAQQAHSNRKLLDIA-NH>), los cuales

contiene bajo contenido de contraion trifluoroacetato [5].

2.1 Metodologias intercambio de contraion2

Roux y colaboradores [8] reportaron tres metodologias para realizar el cambio de contraion
de trifluoroacetato a acetato, en la primera utilizaron HPLC, en la segunda usaron resina de
intercambio cationico y el tercer procedimiento se basé en la desprotonacion/reprotonacion
del péptido. La metodologia por HPLC consisti6 en disolver 10 mg del péptido en agua y
ACN, este se inyectd en el sistema usando una elucion isocratica con la fase movil
ACN/Agua (20/80) y que contenia 1% de acido acético, las fracciones se recogieron,
concentraron y liofilizaron [8]. En el segundo procedimiento se mezcld resina de amonio
cuaternario con el péptido en &cido acético 1,6 N, la mezcla se dejé en agitacion por una
hora, luego la resina fue lavada, el péptido fue eluido y liofilizado. En el tercer

procedimiento se utiliz6 NaOH 100 mM, que se agregd a una solucién que contenia el
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péptido hasta alcanzar pH 11 y la mezcla fue dejada por 10 min a 4°C y luego se centrifugd
a 4°C por 5min. Se removio el sobrenadante y el péptido se re-suspendio y nuevamente fue
centrifugado para remover las trazas de sales de sodio, después el péptido fue disuelto en
una solucion de &cido acético. Los autores indican que los métodos més eficientes fueron el
procedimiento con la resina de intercambio cationico y el de desprotonacion/reprotonacion.
K. Sikora y colaboradores reportaron un método para el intercambio del contraidn
trifluoroacetato a clorhidrato, el péptido fue disuelto en una solucién de HCI 0,1M, luego de
5 min de incubacion la mezcla fue congelada y liofilizada (4x). [9]

2.2 Teécnicas analiticas para la evaluacion del contraién

Entre las técnicas analiticas usadas para la cuali-cuantificacién del contraién trifluoroacetato
se encuentran RP-HPLC, 'H-RMN y °F-RMN. Para el analisis del contraion
trifluoroacetato (CF3COO") del péptido Lanreotido (DNal-Cys-Tyr-DTrp-Lys-Val-Cys-
Thr-CONH_) usaron °F-RMN y como estandar interno trifluoroetanol (TFE), el espectro
del TFA muestra un singlete a -75,7 ppm y el espectro TFE un triplete -76,8 ppm (Figura 2-
1) y la relacion de las areas de las dos sefiales permitié determinar el contenido de
trifluoroacetato. Para el analisis del contraion acetato por H-RMN usaron un estandar
interno de &cido dicloro acético para determinar la relacion molar acetato/péptido [8]. En la
Figura 2-1 se observa el monitoreo de la remocion del TFA para el péptido Lanreotido por
F-RMN; (a) representa el espectro °F-RMN del péptido antes del intercambio del
contraion y en (b), (c) y (d) se observa la disminucién de esta sefial cuando el péptido se
somete a el cambio del contraion por HPLC, resina de intercambio i6nico y
deprotonacion/reprotonacion, respectivamente [8].
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Figura 2-1: Espectro °F-RMN del péptido Lanreotido. A la izquierda se observa un singlete en -75,7

ppm correspondiente al TFA y a la derecha una sefial en forma de triplete en -76,8 ppm que corresponde al
patron interno (TFE). Adicionalmente se observa la comparacion en las sefiales segun el método de remocién
del TFA: antes de la remocion del TFA en el péptido (a), el intercambio del contraién con el método por HPLC
y 4acido acético (b), método por resina de intercambio i6nico (c) y después del ciclo de
deprotonacion/reprotonacion (d). Fuente: Roux et al. (2008) [8]

Otra técnica utilizada es la cromatografia idnica con deteccion de conductividad la cual es
sensible y confiable para la determinacion de CFsCOO". En la Figura 2-2 se presenta el perfil
cromatografico de algunos estandares ionicos en agua desionizada, donde las sefiales 2 'y 8
corresponden al Cl" y el CFsCOO" respectivamente [29]. El analisis se realiza por elucion

isocratica (4,5 mM NaCOsz y 1,4 mM NaHCOs en agua), 1,2 mL/min e inyeccion de 20 pL
[9].
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Figura 2-2: Perfil cromatogréfico del analisis de estandares aniénicos empleando cromatografia idnica.

Sefiales: (1) fluoruro, (2) cloruro, (3) nitrato, (4) carbonato, (5) bromuro, (6) sulfato, (7) nitrato, (8)
trifluoroacetato, (9) fosfato. Fuente: Kaiser and Rohrer (2004) [29]
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Johnson et al. [30] desarrollaron e implementaron un método para la cuantificacion de TFA
en tres péptidos ciclicos denominados p-Cl-Phe-DPDPE, DPDPE, y CTOP. El anélisis se
realizé en un equipo HPLC Agilent 1100 (DAD), la longitud de onda 215 nm, flujo 1
mL/min, inyeccion de 20 pL (1 mg/mL), columna C-18 Phenomenex Synergi Hydro-RP (4
um, 80 A, 150 x 4,6 mm), Solvente A: KH,PO4 20 mM y solvente B: ACN, segun los autores
esta metodologia es eficiente, confiable, robusta y aplicable a otros acidos como el acido
acético. Cahill et al.[31] desarrollaron un método que involucra la extraccion del TFA con
acido sulfurico y MeOH, seguido de la derivatizacion al éster metilico del TFA (MTFA). El
MTFA es analizado por cromatografia de gases-Headspace, por lo que la extraccion e

inyeccion se realizan en el mismo vial.

2.3 Contenido del ion trifluoroacetato en péptidos

A partir del nimero de residuos de Lys, Arg, His y el grupo a-amino del extremo N-terminal
del péptido se calcula el contenido tedrico de CF3COO™ (%p/p) en los péptidos. Por ejemplo,
el péptido dimérico (RRWQWRRLLR).K-Ahx tiene dos grupos a-amino terminales y 10
residuos de Arg para un total de 12 equivalentes de TFA por equivalente de péptido (Figura
2-3).

[ o
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o <a F N 0 [S) F F €]
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Figura 2-3: Estructura del péptido dimérico (RRWQWRRLLR);K-Ahx. Los sitios cargados
positivamente del péptido estan en azul (amino terminal y cadena lateral de la Arg) y en rojo se encuentran los
iones trifluoroacetato interactuando en los sitios del péptido cargados positivamente.

Utilizando las ecuaciones 2.1 y 2.2 se calcula el % CF3COO". El peso molecular (PM) del
péptido es 3275 Da y del CFsCOO™ es 114 Da.

PM de la sal = 3275Da+ 114 Da X 12 eq = 4643 Da (2.1)

114 Da X 12 eq

TFA (%p/p) = 4643 Da

X 100 = 29% (2.2)
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2.4 Toxicidad del acido trifluoroacético/trifluoroacetato

El &cido trifluoroacético, FsC-COOH, es un &cido carboxilico fuerte, que contiene tres
atomos de fldor con un pKa = 0,4 [32]. Puede provocar quemaduras graves, causando una
lesion irreversible en la piel (necrosis visible a través de la epidermis que alcanza la dermis)
y lesiones oculares graves. Este &cido es perjudicial en caso de inhalacion y es nocivo para
los organismos acuéticos [33], [34]. En forma similar al acido fluorhidrico (HF), libera iones
fluoruro y causa toxicidad similar al HF como osteoporosis, anomalias electroliticas,

arritmia y paro cardiaco [35].

Tabla 3 Propiedades fisicoquimicas del TFA. Fuente: Datos tomados de la Ficha de Seguridad de Sigma
Aldrich [33]

Estado fisico Liquido
Color Incoloro
Olor Acre
Punto de fusion -15,4 °C
Punto inicial de ebullicion 72,4°C
Punto de inflamacion >100°C
pH lalOg/L
Solubilidad 10000 g/L
Coeficiente de reparto n-octanol/agua Log Pow: -2,10
Presién de vapor 158 hPa a 25 °C
Densidad 1,489 g/cm® a 20 °C
o
F
HO
F
F
Figura 2-4: Estructura del Acido trifluoroacético (Acido 2,2,2-trifluoroacético)

Debido a la fuerza del enlace carbono-fltor, el grupo FsC- es resistente a la degradacion en
el medio ambiente por lo que se libera TFA como residuo terminal [36]. Ademas, el TFA

es muy estable en medio acuoso y no se han identificado procesos de hidrolisis, fotolisis o
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formacion de sales insolubles [37]. Embriones de pez cebra absorbieron hasta cinco veces
la concentracion del TFA administrada en el medio, después de 10 h. EI TFA afecto el
sistema Glutation S-Transferasas (GST), lo que sugiere que puede causar trastornos
fisiologicos en células embrionarias. Por tanto, para recuperar el equilibrio fisioldgico, el

organismo debe gastar energia en la desintoxicacion o eliminacion del xenobidtico [38].

En un estudio de toxicidad del 2,2,2-trifluoroetanol (TFE) realizado en el higado de ratas se
demostré que la fraccion toxica es un intermediario metabdlico de la oxidacion del 2,2,2-
trifluoroacetaldehido (TFAId) a TFA y que este metabolismo puede ocurrir en la médula
6sea y en los organos diana del intestino delgado. Estos resultados son particularmente
importantes ya que el TFA también es un metabolito de los agentes anestésicos isoflurano y
halotano [39]. Por otro lado, al igual que otros &cidos fuertes, como el &cido sulfdrico, nitrico
o clorhidrico, las altas concentraciones de CFsCOO" hace que la estructura secundaria y

terciaria del citocromo c sea afectada [36] [40].

El péptido MOG35 es un inmundgeno utilizado para inducir encefalomielitis, que es
derivado de la glicoproteina de oligodendrocitos de mielina (MOG). Se evalud el efecto del
contenido de TFA (contraion trifluoroacetato) en el péptido en ratones hembra C57/BI6
inmunizados con MOG35-55 (55% TFA) y MOG35-20 (20% TFA). Los resultados sugieren
que los niveles altos de TFA" en MOG contribuyeron en mayor medida a la enfermedad.
También se evidencio que la reduccion del contenido de TFA al cambiarlo por el contraion
acetato provoco un retraso en la aparicion de la enfermedad, sugiriendo que el contenido del
contraion como el tipo de contraion en los péptidos, influyen en el progreso de la
encefalomielitis. Estos hallazgos subrayan el hecho de que el contraidn es relevante en la

actividad bioldgica de los péptidos [41].

Se han realizado estudios para evaluar el efecto del contraion en la actividad bioldgica, pero
los resultados han demostrado que no existe una correlacion clara entre el tipo de contraién
y la actividad bioldgica. En la mayoria de los casos, la remocién del CFsCOO™ aument? la
actividad antibacteriana y antifingica, y en otros casos, la presencia de CFsCOO" provocé

un ligero aumento de la actividad contra K. pneumoniae y C. albicans. Los autores sugieren
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que estos resultados pueden explicarse parcialmente por las diferencias en los pesos
moleculares de los péptidos [5]

2.5 Péptidos promisorios derivados de LfcinB

Los PAMs y PACs se consideran moléculas promisorias porque son selectivas e inducen
menos efectos secundarios. Los PAMs catidnicos exhiben actividad sobre bacterias y lineas
celulares cancerosas debido a la interaccion electrostatica entre la cadena lateral positiva de
los aminoéacidos y la carga negativa de la superficie celular [42]. Los PAMs interacttian con
componentes de la membrana de las bacterias (Liposacarido (LPS) o &cido teicoico) y de
células neopléasicas como fosfatidilserina, &cido sialico o heparan sulfato.

Péptidos sintéticos derivados de LfcinB que contienen el motivo minimo de actividad
2)RRWQWR?® presentaron actividad selectiva y potenciada contra la linea celular de cancer
de mama MCF-7 y baja citotoxicidad contra fibroblastos CRL-3271 y células no
tumorogenicas MCF-12 [43]. El péptido palindrémico LfcinB (21-25)pa: RWQWRWQWR
presento efecto citotoxico rapido y selectivo en la linea celular de cancer de mama MDA-
MB-468. Las células exhibieron cambios morfolégicos como redondeamiento y
encogimiento, lo cual es un comportamiento tipico de la muerte celular mediada por
apoptosis [44]. Estudios de citometria de flujo mostraron que este péptido indujo efecto
citotoxico en células derivadas de cancer de mama MCF-7 y colon HT-29, induciendo
principalmente eventos apoptoticos tempranos y tardios, despolarizacion de la membrana y
activacion de caspasas [45]. Péptidos diméricos que contienen el motivo minimo de
actividad han mostrado mejores resultados que sus analogos monoméricos, sugiriendo que
el incremento de la carga y la hidrofobicidad potencid el efecto citotoxico. El péptido
(RRWQWRFKKLG).-K-Ahx indujo citotoxicidad (ICso= 6 uM) en células MCF-7 y la
muerte celular fue mediada por apoptosis principalmente [43], [46]. El péptido
RRWQWRWQWR presenté mayor actividad en células MDA-MB-231 y MCF-7 (67 y 58
uM, respectivamente) que el péptido palindromico LfcinB (21-25)pal, sugiriendo que la
incorporacion de un residuo de Arg en el extremo N-terminal de la secuencia incrementé la
actividad [43], [47]. Péptidos quimericos que contienen el motivo minimo RRWQWR y
RLLR derivados de la LfcinB y la BF respectivamente, tuvieron mayor actividad
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antibacterial que las secuencias precursoras. ElI péptido KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR
presento actividad antifangica en C. albicans ATCC SC5314 sensible a Fluconazol (FLC)
(MIC= 1 pg/mL) y el aislado clinico C. albicans 256 HUSI-PUJ resistente a FLC (MIC =
64 pg/mL). Este péptido también presento6 actividad citotoxica contra células HeLa (1Cso=
16,1 uM), CaSki (ICs0=14,3 uM), DU-145 (I1Cs50=26 pM), Caco-2 (ICs0=3.4 uM) y HT-29
(IC50=22,9 uM). Esta quimera exhibié amplio espectro y puede considerarse una molécula
prometedora para aplicaciones terapéuticas [45], [48]. Estos péptidos fueron obtenidos por
SPPS Fmoc/tBu, por lo que su contraion es el trifluoroacetato. Se debe establecer si el
contraion puede estar o no contribuyendo a la citotoxicidad o actividad antibacteriana de los

péptidos.
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3. Planteamiento del problema

Los PAMs son considerados una fuente valiosa para el disefio e identificacion de péptidos
promisorios para el desarrollo de nuevas terapias [5]. Los péptidos han sido utilizados como
farmacos desde hace méas de 70 afios y se han desarrollado tecnologias para su obtencion
como la recombinante, transgénica, la sintesis enzimatica y la sintesis quimica, etc. La
SPPS-Fmoc/tBu es una técnica versatil, rapida, de bajo costo que permite obtener péptidos
cortos de forma simultinea con altos rendimientos y pureza. El tratamiento de la resina-
péptido con el coctel de clivaje TFA/agua/TIPS/EDT (92,5/2,5/2,5/2,5% viv) y la
purificacion por RP-SPE utilizando el sistema de solventes H,O-TFA 0,05% y ACN-TFA
0,05% conducen a la obtencidn del péptido con el contraion CFsCOO" (Péptido-TFA) [19].
Estudios previos han mostrado que el CFsCOO" afecta la conformacion y la actividad del
péptido, genera toxicidad y dificulta la caracterizacion del péptido por FT-IR [8]. Debido a
esto, la mayoria de los fArmacos se comercializan en forma de sales, donde los cationes mas
utilizados son el cloruro, el acetato y el sulfato, entre otros. En esta investigacion se
implementaron y optimizaron las condiciones del proceso del cambio del contraion
trifluoroacetato a cloruro o acetato de péptidos derivados de Lactoferricina Bovina que son
promisorios para estudios preclinicos. Ademas, se implementaron y optimizaron las
metodologias para monitorear el cambio del contraion por FT-IR, RMN y RP-HPLC vy los
productos finales fueron caracterizados por estas técnicas incluyendo LC-MS, siendo estas
rapidas, accesibles y que pueden ser utilizadas de manera rutinaria. Se establecio que el
cambio del contraion no afecto la integridad ni identidad del péptido en todos los casos.
También se determind que el cambio del contraion no afect6 la actividad antibacteriana y/o

cancerosa de los péptidos evaluados.



4, Hipotesis

La metodologia desarrollada permitird realizar el cambio del contraion de péptidos
derivados de LfcinB de manera rapida, econémica y puede ser implementada de manera

rutinaria en la sintesis de péptidos.
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o. Objetivo General

Implementar y optimizar el proceso para la obtencion de péptidos sintéticos derivados de

LfcinB en forma de clorhidrato o acetato.
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6. Disefio experimental

Para el desarrollo de este trabajo, se planted un disefio experimental con cinco etapas:

Etapa 1, Sintesis de los péptidos 1-TFA, 2-TFA, 3-TFA y 4-TFA que fueron utilizados para

la etapa 2.

Tabla 4 Cddigos y secuencias de los péptidos utilizados en la Etapa 2.

Cddigo Secuencia

1_TFA (RRWQWRRLLR);K-Ahx

2-TFA | (RRWQWRFKKLG)K-Ahx

3-TFA KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR

4-TFA RRWQWRRWQWR

Etapa 2, Implementacion y optimizacion de las condiciones para el intercambio del
contraidn trifluoroacetato por cloruro. Esta etapa involucra la implementacién de las
técnicas analiticas para la identificacion y cuantificacidn de la remocidn del trifluoroacetato
por RMN, FT-IR y HPLC.

Etapa 3, Evaluacion de la actividad (i) antibacteriana de los péptidos, en cepas de referencia
de E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213, y (ii) anticancerosa en lineas celulares
MCF-7 y Hela.

Etapa 4, Desarrollo de la metodologia de intercambio de contraidn por extraccion en fase
solida (SPE). En esta etapa se optimizaron e implementaron metodologias para el cambio
del contraion usando RP-SPE, partiendo del péptido crudo con variaciones en el tratamiento

de la muestra, el proceso de lavado y el programa de elucion. EI monitoreo del intercambio
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del contraion y productos finales (Péptido-TFA, Péptido-Cl, Péptido-AcOH) se realizo por
RP-HPLC, RMN vy FT-IR.

Etapa 4.1, Intercambio de trifluoroacetato por acetato.

Etapa 4.2, Intercambio de trifluoroacetato por cloruro.
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7. Metodologia

7.1 Sintesis de péptidos (Etapa 1)

Los péptidos fueron sintetizados mediante SPPS-Fmoc/tBu, siguiendo la metodologia
implementada en el grupo de investigacion de Sintesis y Aplicacion de Moléculas peptidicas
(SAMP), brevemente (i) la resina Rink amide® (150 mg; 0,46 meq/g), fue tratada con N,N-
dimetilformaamida (DMF) por 2h a temperatura ambiente (TA) y agitacion constante (AC),
luego la DMF fue descartada por filtracion y la resina lavada con Diclorometano (DCM)
(3%1 min). (ii) La reaccion de desproteccion se realizo tratando la resina o resina-péptido
con piperidina al 5% en DMF, 10 min, TA, AC, 2 veces, luego la resina o resina-péptido fue
lavada con DMF (5x1 min) y DCM (3x1 min), luego se realizé el test de Kaiser, una
coloracion azul indic6 que la reaccidn de desproteccion fue exitosa; (ii) la reaccion de acople
del Fmoc-aminodcido se realizd disolviendo Fmoc-AA/N,N diciclohexilcarbodiimida
(DCC)/6-cloro-1-hidroxibenzotriazol (HOBt) (1:1:1 eq, y 5 excesos respecto a la
sustitucion de la resina) en DMF, 15 min TA, AC, luego la mezcla de reaccion se adiciond
a la resina o resina-péptido previamente desprotegida y la mezcla fue dejada en reaccion a
TA y AC, hasta prueba negativa del test de Kaiser (coloracion amarilla). (iii) La
desproteccidn de las cadenas laterales y la separacién del péptido de la resina (Clivaje) se
realizo tratando la resina-péptido con TFA/TIPS/H.O/EDT (95/2,5/2,5/2,5 %v/v) por 4h a
TA, AC, la reaccion fue monitoreada por RP-HPLC. Luego la mezcla de reaccion fue
filtrada y la solucion tratada con un exceso de éter etilico para precipitar el péptido. El s6lido
fue lavado 5 veces con éter etilico y el péptido secado en un desecador.

7.2 Caracterizacion de péptidos por RP-HPLC

Los péptidos fueron analizados por RP-HPLC en un cromatdgrafo Hitachi Primaide 1430
DAD, Agilent 1260 o Thermo Scientific Ultimate 3000 de acuerdo con la disponibilidad,
utilizando el sistema cromatografico: columna monolitica Chromolith® C-18 (10x4,6 mm),
solvente A: H.O-TFA 0,05% y solvente B: ACN-TFA 0,05%, gradiente de elucion:
5/5/50/100/100/10/10 %B en Solvente A en 0/1/9/9,1/12/12,1/15 min, flujo de 1,0 mL/min,
volumen de inyeccion 10 uL (1 mg/mL) y 210 nm para la deteccion.
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7.3 Purificacion de los peptidos por Extraccion en Fase Solida
(SPE)

Los péptidos fueron purificados de acuerdo con la metodologia reportada por Insuasty y
colaboradores [19], brevemente, la columna (Supelco ENVI-18, RP-SPE C-18, 5 g, 40-60
um) fue activada y equilibrada siguiendo las recomendaciones del proveedor. El péptido-
TFA (45 mg/mL) se disolvio en 1 mL de solvente Ay la muestra fue sembrada en la columna
y luego eluida utilizando fracciones de 12 mL y un gradiente de 5-50 %B. Las fracciones
fueron analizadas por RP-HPLC y aquellas que contenian el péptido puro se recolectaron,
se liofilizaron y se almacenaron a -20°C hasta su uso. Solvente A: H,O-TFA 0,05% vy
solvente B: ACN-TFA 0,05%.

7.4 Caracterizacion de los péptidos por LC-ESI-MS

Los péptidos se analizaron en un equipo Bruker Impact Il LC Q-TOF MS equipado con
ionizacion de electroespray (ESI) en modo positivo. Las condiciones cromatograficas
fueron, columna Intensity Solo C18 (2,1x100 mm, 1,8 um) (Bruker Daltonik), 40°C y flujo
de 0,250 mL/min. Solvente A (H20-&cido férmico (FA) 0,1%), Solvente B (ACN-FA 0,1%).
Gradiente de elucion 5/5/95/95/5/5 %B en 0/1/11/13/13,1/15 min. Condiciones de la fuente
ESI: energia de ionizacion 500 V, capilar 4500 V, nebulizador 1,8 bar, gas nitrégeno seco
8,0 L/min, temperatura 220°C. Modo de escaneo Auto MS/MS con rango espectral 20-1000
m/z y tasa espectral 2 Hz y energia de colision de 5,0 eV.

7.5 Metodologias de intercambio del contraién de los péptidos
sintéticos

7.5.1 Método en solucion: Intercambio del contraién trifluoroacetato por
clorhidrato

En la primera parte se adaptd el protocolo reportado por Sikora y colaboradores [9];
brevemente, el péptido-TFA puro (2,33 mg/mL) fue disuelto en HCI 0,10 M, se realiz

agitacion con vortex por 3 min, luego la mezcla de reaccion se congel6 a -20°C y se liofilizo,
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este procedimiento se repitid 3 veces para realizar el cambio de contraion. El péptido
liofilizado fue analizado y caracterizado por RP-HPLC.

En la segunda parte, tomando los resultados del procedimiento anterior, se evaluaron
diferentes condiciones (concentracion del HCI, nimero de veces que se repite el
procedimiento, concentracion del péptido y tiempo de agitacion de la reaccién), donde se
establecieron los pardmetros 6ptimos para el proceso de intercambio del contraion. Una vez
optimizado el procedimiento, los péptidos con el contraién clorhidrato fueron obtenidos: el
péptido-TFA puro (5mg/mL) se disolvié en HCI 0,02M, se agit6 por 30 s a 400 rpm y luego
la mezcla se congel6 a -20°C y se liofilizd, el proceso se repitié una segunda vez para
garantizar que el intercambio del contraion se completara. Los péptidos obtenidos fueron
analizados por RP-HPLC para evaluar su integridad y hacer el monitoreo de la reaccion de
intercambio del contraién (Seccién 7.6.1).

7.5.2 Metodo por SPE: Intercambio del contraion trifluoroacetato por
clorhidrato

Teniendo en cuenta las condiciones optimizadas en el método en solucion como la
concentracion del &cido, se implementd el método por extraccion en fase solida (SPE) para
el intercambio del contraion a clorhidrato, se realizaron varias modificaciones con el fin de
encontrar el método adecuado para realizar el intercambio del contraién como se presenta a
continuacion:
Acondicionamiento de la columna: Para ambos métodos se acondicioné la
columna de la misma manera, se realiz6 lavados con Metanol (MeOH) (3x12 mL),
Solvente A: agua-HCI 0,02 M (3x12 mL), Solvente B: ACN-HCI 0,02 M (3x12
mL) y equilibrada nuevamente con Solvente A (3x12 mL).
Metodo A: El péptido-TFA crudo (50 mg/mL) fue disuelto en solvente A y se
sembro en la columna, luego se adicion6 12 mL del solvente A, se permitio que la
solucion fluyera sin que la columna se secara, se tapo la salida de la columna y se
dej6 20 min a TA, para facilitar el intercambio (3x). Después se realizaron lavados
con Solvente C: agua MilliQ (3x12mL) y finalmente se realizo la elucion con
gradiente 5/50 % D en C, solvente D: ACN. Las fracciones fueron analizadas por
RP-HPLC, aquellas que contenian el peptido-HCI fueron recolectadas y liofilizadas.
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7.5.3

Meétodo B: EIl péptido-TFA crudo (50 mg/mL) fue disuelto en solvente A y se
sembro en la columna, se realizaron lavados con el solvente A (3x12 mL) y se realiz
la elucién con gradiente 5/50 % B en A. Para este procedimiento las fracciones se
eluyeron continuamente desde el principio. Las fracciones fueron analizadas por

RP-HPLC, aquellas que contenian el péptido-HCI fueron recolectadas y liofilizadas.

Meétodo por SPE: Intercambio del contraion trifluoroacetato por
acetato

El cambio del contraion de los péptidos de trifluoroacetato a acetato fue realizada por

cromatografia RP-SPE. La columna SPE se acondicioné en todos los casos realizando
lavados con Metanol (MeOH) (3x12mL), solvente A: H2O-CH3COOH (5 o0 10% segun sea
el caso) (3x12mL) y solvente B ACN-CH3COOH (5 0 10% segun sea el caso) (3 x 12 mL)
y equilibrada con solvente A. El péptido-TFA crudo (50 mg/mL) fue disuelto en solvente A

y se sembr6 en la columna.

Método C: Una vez sembrado el péptido, se realizaron lavados con solvente A (4 x
12 mL). Para estos lavados se permitié que la solucion fluyera sin que la columna se
secara, se tapo la salida de la columna y se dej6 20 min a TA, para facilitar el
intercambio. El péptido-AcOH fue eluido con un gradiente de 5/50 %B en A. Las
fracciones fueron analizadas por RP-HPLC, aquellas que contenian el péptido-AcOH
fueron recolectadas y liofilizadas. El solvente A fue H,O - CH3COOH 5% vy el
solvente B fue ACN - CH3COOH 5%.

Método D: Una vez sembrado el péptido se realizaron lavados con solvente A (3 x
12mL). Para estos lavados se permitio que la solucion fluyera sin que la columna se
secara, se tapo la salida de la columna y se dejé 20 min a TA, para facilitar el
intercambio. El péptido-AcOH fue eluido con un gradiente de 5/50 %B en A. Las
fracciones fueron analizadas por RP-HPLC, aquellas que contenian el péptido-AcOH
fueron recolectadas vy liofilizadas. El solvente A fue H2O - CH3COOH 10% vy el
solvente B fue ACN - CH3COOH 10%.
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Metodo E: Una vez sembrado el péptido se realizaron lavados con solvente A (3 X
12mL), a diferencia del meétodo anterior todas las fracciones fueron eluidas
continuamente a una velocidad constante. Se realizo la elucion del péptido de la

misma manera descrita en el método D.

7.6 Monitoreo de la reaccion del cambio del contraiony
cuantificacion del contraion

7.6.1 Caracterizacion del contraion trifluoroacetato por RP-HPLC

Para facilitar la lectura, este método fue nombrado como “SHRP-HPLC” (denominado asi
por las iniciales de la columna cromatografica que se empled, la cual se describe
posteriormente) con el fin de diferenciarlo del método utilizado para caracterizar los
péptidos, seccion 7.2. La caracterizacion se realiz6 de acuerdo con Huertas [49], usando una
columna C-18 con endcapping polar Synergi Hydro-RP® (150%4,6 mm, 4 um). El péptido
(2 mg/mL) fue disuelto en solvente A (Buffer fosfatos pH 2,56; 20 mM), y analizado en un
cromatografo Agilent 1260 utilizando el programa de elucion: 0/0/100/100/0/0 %B en A,
solvente B (ACN), en 0/5/6/9/10/16 min, flujo de 1,0 mL/min, volumen de inyeccion 10 pulL
y deteccién a 195 nm. El solvente A se preparé disolviendo 2,720 g de KH2PO4 en un litro
de H20 MilliQ y unas gotas de H3PO4 hasta alcanzar el pH = 2,56, determinado con un

potenciémetro Thermo Scientific Orion previamente calibrado.

7.6.1.1 Ensayo de idoneidad del sistema SHRP-HPLC para el
analisis de los acidos trifluoroacético y acético

Para la evaluacion de idoneidad del sistema en cuanto a tiempo de retencion y area
del pico se utilizé el mismo sistema cromatografico descrito en el item 7.6.1. La
solucion estandar se prepar6 pesando inicialmente 4487,8 mg de H0O,
posteriormente se pesé 6,09 mg de é&cido trifluoroacético (TFA, grado
espectroscopico), 48,33 mg de acido acético (99%) y por ultimo se adiciono agua
hasta obtener un peso total de la solucion de 9,9156 g. La solucion estandar fue

analizada seis veces siguiendo el método reportado por Snyder et al. [50]. Este
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mismo procedimiento con las mismas condiciones se realiz6 en el equipo Thermo
Scientific Ultimate 3000.

7.6.1.2 Curva de calibracion de los acidos trifluoroacético y
acético

La curva de calibracion se construyd usando dos soluciones madre. La solucion
estandar 1 se prepar0 pesando 3631,93 mg de H20, 11,86 mg de TFA (grado
espectroscopico), y 39,18 mg de acido acético (99%), luego se adicion6 agua hasta
alcanzar el peso de 9,9448 g. La solucion estandar 2 se prepar6 pesando 3467,35 mg
de la solucion 1y se adicion6 agua hasta alcanzar el peso de 9,9321 g. La curva de
calibracion se construy6 con 12 niveles de concentracion: 0,0080, 0,0170, 0,0245,
0,0331, 0,0442, 0,0841, 01233, 0,1317, 0,2944, 0,5939, 0,8896 y 1,1926 mg/g para
el TFA y 0,0264, 0,0560, 0,0808, 0,1095, 0,1461, 0,2778, 0,4072, 0,4351, 0,9725,
1,9618, 2,9389, 3,9398 mg/g de Acido Acético, todos los niveles fueron preparados
por pesada y luego analizados por SHRP-HPLC (por duplicado). La construccion de
las curvas de calibracién y el andlisis de los datos fueron realizados usando Office
Excel®.

7.6.1.3 Cuantificacion del contraion en los péptidos

El contraidn de los péptidos fue cuantificado por SHRP-HPLC. Se pesé 1,00 mg de
péptido, 100 mg de ACN y 900 mg de agua y se agité con vortex hasta disolucién
completa, luego las soluciones se centrifugaron y fueron analizadas por duplicado
utilizando el mismo sistema cromatografico. La concentracién del contraion fue
determinada interpolando el area reportada por el equipo en la curva de calibracion

previamente realizada.

7.6.2 Andlisis por FT-ATR
Los espectros FT-ATR se obtuvieron en un espectrofotometro SHIMADZU IRAffinity-1S,

por la técnica de Reflexion Total Atenuada (ATR). Se realizo la lectura del “background”
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de acuerdo con las instrucciones del proveedor y luego los péptidos fueron analizados en

modo de transmitancia, rango de medida de 400-4000 cm™, resolucion de 8 y 64 scans.

7.6.3 Analisis por RMN

Los experimentos H-RMN y °F-RMN fueron realizados en un espectrémetro Bruker
Avance de 400 MHz con una sonda BBO y una consola AVANCE NEO. El péptido (10
mg/500 pL) fue disuelto en agua deuterada (D20). Los espectros de °F-RMN se registraron
a 376,4 MHz utilizando una secuencia de pulso Unico, ventana espectral de 7,5 kHz y ancho
de pulso n/2 de 19,5 ps. El tiempo de relajacion fue de 2 s, el tiempo de adquisicion de 0,87
sy se registraron 16 exploraciones para cada analisis. Los cambios quimicos se expresan en
ppm y las constantes de acoplamiento en Hertz. Para RMN *°F el espectro de TFA muestra
una resonancia unica tipica a —75,7 ppm [8]. Los experimentos fueron tomados a una
temperatura de 19°C, usando NS=16 para el *H y 1°F y NS=6 para COSY.

7.7 Evaluacion de la actividad bioldgica

7.7.1 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

La concentracion minima inhibitoria (CMI) fue determinada de acuerdo con la guia del
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (por sus siglas en inglés CLSI) [51]. Se
realizd un preinoculo en caldo BHI, se ajustd (5x10® UFC/mL) usando las curvas de
calibracion previamente realizadas, se incubd a 37°C por 24 h y se midio la absorbancia a
620 nm. En placas de micro dilucion de 96 pozos, se colocaron 90 uL de péptido disuelto
en caldo Mueller Hinton (CMH) (200 a 6,25 pg/mL), y 10 puL de in6culo ajustado a
5x10°UFC/mL para un volumen final de 100 uL (n=3). Control negativo CMH, agua
destilada y 10 pL de inoéculo; Control positivo se emplearon Ciprofloxacina (CIP) para
bacterias Gram negativas y Vancomicina (VAN) para bacterias Gram positivas), como
control de técnica se utiliz6 CMH con agua peptonada y para el control de crecimiento de
us6 CMH con 10 pL de indculo. La distribucion de las placas se detalla en la Figura 7-1
[51].
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Figura 7-1: Distribucidn de las placas para determinar la CMI

Nota. Se sembraron 180 pL de péptido a la maxima concentracion y se hicieron diluciones seriadas (1:1 v/v)
hasta alcanzar la concentracién de 6,25 pg/mL. Se utilizé agua destilada estéril en algunos de los pozos vacios
para evitar la evaporacion de las placas. P1: peptido 1; P2: péptido 2; P3: péptido 3; C-: control negativo; C+:
control positivo; CT: control de técnica; CC: control de crecimiento 24

7.7.2 Determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB)

Partiendo de las placas de microdilucion del ensayo de CMI se realizé la siembra en agar
tripticasa soya de una alicuota de aquellos pozos de la placa donde no se observo crecimiento
bacteriano (Figura 7-2). Las cajas de Petri fueron incubadas a 37°C durante 24 h y se
determind la CMB como la minima concentracion a la cual no hubo crecimiento de colonias

bacterianas [51].

25 ug/ml
C+

50 pg/mL

100 pg/mL X
cT
200 pg/mL

— _,—'-/

Figura 7-2: Diagrama de distribucion de la placa para determinar la CMB.

Nota: C-: control negativo; C+: control positivo; CC: control de crecimiento; CT: control de técnica
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7.7.3 Cultivo de células

El procedimiento fue tomado de [46], donde se usé el medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM)/Mezcla de nutrientes F-12 Ham. Se usaron las lineas MCF-7 y HeLa, el
medio se complementd con suero fetal bovino (SFB) al 10% y se agregd 1,5 g/L. de NaHCO3
y NaOH hasta pH 7,4, anfotericina (200 pg/ mL), penicilina y estreptomicina al 1%. Todos
los medios se filtraron a través de membrana de 0,22 pum.

7.7.4 Prueba de viabilidad por MTT

Las células (1x10° células) se sembraron con medio completo en placas de 96 pozos, y se
permitié la adhesion celular durante 24 h a 37°C. Posteriormente se elimin6 el medio
completo y se afiadid medio incompleto para la sincronizacion durante 24 h. Luego, las
células se incubaron en presencia de 100 uL de péptido (200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25y 3,1
ug/mL) a 37°C durante 2 h. A continuacion, se retird el medio y se afiadié 100 pL de medio
incompleto que contenia bromuro de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazol (MTT) al
10% y se incub6 por 4 h a 37°C. Luego el medio se reemplaz6 con 100 pL de isopropanol
(IPA) y después de 30 min de incubacion a 37 °C, se midio la absorbancia a 590 nm. Como

control negativo (100% de viabilidad) se utilizaron células sin tratamiento [46].

7.7.5 Actividad hemolitica

Los glébulos rojos normales fueron centrifugados a 2500 rpm durante 8 min y se lavaron
tres veces con solucién salina. Posteriormente, 100 uL de células (2% de hematocrito) se
mezclaron con 100 pL del péptido (200, 100, 50, 25, 12,5y 3,1 pg/mL) y se incubaron a
37°C durante 2 h. Las muestras fueron centrifugadas a 2500 rpm durante 5 min. El
sobrenadante se transfirid a una placa de 96 pozos y la absorbancia se midié a 540 nm. El
0% de hemolisis fue el sobrenadante de los glébulos rojos en PBS, y el 100% de hemolisis
correspondio al sobrenadante de globulos rojos tratados con agua destilada [15], [52].






8. Resultados y discusion

8.1 Etapa 1: Péptidos utilizados en este trabajo

Los péptidos seleccionados corresponden a péptidos diméricos (1-TFA y 2-TFA) y lineales
(3-TFA y 4-TFA). El péptido 3-TFA es una quimera conformada por secuencias derivadas
de LfcinB (KKWKWK) y Buforina (RLLR) (Tabla 5). Los péptidos se escogieron buscando
evaluar moléculas de diferente nimero de residuos, carga neta, polaridad y polivalencia para
establecer el efecto de estas propiedades en el cambio del contraion. Adicionalmente, se
tuvo en cuenta que fueran viables sintéticamente y que tuvieran actividad promisoria contra
bacterias Gram positivas (1-TFA. 2-TFA y 3-TFA) o Gram negativas (1-TFA. 2-TFA, 3-
TFA y 4-TFA), o efecto citotdxico en lineas celulares derivadas de cancer de mama MCF-
7 y céancer de cuello uterino HelLa (2-TFA y 3-TFA). Los péptidos se sintetizaron,
purificaron y caracterizaron por RP-HPLC y LC-MS.

En la tabla 5 se presenta la caracterizacion de los péptidos sintetizados; el tiempo de
retencion (tr), la pureza cromatogréafica, la masa experimental y la masa teorica. El perfil
cromatografico de los péptidos obtenidos muestra una especie principal con purezas
cromatograficas mayores al 92% y la masa experimental es concordante con la masa tedrica,

sugiriendo que los péptidos fueron viables sintéticamente y que se obtuvieron los productos

esperados.
Tabla 5 Caracterizacion por HPLC y LC-MS de los péptidos seleccionados
RP-HPLC M
Péptido Secuencia tr . .
(min) Pureza (%) Teodrica Experimental % Error
min
1-TFA (RRWQWRRLLR),K-Ahx 8,5 97 3272,9790 3272,9722 2

2-TFA (RRWQWRFKKLG),K-Ahx 8,3 99 3341,9700 3341,9761 2
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3-TFA KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR 8,8 92 2092,3270 2092,3498 11
4-TFA RRWQWRRWQWR 7,7 93 1797,9700 1797,9588 6

M en uma; corresponde a la masa monoisotdpica

El % error esta dado en ppm

La Tabla 6 presenta un resumen de los péptidos seleccionados para este trabajo con lo
previamente reportado correspondiente a la actividad hemolitica, actividad antibacteriana
en cepas de referenciaen E. coli y S. aureus y la actividad anticancerigena en lineas celulares
MCF-7 y HeLa. Donde se encontrd que los péptidos seleccionados presentaron actividad
antibacteriana contra E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC (excepto el péptido 4-TFA).
Mientras que los péptidos 2-TFA y 3-TFA presentaron efecto citotoxico en células MCF-7
y el péptido 3-TFA presento efecto citotoxico en células HelLa [15] [16] [51].

Tabla 6 Actividad antibacteriana y anticancerigena reportada para los péptidos seleccionados. *determinada

a 200 pg/mL
Actividad
Antibacteriana Citotoxica (1Cso uM)
Péptido  Secuencia Carga % (MIC pm) Linea celular
Neta Hemolisis*

E. coli S. Aureus MCF-7 HelLa
1-TFA  (RRWQWRRLLR),K-Ahx +12 = 154 84 = =
2-TFA  (RRWQWRFKKLG),K-Ahx +12 >20! 15* 30* 23t >621
3-TFA  KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR +8 132 242 482 12,54 164
4-TFA  RRWQWRRWQWR +6 03 143 - - -

! datos tomados de [15] ; 2datos tomados de [16] ; datos tomados de [51]
4 datos no publicados

8.2 Verificacion del sistema cromatografico para el analisis del
contraion

La evaluacion y/o el seguimiento de las reacciones de intercambio del contraidn se realizo

por cromatografia liquida usando una columna Synergi HydroRP® con fase estacionaria C-

18 y con tecnologia de endacapping polar; mediante un sistema de elucion isocréatico (el

método SHRP-HPLC, el cual fue denominado en este trabajo asi por la columna empleada,
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para diferenciarlo de la otra metodologia por RP-HPLC). En primer lugar, se evaluo la
idoneidad del sistema SHRP-HPLC para analizar los acidos trifluoroacético y acético con
detectores UV o DAD (Figura 8.1).

500
o]
400 H":/’ “oH
g
"~~"on  CH;COOH
300 £ 3
2 f 34
z CF,CO0
200 2.4
100
0
0.0 0.4 0.8 1.2 1.6 2.0 2.4 2.8 3.2 3.6 4.0 4.4 4.8
Minutos
Figura 8-1: Perfil Cromatografico de la solucién estandar del i6n trifluoroacetato (tr: 2,4min) y &cido

acético (tr: 3,4min) por SHRP-HPLC (Columna Synergi HydroRP). Equipo Agilent 1260.

El anélisis de los contraiones se realiz6 en condiciones isocraticas (0-5 min) en 100% A
(Buffer fosfatos pH 2,56; 20 mM), siguiendo el procedimiento de la seccion 7.6.1. Bajo estas
condiciones, las especies predominantes son el ion trifluoroacetato (pKa TFA = 0,4) y el
acido acético (pKa= 4,76). La verificacion del sistema cromatografico se realiz6 mediante
el analisis de una mezcla de los estandares de CF3COOH (0,614 mg/g) y CH3sCOOH (4,87
mg/g) (Figura 8-1). En el cromatograma se observan dos sefiales con tr= 2,4 y 3,4 min que
corresponden a CF3COOQO" y el CH3COOH, respectivamente. La intensidad de ambas sefiales
es adecuada lo que posibilito la posterior construccion de la curva de calibracion.
Adicionalmente, la simetria de los picos fue adecuada, el factor de asimetria para el
CF3COO" y CH3COOH fue 2,26 y 2,00 respectivamente, siendo méas simétrico el pico que
corresponde al &cido acético. Ademas, la resolucion de las sefiales es >2, lo que permite
diferenciarlas y posibilita el analisis de las dos moléculas simultdneamente en la misma

corrida.

Tambien se realizé la evaluacion de la idoneidad del sistema en cuanto al tr y el area de las
sefiales, donde se verifico que se mantuvieran bajo los criterios de aceptacion: tr (0,05 min)
y area (£1%) [50]. La Figura 8-2 presenta el cromatograma de comparacion entre las seis
réplicas de CF3COOH (0,614 mg/g) y CH3sCOOH (4,87 mg/g), donde cada una de las
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repeticiones estan representadas con colores. Los resultados y metodologia estan acordes
con Snyder et al. [50] Dado que alli se recomienda realizar seis réplicas a la inyeccién para
determinar la repetibilidad del sistema y que las sefiales deben tener una altura entre 0,1 y
0,8 AU (100 — 800 mAU), para que estén en el rango lineal.

CH,COOH
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Figura 8-2: Cromatogramas obtenidos del ensayo de repetibilidad del CFsCOO (tr= 2,4 min) y
CH3COOH (tr= 3,4 min) por SHRP-HPLC en el equipo Agilent 1260.

En la Tabla 7 se observan los resultados de la verificacion de la idoneidad del sistema
cromatografico, encontrando que para los dos parametros evaluados tr y area se cumplen
los criterios de aceptacion, para el CFsCOO™un tr de 2,43 £ 0,01 min y area de 16455806 +
0,1% mAU y para el CH3COOH un tr de 3,36 = 0,02 min y area de 27705744 + 0,6% mAU.

Tabla 7 Resultados de la idoneidad del sistema en cuanto al tiempo de retencion y el area del pico. Analitos:
CF3COO"y CH3COOH; equipo Agilent 1260.

Analito
Trifluoroacetato Acido Acético

Replica Color tr (Min) Area (MAU) tr (Min) Area (mAU)

1 Negro 2,43 16427516 3,38 27761705

2 Verde claro 2,43 16477886 3,36 27857344

3 Magenta 2,44 16447799 3,39 27420434

4 Azul 2,43 16476612 3,34 27672179

5 Morado 2,43 16468594 3,35 27904966

6 Azul claro 2,42 16436429 3,35 27617838
Resultado 2,43 +0,01 16455806 + 0,1% 3,36 £ 0,02 27705744+ 0,6%

Adicionalmente, por la disponibilidad de los equipos la idoneidad del sistema también se
evalué en el equipo HPLC Thermo Scientific Ultimate 3000. Donde igualmente se

cumplieron los criterios de aceptacion para el tr y el rea del pico para los dos analitos. Estos
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resultados con el equipo Thermo Scientific Ultimate 3000 se encuentran en el Anexo A,

pagina 85.
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Figura 8-3: Cromatograma del péptido 1-TFA por SHRP-HPLC (Columna Synergi HydroRP). En tr= 2,4 min
aparece el pico del CF;COO . La linea punteada azul representa el programa cromatografico empleado el cual
comienza con elucion isocratica de 0-5 min en 0% de B y luego se hace un lavado de la columna en 100% B
para eluir el péptido y lavar la columna. Equipo Thermo Scientific Ultimate 3000.

Una vez realizada la verificacion del sistema cromatogréfico, se procede a analizar el
contraidn en los péptidos. En la Figura 8-3 se presenta el perfil cromatogréfico del péptido
2-TFA (RRWQWRFKKLG)2K-Ahx con el programa de elucion utilizado 0/0/1200/100/0/0
%B en 0/5/6/9/10/16 min (representado por la linea discontinua azul) (Sistema
cromatografico SHRP-HPLC). Este programa se realizd para que igualmente en
condiciones isocraticas (0-5 min) en 100% A (Buffer fosfatos pH 2,56; 20 mM), tal cual
como se realizo la verificacion del sistema se eluyera solamente el contraion del péptido.
Luego, en este programa de elucion se incremento la concentracion de ACN al 100% en un
minuto y se mantuvo asi hasta los 9 min, esto con el fin de lavar la columna y eluir el péptido.
Posteriormente se disminuyo la concentracion de ACN a cero para equilibrar la columna y
asi realizar una nueva corrida. En tr= 2,4 min se observa la sefial correspondiente al ion
trifluoroacetato (CFs-COO"), presente en el péptido. Entre 8-9 min aparecen sefiales intensas
y anchas correspondientes a la elucion del péptido por el incremento del %B en el sistema
cromatografico (100% ACN), esto es comprobado por el espectro UV tomado por el equipo
que corresponde al espectro de los péptidos (Anexo A Pag. 94). Para mayor comprension de
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los resultados, el andlisis del contraidn de los péptidos (CFsCOO" y el CH3COO") por esta
metodologia (SHRP-HPLC), se analizara Unicamente en la region del cromatograma entre
0-5 min que corresponde a la elucién isocratica. Entonces con la metodologia verificada e
implementada para analizar el contraion de los péptidos, esta se empled para hacer el

seguimiento del intercambio del contraion en los péptidos.

8.3 Etapa 2: Intercambio del contraion de CF3COO™ a HCI por

el método en solucién

8.3.1 Ensayo preliminar de intercambio de contraion trifluoroacetato a
clorhidrato

Se realizaron ensayos preliminares utilizando como modelo el péptido 1-TFA
(RRWQWRRLLR)2K-Ahx, con el fin de reproducir la metodologia descrita por Sikora y
colaboradores [9] y Andrushchenko y colaboradores [53]. Para esto, se disolvieron 7,0 mg
del péptido puro en 3,0 mL de HCI 0,1 M, la mezcla de reaccién se agitd hasta disolucion
completa, luego la solucidn se colocd a -20°C hasta congelamiento y después se liofilizd
(este ciclo se realiz6 3 veces). El seguimiento de la reaccion del cambio de contraion se
realiz6 por SHRP-HPLC utilizando la columna Synergi Hydro-RP, esta tecnologia de
endcapping polar permitié cuali-cuantificar simultdneamente el ion CF3COO™ vy el
CH3COOH, como se presentd en la seccion anterior. La Figura 8-4 muestra el seguimiento
de la reaccidn del intercambio del contraidn; esta figura muestra la comparacion entre varios
cromatogramas donde inicialmente se observa el cromatograma del control con los
estandares de CFsCOO" (tr= 2,4 min) y CH3COOH, (tr= 3,4 min). Luego, en los
cromatogramas del péptido 1-TFA crudo y puro, se observa la sefial en tr= 2,4 min que
corresponde al ion trifluoroacetato, CFsCOQO". Es importante resaltar que la sefial en tr= 2,4
min no esta presente después de realizar el procedimiento del intercambio del contraién (1-
HCI), lo cual indica que se realizd el intercambio de contraion de trifluoroacetato a
clorhidrato del péptido 1 de manera eficiente.
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Figura 8-4: Cromatogramas de SHRP-HPLC entre 0-5 min. Estandar de CF3COO" y CH3;COOH (negro),
el péptido 1-TFA crudo (rosado), el peptido 1-TFA puro (naranja), y el péptido 1-HCI (café). Anélisis realizado
en el equipo Ultimate 3000 Thermo Scientific.

Adicionalmente, para comprobar que la integridad del péptido 1 no fue afectada por el
tratamiento con HCI, se analizaron los péptidos 1-TFA y 1-HCI por RP-HPLC con la
columna monolitica (Chromolith). En los dos cromatogramas (Figura 8-5) se observa una
sefial en tr= 6,4 min que corresponde al péptido con purezas cromatograficas de 96%
(péptido 1-TFA) y 90% (péptido 1-HCI). Adicionalmente, es importante resaltar que con
este método no es posible observar las sefiales correspondientes al contraion dado que este
no es retenido en la columna cromatografica y por tanto era necesario tener una metodologia
que permitiera hacer el anélisis exclusivamente del contraién. Estos resultados muestran que
esta metodologia es eficaz para realizar el intercambio del contraion de trifluoroacetato a
clorhidrato sin afectar la integridad del péptido.
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Figura 8-5: Cromatogramas RP-HPLC (Columna Chromolith) de los péptidos 1-TFA (A) y 1-HCI (B), para
ambos péptidos el tr fue de 6,4 min. Nota: Estos péptidos fueron analizados en un equipo HPLC Thermo
Scientific Ultimate 3000 con el mismo método cromatografico descrito previamente en la seccion 7.2, el flujo
de trabajo fue de 2 mL/min.

8.3.2 Optimizacion de la metodologia del intercambio de contraion
trifluoroacetato a clorhidrato

En el apartado anterior se comprobd la eficacia del método reportado en la literatura para
realizar el intercambio del contraion de trifluoroacetato a clorhidrato. A partir de este primer
resultado y del trabajo realizado previamente por Gonzéalez [54] Se determinaron las
condiciones para la optimizacion de la metodologia. Gonzélez [54] evalué varios factores
como la concentracion del HCI (0,1 a 0,5 M), el tiempo de reaccién (5 — 10 min), el nGmero
de ciclos del procedimiento (entre 1 y 2), tiempo de agitacion (1 - 5min), concentracion del
péptido (0,5 — 1,0 mg/mL), la temperatura de incubacion (20°C a 37°C) y adicionalmente,
estos factores los evaluo en solvente acuoso (H20) y solvente organico (ACN). Los factores
predominantes que influyen en el intercambio del contraién corresponden al nimero de

ciclos y al tiempo de agitacion.

Teniendo en cuenta lo anterior, y con el fin de optimizar la metodologia en cuanto a la
disminucion de tiempos, pasos y uso de solventes siguiendo los parametros de la quimica
verde, se seleccionaron los siguientes parametros: la concentracion del HCI (donde la
concentracion minima reportada fue de 0,1 M, en este trabajo se evaluaron concentraciones

mas bajas a esta), el nUmero de veces que se realizé el proceso (nimero de ciclos), el tiempo
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de tratamiento del péptido en HCI (tiempo de agitacién) y la concentracion del péptido
(Tabla 8). Para realizar la optimizacion del método se utilizd el péptido 2-TFA
(RRWQWRFKKLG)2K-Ahx.

Tabla 8 Parametros de optimizacion de la reaccién del intercambio del contraién de trifluoroacetato a
clorhidrato del péptido 2-TFA.

Parametro Condiciones evaluadas
Concentracion HCI (M) 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
N° veces que se realiz6 el proceso 1 2 3 4 5
Tiempo de tratamiento en HCI (min) 0,5 1 2 3 4
Concentracion del péptido (mg/mL) 0,5 1 2 5 10

Primero se evalud la concentracion del HCI y el numero de ciclos que se realizé el proceso,
los demas parametros se mantuvieron constantes. En la Figura 8-6 se observan los
cromatogramas del péptido 2-HCI (obtenido por tratamiento del péptido 2-TFA con HCI
0,02 M, tiempo de agitacion de la mezcla de reaccién de 3,0 min y posterior liofilizacion),
en funcion del nimero de repeticiones del proceso. Se observa que el pico correspondiente
al CF3COO" disminuy6 a medida que aumento el nimero de veces que se realizo el proceso.
Con el primer ciclo de intercambio, se observo que el péptido 2-HCI presentd una pequefia
sefial en tr= 2,4 min (circulo) que corresponde al CF3COQ-, indicando que el intercambio
del contraion no fue completo. Cuando el proceso de intercambio del contraion se realizé 2,
3, 4, 0 5 veces, la sefial de tr= 2,4 min no fue detectable, indicando que el intercambio del
contraidn fue realizado satisfactoriamente. Este resultado indica que haciendo dos veces el
proceso de intercambio del contraion del péptido 2-TFA (0,5 mg/mL, HCI 0,02 M por 3,0
min y posterior liofilizacion) es suficiente para realizar el intercambio del contraion a

clorhidrato.



46 Implementacion y optimizacion del proceso sintético para el cambio del contraion de
trifluoroacetato a clorhidrato o acetato en péptidos sintéticos derivados de LfcinB

350 -
300
250
200]
z I
E 150 - — | e —
L4
N
1004
50 L L2
. L~ L1
N
000 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

Minutos

Figura 8-6: Monitoreo del intercambio de contraion del péptido 2-TFA a 2-HCI por SHRP-HPLC. El
péptido 2-TFA (0,5 mg/mL) fue disuelto en HCI 0,02 M y agitacion por 3,0 min y luego liofilizado. L1 a L5
representa el nimero de veces que se repitié el proceso de intercambio del contraion, Cuando se realiz6 un
solo ciclo (L1) se observa una sefial en tg= 2,4 min (circulo negro) que corresponde al péptido 2-TFA, esta
sefial no se detecta cuando el proceso se repitio 2, 3, 4 0 5 veces (L2-L5).

Cuando se realizé este mismo experimento modificando la concentracién del HCI (0,04,
0,06, 0,08 y 0,10 M) se observo el mismo comportamiento, con el primer ciclo se observa
una pequefa sefial correspondiente al contraion CF3COOQO" del péptido 2-TFA, mientras que
cuando el proceso se repitié 2 0 méas veces el intercambio del contraién a clorhidrato fue

completo (Anexo C, pag. 96).

El siguiente pardmetro evaluado fue el tiempo de tratamiento del péptido (0,5 mg/mL) con
la solucion de HCI 0,02 M, se evaluaron 5 tiempos (0,5, 1, 2, 3 y 4 min) y una vez cumplido
el tiempo del tratamiento, la solucion se congeld y se liofilizo, se realizaron dos ciclos.
Figura 8-7 presenta los cromatogramas para el intercambio del contraion del péptido 2-TFA
a 2-HCI en funcién del tiempo de tratamiento. El perfil cromatografico del péptido crudo
sin tratamiento muestra la sefial del CFsCOOQO" en tr= 2,4 min, sin embargo, esta sefial no se
observd en ninguno de los péptidos tratados a diferentes tiempos, esto indica que
posiblemente el tiempo de tratamiento del péptido en la solucion de HCI 0,02 M no afecta
significativamente en el intercambio del contraidn, por ende, se puede usar un tiempo de

tratamiento de 30 s.



47

1,800 -

1,500 \JpL\ o 4 min
I 3 min
= 1,000 - .
E J}“\ 2 min
i|} 1 min
500 |‘|
) ‘L 0,5 min
[\ Crudo
0,
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
Minutos
Figura 8-7: Monitoreo del intercambio de contraion de 2-TFA a 2-HCI por SHRP-HPLC tratando el

péptido (0,5 mg/mL) con HCI 0,02 M a diferentes tiempos y posterior congelamiento y liofilizacién. Se
observa el perfil cromatografico del péptido 2-TFA sin tratamiento, donde la sefial en tr= 2,4 min corresponde
al contraion CF;COO'.

Por Gltimo, se evaluo la concentracion del péptido en la solucién de HCI, para esto el péptido
(0,5 a 5 mg/mL) fue tratado con HCI 0,02 M, por 30 s, luego se congel6 la solucion y se
liofilizo, este proceso se repitié dos veces. La Figura 8-8 muestra los resultados obtenidos,
cuando se utilizé la concentracion de péptido de 10 mg/mL se observo una pequefia sefial
en tr=2,4 min, mientras que en las concentraciones de péptido entre 0,5-5 mg/mL el
intercambio del contraién fue completo. Esto indica que no es recomendable realizar el
intercambio del contraion con una concentracion alta de péptido (10 mg/mL) en HCI, dado
que posiblemente no hay una disolucion completa del péptido y por tanto el intercambio no

se da de manera efectiva.
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Figura 8-8: Monitoreo del intercambio de contraiéon del péptido 2-TFA a 2-HCI por SHRP-HPLC
variando la concentracidn de péptido. El perfil cromatografico del péptido 2-TFA sin tratamiento (control)
muestra una sefial en tg= 2,4min correspondiente al contraion CF;COO".

Inesperadamente en las figuras 8-6, 8-7 y 8-8 se observo una sefial de baja intensidad en tr=
2,7 min que no corresponde al ion trifluoroacetato ni al acetato y que fue observada cuando
se analiz6 el agua MilliQ (blanco), sugiriendo una posible impureza, por lo que no es tenida

en cuenta en esta discusion (Anexo D, pag. 97).

De acuerdo con los resultados, en la optimizacion de la metodologia para el intercambio del
contraion de trifluoroacetato a clorhidrato se establecieron como mejores condiciones:
péptido (0,5-5 mg/mL) tratado con HCI 0,02 M por 30 s, posterior congelamiento y

liofilizacion, donde se recomiendan 2 ciclos.

Los péptidos 2-TFA y 2-HCI fueron analizados por RP-HPLC con una columna C-18
monolitica para comprobar que la integridad del péptido se mantuvo después del tratamiento
con HCI. Los perfiles cromatograficos de ambos péptidos muestran las mismas
caracteristicas con una sefial principal en tr= 8,07 min (Figura 8-9) con purezas
cromatograficas del 86%, lo que indica que el péptido mantiene sus propiedades

cromatograficas luego del proceso de intercambio del contraidn.
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Figura 8-9: Cromatogramas obtenidos por RP-HPLC C-18 (Columna Chromolith). (A) Péptido 2-TFA
((RRWQWRFKKLG),K-Ahx) y (B) Péptido 2-HCI con tg= 8,07 min.

Mediante la metodologia optimizada se intercambi6 adicionalmente el contraién de los
péptidos 1-TFA, 3-TFA y 4-TFA. A manera de ejemplo la figura 8-10 presenta los perfiles
cromatograficos de los péptidos 1-TFA (producto de partida) y 1-HCI (producto obtenido).
En el cromatograma del péptido 1-TFA se observa la sefial en tr= 2,4 min que corresponde
al contraion CFsCOO™ mientras que en el cromatograma del péptido 1-HCI no se observd
esta sefial, sugiriendo que la metodologia optimizada es adecuada para realizar el
intercambio del contraion de trifluoroacetato a clorhidrato de péptidos monoméricos y

diméricos derivados de LfcinB.
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Figura 8-10: Cromatograma de los péptidos 1-TFA y 1-HCI obtenidos por SHRP-HPLC. El perfil
cromatografico del péptido 1-TFA presenta la sefial en tg= 2,4 min correspondiente al contraion CF;COOr,
mientras que en el cromatograma del péptido 1-HCI esta sefial no se detecté (circulo rosado).

Para determinar la versatilidad de esta metodologia también se realizd el cambio del
contraion en secuencias de péeptidos adicionales (5-TFA al 14-TFA) (Tabla 9), donde se
obtuvieron resultados similares demostrando que esta metodologia es aplicable a péptidos
con diferentes propiedades fisicoquimicas (Tabla 9) como péptidos monoméricos (4-TFA al
12-TFA), diméricos (13-TFA y 14-TFA) y una quimera con el motivo RGD (12-TFA) y
péptidos que contienen aminoacidos no naturales (7-TFA, 10-TFA y 14-TFA). El método
de intercambio del contraidn es eficaz independiente del nimero de residuos y la carga neta
del péptido. Se realiz6 exitosamente el intercambio del contraion a 3 péptidos con igual
namero de residuos, pero con distinta carga neta (5-TFA al 7-TFA) y péptidos con igual
carga neta, pero con distinto numero de residuos (7-TFA al 12-TFA). También se utilizo el
péptido LTX-315 (7-TFA) que es un péptido oncoldgico que ha sido ampliamente estudiado
y que se encuentra en fases clinicas.
Tabla 9 Propiedades fisicoquimicas de los péptidos utilizados para intercambiar el contraion de

trifluoroacetato a clorhidrato utilizando las condiciones optimizadas; Péptido (5 mg/mL) tratado con HCI
0,02 M por 30s, posterior congelamiento y liofilizacion, este proceso se repitio 2 veces.

Ly . . Carga % TFA TFA
Codigo Secuencia Residuos - *
neta tedrico  remanente

1-TFA (RRWQWRRLLR)2K-Ahx 22 12 29 ND

2-TFA (RRWQWRFKKLG):K-Ahx 24 12 29 ND

3-TFA KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR 15 8 30 ND
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4-TFA RRWQWRRWQWR 11 6 28 ND
5-TFA RWQWMWQWR 9 3 19 ND
6-TFA RWQWRWQWR 4 23 ND
7-TFA KKWWKKW-Dip-K 6 32 ND
8-TFA RRWQWRRLLR 10 6 31 ND
9-TFA RRWQWRFKKL 10 6 31 ND
10-TFA RRWQWR-Nal-KKLG 11 6 30 ND
11-TFA Ahx-RRWQWRFKKLG 12 6 29 ND
12-TFA  DGR-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-RGD 17 6 22 ND
13-TFA (RWQWRWQWR)2K-Ahx 20 8 22 ND
14-TFA (RRWQWR-Nal-KKLG)2K-Ahx 24 12 28 ND

*TFA remanente en el péptido luego del tratamiento con HCI (metodologia optimizada). ND: No detectado

En resumen, se evidencié que se realizé satisfactoriamente el intercambio del contraion
trifluoroacetato a clorhidrato en todos los péptidos; en ninguno de los péptidos-HCI se
detecto la sefial del CF3COO™ en tr= 2,4 min. (Los cromatogramas del intercambio del

contraion de los péptidos evaluados se encuentran en el Anexo I, pag. 105).

8.3.3 Seguimiento del intercambio del contraion por espectroscopia FT-
ATR

Otra técnica analitica implementada para realizar el seguimiento del intercambio de
contraion fue por Reflectancia Total Atenuada (FT-ATR). Para conocer las sefiales
predominantes del trifluoroacetato en los péptidos, se investigd el espectro FT-ATR del
trifluoroacetato de sodio, donde se muestra una sefial en 1673 cm™ debido al estiramiento
del grupo carbonilo, dos sefiales entre 1100-1250 cm™ debidas posiblemente al estiramiento
de los enlaces C-F y C-C (1218 y 1141 cm respectivamente) y tres sefiales caracteristicas
en la region de la huella dactilar 842, 808 y 738 cm™ (Figura 8-11). A partir de estas sefiales
se realizo6 el monitoreo de la reaccion del intercambio del contraidn por espectroscopia FT-
ATR. Por otro lado, el andlisis de péptidos por FT-ATR involucra tres regiones del espectro:
region Amida 1 (1600-1690 cm™, estiramiento C=0), Amida Il (1480-1575 cm™,
estiramiento C-N, flexion N-H) y Amida 111 (1229-1301 cm?, estiramiento C-N, flexion N-
H) [8] (figuras 8-11). Las sefales del contraién CFsCOO en 1673 cm™, 700-950 cm? y

1100-1250 cm* se pueden superponer a las sefiales del péptido de la region de Amida 111 [9]
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sin embargo, fue posible utilizarlas para realizar el seguimiento del intercambio del

contraion.
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Figura 8-11: Espectro FTIR-ATR para la sal de trifluoroacetato de sodio (Na* CFsCOO"). Fuente:
ChemicalBook (2017) [55]

En la figura 8-12 se observa el espectro FT-ATR del péptido 1-TFA el cual presenta sefiales
en 1655 cm™ (region Amida I; estiramiento C=0) y 1543 cm (regién Amida I1). Se observa
superposicion de las sefiales en la region de 1200-1138 cm™ del estiramiento C-F y de la
region Amida Il1. Adicionalmente, podemos visualizar bandas intensas en la region de 750-
900 cm™* debidas al trifluoroacetato. Por otro lado, se ven sefiales en 1958 y 2928 cm™ que
corresponden a estiramientos C-H alifaticos.

La figura 8-12B presenta el espectro FT-ATR para el péptido 1-HCI, donde se conservan
algunas regiones de su contraparte 1-TFA (figura 8-12A), por ejemplo, las sefiales de 1655
y 1543 cm™L. Sin embargo, se observaron variaciones en las regiones de 1100 a 1200 cm™ y
de 750 a 950 cm™. Para el péptido 1-HCI se observan dos sefiales de muy baja intensidad en
1204 cm™ y otra sefial de baja intensidad en 1134 cm™. Entre 750 y 950 cm™ las tres sefiales

837, 802 y 721 cm* tienen menor intensidad. Lo anterior indica que las regiones entre 1100
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a1200 cm™ y de 750 a 950 cm™ pueden ser utilizadas para monitorear de manera cualitativa
y réapida el progreso de la reaccion de intercambio del contraion, en funcién de la

desaparicion de las bandas del TFA.
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Figura 8-12: Monitoreo de la reaccion del intercambio del contraién. Espectros FT-ATR de los péptidos
(A) 1-TFAy (B) 1-HCI. Las franjas de color rosado muestran las sefiales que se atribuyen al TFA.

8.3.1 Seguimiento y cuantificacion del intercambio del contraién por °F
RMN

El experimento RMN *°F fue utilizado para realizar el seguimiento del intercambio del
contraion mediante la abundancia isotopica del 19F, la cual corresponde al 100%, por lo

tanto, es bastante sensible para detectar trifluoroacetato en los péptidos. En la Figura 8-13
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se observa la comparacion entre los espectros de *F RMN de los péptidos 1-TFA (Figura
8-13A) y 1-HCI (Figura 8-13B). En ambos espectros se observa un singlete en -75,5 ppm
que integra para tres &tomos de Fluor. La sefial corresponde al desplazamiento quimico del
fldor en el CF3COO'. En la figura 13A se observa una sefial con intensidad de alrededor 6
x10° para el péptido con TFA y en la figura 13 B se observa una sefial con intensidad de
alrededor de 5x10* que corresponde al TFA después de realizar el intercambio del contraion
con HCl, esto significa una disminucion de dos 6rdenes de magnitud en la concentracion del
TFA en el péptido después del intercambio de contraion. Con la relacion de alturas se estimé
que la remocion del contraidn trifluoroacetato fue mayor al 95%. Al calcular la relacion de
la altura de la sefial de los dos péptidos se establecid que el cambio del contraiéon fue
eficiente, lo que concuerda con lo observado por RP-HPLC.
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Figura 8-13: Espectros *°F RMN para el péptido 1-TFA (20 mg/mL): (376 MHz, H,0+D;0) § -75.76. (A) y
1-HCI (16 mg/mL): (376 MHz, D,0) & -75.76. (B).; Notese que la escala del espectro de 1-TFA es mayor en
un orden de magnitud respecto a la del péptido 1-HCI

Analizando del contraion por °F-RMN [8] , se afiadi6 a las muestras de péptido un estandar
interno de trifluoroetanol (TFE). ElI TFE presenta una sefial en forma de triplete con un
desplazamiento quimico en -76,97 ppm, esta forma de triplete se presenta por interacciones
heteronucleares del fltor con los hidrogenos adyacentes a tres enlaces en el carbono

alcohdlico (Figura 8-14).
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Figura 8-14: Espectro °F RMN para el péptido 1-TFA (20 mg/mL): (376 MHz, H,0+D,0) § -75.76 (TFA) y
8 -76.97 (TFE). El TFE fue usado como patrdn interno para hacer el seguimiento del TFA en los péptidos.

Se construyeron de manera exploratoria dos curvas de calibracion (estandar interno (SI) y
estandar externo (SE)) con tres niveles de concentracién y una réplica, utilizando como
estandar interno el trifluoroetanol (TFE) y el estandar externo el TFA. Para la curva con Sl
se prepararon tres soluciones pesando tres cantidades diferentes de TFA y una cantidad
constante de TFE (10 pL) en agua deuterada. Las soluciones se analizaron por **F-RMN
como se describe anteriormente. La curva de calibracion por Sl se construyé graficando
[TFA)/[TFE] vs la relacion de areas [Atral/Atre] (que es la relacion de la integracion de las

sefales de singlete de TFA -75,76 ppm y el area de la sefial de TFE que es un triplete con
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desplazamiento quimico en -76,97 ppm). Para la curva de SE, se grafico [TFA] p/p Vs la
altura de la sefial del TFA (Anexo H, pag. 104).

Tabla 10 Resultados de las curvas de calibracion por °F-RMN.

Curva de calibraciéon usando estandar interno

Peso en mg )
Area
Muestra TFA TFE Solucién [[-I.-I_T:'E]]/ -2?:;/
TFE
Nivel 1 113,29 11,54 555,39 1,26 0,58
Nivel 2 327,36 11,15 547,65 3,75 3,95
Nivel 3 429,92 10,89 544,08 5,05 6,14
y=1,45x-1,31; r> = 0,996
Curva de calibracion usando estandar externo
Muestra Peso TFA  Peso solucion [TFA] p/p Altura sefial
Nivel 1 113,29 555,39 0,27 513606
Nivel 2 327,36 547,65 0,80 1277748
Nivel 3 429,92 544,08 1,06 2076666
y=19120338x-68573; r* = 0,957
Péptido Peso [péptido]p/p**  Altura sefial [TFA]p/p  %TFA*
2-TEA 6,68 12,04 4586628 2,44 20
2-HCl 5,00 9,08 4000 0,04 0,4
2-AcOH 8,95 16,30 83879 0,08 0,5
1-TFA 10,06 18,18 6042464 3,20 18
1-HCI 8,00 14,45 50538 0,06 0,4
3-TFA 10,11 15,22 5382374 2,85 19
3-HCI 4,44 6,68 20309 0,05 0,7

*%TFA en la solucion de TFA-D,O. ** la concentracion de péptido en la solucién deuterada (p/p) fue
calculada utilizando el volumen de D,0O adicionado y la densidad reportada del D,O = 1,105 g/mL.

De manera preliminar la curva con Sl presentd mayor coeficiente de determinacién
indicando que este método puede ser utilizado para cuantificar el contenido de ién
trifluoroacetato en los péptidos. Se cuantifico el contenido de TFA en los péptidos mediante
la curva de SE; los péptidos fueron disueltos en D20 lo que permitid calcular el porcentaje
de TFA, obteniendo que los péptidos 1-TFA, 2-TFA y 3-TFA contienen entre 18-20% de
TFA, mientras que en los péptidos 1-HCI, 2-HCI. 2-AcOH y 3-HCI, el contenido de TFA
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fue menor al 1%. Estos resultados son acordes con los observado en los anélisis por SHRP-
HPLC.

8.3.2 Cuantificacién de los contraiones trifluoroacetato o acetato en
péptidos por SHRP-HPLC

Teniendo en cuenta la idoneidad del sistema cromatografico y la optimizacion de la
metodologia para el intercambio del contraidn, se construyé la curva de calibracion para el
CF3COQ y para el acido acético, CH;COOH (Figura 8-15). Para cada curva de calibracion
se usaron 12 niveles de concentracion (n=2) y se realizo el tratamiento de los datos para
evaluar el ajuste por el método de minimos cuadrados ordinarios. Los niveles fueron
disefiados para que se tuviera un amplio rango, que permitiera evaluar el contenido del ion

trifluoroacetato en el péptido-TFA y en el péptido-HCI.
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Figura 8-15: Cromatograma de la curva de calibracién para cuantificar el contraién CF;COO" (tr= 2,4
min) y el CH3COOH (tr= 3,4 min) obtenida por SHRP-HPLC.

8.3.2.1 Curva de calibracion del contraion trifluoroacetato

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se construyd la curva de calibracion para el
contraion trifluoroacetato como se muestra en la figura 8-16, donde se observa una tendencia
lineal, no se observan datos atipicos (alejados de la curva ajustada), el ajuste por minimos

cuadrados normales de los valores de la curva de calibracion del CF;COO" de los datos
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comprendidos en el intervalo 0,026-1,200 mg/g (figura 8-16) arrojo los siguientes
resultados: coeficiente de correlacion de r= 0,9997 y un coeficiente de determinacion r?=
0,9993. Adicionalmente, se realizaron pruebas estadisticas y de sensibilidad a esta curva de
calibracion para determinar el mejor rango de trabajo para cuantificar el contraion presente

en los péptidos.

500
450
400
350 .
300
250
200
150
100
50 o
0 @
0.000 0.200 0.400 0.600 0.800 1.000 1.200
Concentracion TFA (mg/g)
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x 100000
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Figura 8-16: Curva de calibracién del contraion trifluoroacetato, rango de concentraciones 0,026-1,200
mg/g
La gréfica de sensibilidad (intervalo de 95-105%) (Figura 8-17) indica que todos los niveles
de concentracion se encuentran dentro del rango de linealidad a excepcion del nivel de
mayor concentracion (1,200 mg/g). Se observa que a medida que se aumenta la
concentracion (0,600-1,200 mg/g) los valores se alejan del valor medio en la curva de
sensibilidad, se manejaron limites de tolerancia de un 5% por encima y por debajo del valor

de la mediana.
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Figura 8-17: Gréfica de sensibilidad de la curva de calibracion (0,026-1,200 mg/g) del CFsCOO-.

Al analizar la gréafica de sensibilidad (figura 8-17) y el % residuales (Anexo E, pag. 98), se
evidencio que el nivel de més alta concentracion sale del rango y que el nivel de la
concentracion mas baja presentd mas del 20% en el calculo de los residuales relativos.
Entonces se selecciona el rango de trabajo entre el nivel 2 al 11 (0,017 — 0,889 mg/g TFA)
y la inspeccién visual de esta curva (figura 8-18) muestra tendencia lineal, no se observan
datos atipicos y el ajuste de los datos por minimos cuadrados ordinarios muestra un
coeficiente de correlacion de 0,9999 y un coeficiente de determinacion (R?) de 0,9998 (Tabla
11).
400
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Figura 8-18: Curva de calibracion del CFsCOO" con el rango de trabajo seleccionado
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Figura 8-19: Gréfico de sensibilidad de la curva de calibracién del CFsCOO" con el rango de trabajo
seleccionado

La Figura 8-19 presenta el grafico de sensibilidad para la curva de calibracion (0,017 — 0,889
mg/g TFA). Para este caso, el andlisis de sensibilidad muestra que todos los puntos
seleccionados se encuentran en el rango lineal.
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Figura 8-20:  Gréfico de residuales para la curva de calibracion del CF;COO"

El anélisis de los residuales (Figura 8-20) muestra que hay valores positivos y negativos en
el intervalo usado, se observa la aleatoriedad de los valores. Sin embargo, los valores
correspondientes a niveles bajos de concentracion (0,002-0,005 mg/g) se concentran en el
lado positivo de los residuales lo que puede considerarse como tendencia, sugiriendo
heterocedasticidad del sistema. Sin embargo, el porcentaje de los residuales relativos fueron
menores al 20%, (Tabla 11).
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Tabla 11 Analisis de residuales relativos de la curva de calibracion de CF3COO-

TFA (mg/g) Prondstico paraY Residuos % Residuales

0,017 811494 -129741 16,0
0,017 811494 -128066 15,8
0,024 1100324 -100876 9,2
0,024 1100324 -99706 91
0,033 1434108 -76619 5,3
0,033 1434108 -77898 5,4
0,044 1859578 -56078 3,0
0,044 1859578 -47510 2,6
0,084 3392584 -14233 0,4
0,084 3392584 -15540 0,5
0,123 4897974 25860 0,5
0,123 4897974 34419 0,7
0,132 5222645 93176 1,8
0,132 5222645 87797 1,7
0,294 11475425 286207 2,5
0,294 11475425 292588 2,5
0,594 22987264 191252 0,8
0,594 22987264 195949 0,9
0,890 34356992 -231652 0,7
0,890 34356992 -229328 0,7

El andlisis por t-student y Anova indican que la pendiente es diferente de cero lo que sugiere
una relacion lineal (Anexo F, pag. 100). A pesar de que el sistema es heterocedastico, se
considera utilizar el ajuste por minimos cuadrado-ordinarios para determinar el contenido
del contraion CFsCOO" teniendo en cuenta lo expuesto por Snyder y colaboradores [50],
que indica que este comportamiento se observa en curvas de calibracion construidas
utilizando la concentracion del analito expresada en p/p. Ademas, la gréafica del %-error vs
el log de la concentracion (%-error plot) (Figura 8-19) muestra que el error relativo a
concentraciones bajas (6%) fue menor comparado con el encontrado para los niveles altos
de concentracién; Snyder menciona que el error permitido es maximo 20% Yy en este caso se

puede asumir que el ajuste lineal de los datos es adecuado.
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Figura 8-21: Gréfico %-error Vs log concentracion del TFA (rango entre 0,026-1,200 mg/g)

Tabla 12 Parametros de las curvas de calibracion ajustada por el método de minimos cuadrados

Parametros de las curvas de calibracién de los iones

Parametro Trifluoroacetato Acetato
Ecuacion y = (38439532 + 125355)x + 159872 y = (5845969 + 8191)x — 6040
R 0,9998 1
r2 0,9999 1
LOD mg/g 0,0038 0,007
LOQ mg/g 0,0116 0,022
Rango de trabajo mg/g 0,017-0,889 0,022 — 3,940

En la Tabla 13 se muestran los resultados del contenido de CFsCOQO" para los péptidos 1-
TFA, 2-TFA, 3-TFA, 4-TFA y 6-TFA el cual estuvo fue entre 0,112 y 0,143 mg/g y para
los péptidos con el contraion clorhidrato el contenido de CF3COO™ fue menor al limite de
cuantificacion (LOQ). Igualmente, este resultado indica que el método permite realizar el
intercambio del contraidn efectivamente y que el CFsCOQO™ remanente en el peptido es muy

bajo.

Tabla 13 Concentracion del contraion trifluoroacetato de los péptidos.

Concentracion (mg/g)
Péptido CF;COO
1-TFA (RRWQWRRLLR),K-Ahx 1,04 0,143

Péptido Secuencia
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1-HClI 105 @00
2TF (RRWQWRFKKLG):K-Ahx 1,04 0,143
2-HClI L8 <00
-TFA
3 KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR 1,05 0,112
3-HClI 14 <06
4-TFA o5 rs
RRWQWRRWQWR , :
4-HCl Q Q Loa e
6-TFA Lo s
RWQWRWQWR , :
6-HClI Q Q Lo <00

8.3.2.2 Curva de calibracion del acido acético

La curva de calibracion del CH3COOH (Figura 8-22) muestra el valor de 1 para el
coeficiente de correlacién y el coeficiente de determinacion, el analisis de la grafica de
sensibilidad (Figura 8-23) indica que todos los niveles de concentracién estuvieron en el
rango de linealidad, por lo que el rango de trabajo se establecié entre 0,022-3,940 mg/g de
acetato, para este caso el LOD y LOQ dieron valores de 0,007 y 0,022 mg/g de acetato
respectivamente.

Para determinar la linealidad de la curva de calibracién del CH3COOH se realizaron pruebas
estadisticas de ANOVA y se determin6 que el valor critico de F es menor a F calculado
(Anexo G, pag. 102). El analisis por t Student muestra que el intercepto pasa por cero y la
pendiente es diferente a cero. El analisis del % de residuales relativos muestra que todos los
valores estan por debajo del 20%, es decir estan en el criterio de aceptacion. El gréfico de
residuales tiene un comportamiento heterocedéstico, sin embargo, en forma similar a la
curva de calibracion del CFsCOO, esta cumple con los demaés criterios de linealidad, como
% residuales relativos, tendencia lineal, ausencia de valores atipicos, valores del coeficiente
de correlacion y determinacion cercanos a 1 (Tabla 14) por lo que se asume que la curva de
calibracion ajustada por minimos cuadrados normales es adecuada para determinar el
contenido CH3COOH.
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Figura 8-22:  Curva de calibracion CH:COOH
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Figura 8-23: Gréfica de sensibilidad de la curva de calibracion del CH3COOH. Observe que todos los
valores de la curva se encuentran en el rango lineal.

Tabla 14 Pardmetros de las curvas de calibracion ajustada por el método de minimos cuadrados

Parametros de las curvas de calibracién de los iones

Parametro Trifluoroacetato Acetato

Ecuacion y = (38439532 + 125355)x + 159872 y = (5845969 + 8191)x — 6040
R 0,9998 1
r2 0,9999 1

LOD mg/g 0,0038 0,007

LOQ mg/g 0,0116 0,022

Rango de trabajo mg/g 0,017-0,889 0,022 — 3,940
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8.4 Caracterizacion de los péptidos obtenidos por técnicas
analiticas: RP-HPLC, LC-MSy RMN

8.4.1 Caracterizacion por RP-HPLC

Los péptidos obtenidos con el contraion trifluoroacetato y clorhidrato fueron caracterizados
por RP-HPLC para verificar que se mantiene la identidad e integridad luego del tratamiento
con HCI. La Figura 8-24 presenta los cromatogramas de los péptidos 1-TFA y 1-HCI, para
ambos péptidos se observa una especie mayoritaria en tr= 8,5 min y una pureza mayor al
97%. La Tabla 15 muestra la caracterizacion de los péptidos evaluados, en la mayoria de los
péptidos se puede observar que el tr no vario entre el péptido-HCI y el péptido-TFA, con
excepcion de los péptidos 10-TFA y 10-HCI ya que la variacion del tiempo de retencion fue
de 4%. Algunos de los péptidos fueron utilizados sin purificar (péptido crudo), con purezas
cromatograficas inferiores al 85%. Las purezas de los péptidos antes y después del

intercambio del contraién fueron similares.
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Figura 8-24: Cromatogramas obtenidos por RP-HPLC (Columna monolitica) de los péptidos 1-TFA (A)
y 1-HCI (B). Ambos péptidos tienen el mismo tgr- 8,5 min y purezas cromatograficas superiores al 97% lo que
indican que el péptido mantuvo su integridad e identidad luego del intercambio del contraién.

Tabla 15 Caracterizacion de los péptidos (TFA y HCI) por RP-HPLC (Chromolith).

i _ Péptido-TFA Péptido-HCI
Codigo Secuencia tr (Mmin) % Pureza tr (Min) % Pureza
1 (RRWQWRRLLR)2K-Ahx 8,5 97 8,5 99
2 (RRWQWRFKKLG)2K-Ahx 8,4 99 8,4 87
3 KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR 9,0 91 9,0 89
4 RRWQWRRWQWR 7,7 93 7,7 90
5 RWQWMWQWR 9,2 92 9,3 86
6 RWQWRWQWR 8,6 78 8,6 80
7 KKWWKKW-Dip-K 8,6 89 8,6 84
8 RRWQWRRLLR 7.8 82 7,8 88
9 RRWQWRFKKL 79 77 8,0 73
10 RRWQWR-Nal-KKLG 8,2* 86 8,5* 84
11 Ahx-RRWQWRFKKLG 79 95 7,9 90
12 DGR-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-RGD 8,2 81 8,2 82
13 (RWQWRWQWR)2K-Ahx 9,2 81 9,0 83
14 (RRWQWR-1Nal-KKLG)2K-Ahx 8,5 74 8,5 74

*Péptido con diferencia de tiempo de retencion del 4%

8.4.2 Caracterizacion por LC-MS

El analisis por espectrometria de masas se realizd para los péptidos 1 al 4 con el fin de

confirmar la identidad y la masa de los péptidos. La Figura 8-25 presenta los espectros de
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masas para los péptidos 1-TFA y 1-HCI donde se verifica que la masa experimental

corresponde a la masa teorica para ambos péptidos. Los resultados de RP-HPLC y LC-MS

permiten establecer que la identidad y la integridad del péptido se mantuvo luego del

intercambio del contraién.
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Figura 8-25: Espectro de masas LC-ESI-QTOF de los péptidos 1-TFA (arriba) y 1-HCI (abajo). Se

observan las especies multicargadas y la ampliacion de la distribucién isotépica, la deconvolucién del espectro
de masas permitio determinar la masa experimental del péptido.
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Este mismo analisis se realizo para los péptidos 2, 3 y 4 (Tabla 16), donde se observo el
mismo comportamiento, los tiempos de retencion se mantuvieron, las purezas
cromatograficas fueron mayores al 85% y las masas experimentales correspondieron con las
masas tedricas en todos los casos. Esta caracterizacion por cromatografia liquida y por
espectrometria de masas permitio comprobar que no hay alteraciones en la integridad e

identidad del péptido cuando se realiza el intercambio del contraién.

Tabla 16 Caracterizacién de los péptidos antes y después del intercambio del contraién

RP-HPLC M
Péptido Secuencia
tr (Min)  Pureza (%) Tedrico Experimental
1-TFA 8,5 97 3272,9600 3273,0022
(RRWQWRRLLR)2K-Ahx
1-HCI 8,5 99 3272,9600 3272,9722
2-TFA 8,4 99 3342,5000 3342,9792
(RRWQWRFKKLG)2K-Ahx
2-HClI 8,4 87 3342,5000 3342,9760
3-TFA 9,0 91 2092,3270 2092,3498
KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR
3-HClI 9,0 89 2092,3270 2092,3513
4-TFA 7,7 93 1797,9700 1797,9588
RRWQWRRWQWR
4-HCI 7,7 90 1797.9700 1797,9573

8.4.3 Caracterizacién por RMN 'Hy COSY

La caracterizacién de los péptidos obtenidos también se realizé mediante los experimentos
RMN Hy COSY. En los espectros *H (8-26A y 8-27A) de ambos péptidos se observé que
la mayoria de las sefiales tienen el mismo desplazamiento quimico y multiplicidad,
sugiriendo que el péptido no fue afectado por el tratamiento con HCI 0,02 M (figura 8-26A),

lo que concuerda con los resultados de los anélisis de RP-HPLC y LC-MS.
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Figura 8-26: Espectro RMN *H (arriba) y COSY (abajo) para el péptido 1-HCI
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En los experimentos COSY se puede observar que la mayoria de las sefiales coinciden en

ambos espectros, excepto “para el multiplete en la region de 2-2,5 ppm observado en el

péptido 1-HCI. Estos resultados son concordantes con los resultados de *°F, *H, RP-HPLC

y LC-MS que indican que el péptido no fue afectado por el tratamiento con HCI 0,02 M.
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Figura 8-28: Superposicion de los espectros RMN *H de los péptidos 1-TFA y 1-HCI

8.5 Etapa 3: Ensayos de actividad antibacteriana, anticancerosa

y selectividad

Dado que los péptidos evaluados ya habian presentado actividad antibacteriana y/o

anticancerosa y hemolitica, se evalud si el intercambio del contraion afecto la actividad de

los péptidos.

8.5.1 Actividad antibacteriana

La tabla 17 presenta los resultados de actividad antibacteriana de los péptidos en las cepas
E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213, no se observaron diferencias significativas

en los valores de la CMI y CMB en todos los casos. Los resultados sugieren que la actividad

antibacteriana del péptido no fue afectada por el cambio de contraion.

Tabla 17. Actividad antibacteriana de los péptidos evaluados en cepas de E. coli ATCC 25922 y S. aureus

ATCC 29213

Actividad antibacteriana (uUM)

Péptido E. coli ATCC 25922 S. aureus ATCC 29213
MIC MBC MIC MBC
1-TFA 15 30 8 30
1-HCI 15 15 8 15
2-TFA 15 > 60 30 60
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2-HCl 15 > 60 30 60
3-TFA 24 48 48 48
3-HClI 24 48 24 48
4-TFA 14 >111 56 111
4-HCl 14 >111 56 56

Adicionalmente, se realizaron tres controles con los contraiones evaluados, observandose
que no presentaron actividad antibacteriana a las concentraciones evaluadas, la cuales
correspondieron a la concentracion del contraidn tedrica contenida en el peptido 2-TFA,; Las
concentraciones del péptido evaluadas fueron 200, 100, 50, 25, 12,5 y 6,25 pg/mL (tabla
23); las concentraciones equivalentes de TFA fueron 80; 40; 20; 10; 5y 2,5 pg/mL (tabla
24); las concentraciones equivalentes de HCI fueron 26; 13; 6,5; 3,25y 1,62 pug/mL (tabla
24); las concentraciones equivalentes de CH3COOH fueron 42,1; 21,05; 10,5; 5,26; y 2,63
pg/mL (tabla 18).

Tabla 18. Actividad antibacteriana de los péptidos evaluados en cepas de E. coli ATCC 25922 y S. aureus
ATCC 29213

Actividad antibacteriana (ug/mL)

Contraion E. coli ATCC 25922 S. aureus ATCC 29213
MIC MBC MIC MBC
CF;COO > 80 > 80 > 80 >80
Cl > 26 > 26 > 26 > 26
CH3COO > 42 > 42 > 42 > 42

8.5.2 Actividad anticancerigena

En las figuras 8-29 y 8-30 se presenta la viabilidad celular de la linea celular MCF-7 tratadas
con los péptidos 1-TFA y 1-HCI, no se observo un cambio significativo en el efecto
citotoxico de los péptidos, con valores de ICso de 15 y 13 UM respectivamente, sugiriendo
que el cambio del contraion no afect6 la actividad anticancerosa de los péptidos. También
se observo que las células sin tratamiento presentan la morfologia caracteristica de estas
células como reflectivas, alargadas y grandes. Cuando las celulas fueron tratadas con los
péptidos a una concentracion de 200 pg/mL se observé cambios en la morfologia celular

como redondeamiento, encogimiento y perdida en su reflectancia (comportamiento
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caracteristico de células en procesos apoptoticos). En forma similar los péptidos 3-TFA y 3-
HCI presentaron similar actividad con valores del 1Cso= 40y 39 uM respectivamente (Figura
8-30). Las células tratadas con estos péptidos presentaron cambios morfoldgicos similares a
los observados para los péptidos 1-TFA y 1-HCI.
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Figura 8-29: Viabilidad celular de las células MCF-7 tratadas con el péptido 1-TFA y 1-HCI
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Figura 8-30: Viabilidad celular de las células MCF-7 tratadas con el péptido 3-TFA y 3-HCI

Adicionalmente, la figura 8-31 presenta los resultados para los péptidos 2-TFA y 2-HCI (A)
y 4-TFA y 4-HCI (B), donde se observa que el % de viabilidad celular fue similar.
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Figura 8-31: Viabilidad celular de las células MCF-7 tratadas con los péptidos 2-TFA, 4-TFA, 2-HCl y
4-HClI

Por otro lado, se evaluo el efecto citotoxico de los péptidos 3-TFA y 3-HCl en la linea celular
HeLa, donde tampoco se evidenciaron cambios significativos en el valor del 1Cso. Para el
péptido 3-TFA se encontrd un ICso de 46 puM vy para el péptido 3-HCI un ICso de 49 uM
(Figura 8-32). En la tabla 19 se encuentra un resumen de los valores de 1Cso de los péptidos
en las lineas celulares de céncer, estos resultados indican que no hay diferencias
significativas en el efecto anticanceroso de los péptidos antes y después del cambio del

contraion.

3-TFA 3-HCl
120 IC50: 46 M 120~ 1C:o: 49 UM

100J

80

-

o

o
1

% Viabilidad celular
=] (=]
o o
1 1

% Viabilidad celular

60

40

o
o
1

20

[
o
1

o

T T T 1 0 T T T 1
50 100 150 200 0 50 100 150 200

Concentracién de péptido (png/mL) Concentracion de péptido (ng/mL)

o

Figura 8-32: Viabilidad celular de las células Hel a tratadas con el péptido 3-TFA y 3-HCI

Tabla 19 Resultados actividad citotdxica de los péptidos en las lineas de cancer MCF-7 y Hela

Actividad citotoxica en la linea celular de cancer de mama ICso (UM)

Péptido Secuencia MCE-7
1-TFA 15
1-HClI (RRWQWRRLLR)2K-Ahx 13
2-TFA 8
2-HCI (RRWQWRFKKLG)2K-Ahx 22
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3-TFA 40

3-HCI KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR 39

4-TFA >80

4-HC] RRWQWRRWQWR 99

Actividad citotédxica en la linea celular de cancer de Cuello uterino 1Cso (UM)

Péptido Secuencia HelLa
3-TFA KKWQWK-AhX-RLLRRLLR 46

3-HCI 49

8.5.3 Hemolisis

La actividad hemolitica de los péptidos fue determinada para establecer si el cambio del
contraion afecta la hemolisis de los péptidos. Los péptidos 1-TFA y 1-HCI presentaron
valores alto de hemolisis, 40 y 49% respectivamente a 200 pg/mL. Los dos péptidos son
hemoliticos en la mayoria de las concentraciones evaluadas (Figura 8-33) y no se aprecia
una diferencia significativa entre 1-TFA y 1-HCI. La Tabla 20 y la figura 8-34 muestran los
resultados para los otros péptidos evaluados, encontrando que estos péptidos tienen un
porcentaje de hemolisis menor al 4% y que no se observa una variacion significativa en la

actividad hemolitica por causa del cambio del contraién.

Tabla 20 Resultados de Hemolisis en los péptidos seleccionados.

Concentracion (ug/mL)

Péptido

200 100 50 25 12,5 6,25
1-TFA 39,7% 27,4% 18,9% 10,3% 5,5% 3,3%
1-HCI 48,9% 61,9% 27,8% 15,6% 7,3% 4,0%
2-TFA 0,9% 1,1% 0,9% 0,6% 0,8% 0,5%
2-HCI 1,0% 0,9% 0,7% 0,6% 0,6% 0,6%
3-TFA 1,2% 1,9% 0,5% 0,7% 0,5% 1,4%
3-HCI 3,2% 1,6% 0,9% 0,6% 0,4% 0,3%
4-TFA 0,9% 0,8% 0,7% 0,8% 0,7% 0,5%

4-HCI 0,7% 0,7% 0,5% 0,5% 0,3% 0,5%
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Figura 8-33:  Actividad hemolitica de los péptidos 1-TFA y 1-HCI
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Figura 8-34:  Actividad hemolitica de los péptidos 3y 4 (TFA y HCI)
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Q. Desarrollo de| metodologia de
intercambio del contraion por SPE
(Etapa 4)

El método optimizado del trifluoroacetato a clorhidrato fue eficiente para realizar el
intercambio del contraidn en los péptidos evaluados, basados en esto, en esta etapa adicional
del trabajo se desarroll6 una metodologia para el intercambio del contraion de los péptidos
que fuera simultanea con el proceso de purificacion de los peptidos por RP-SPE.

El desarrollo de esta metodologia se planted para realizar el intercambio del contraion en
menor numero de pasos; para obtener un péptido puro con el cambio de contraion primero
hay que sintetizarlo, purificarlo y luego realizar el intercambio. Adicionalmente, en la
investigacion anterior se realizd exitosamente el cambio del contraion con el péptido crudo.
Por otro lado, el método en solucidn no es posible con el contraién acetato dado que el acido
acético no es un acido tan fuerte para que pueda hacer el desplazamiento del contraion como
si lo realiza el &cido clorhidrico, entonces segun literatura Roux y Colaboradores [8], la
forma de hacer este intercambio (trifluoroacetato a acetato) es a través de columnas de
intercambio anidnico. Teniendo en cuenta todo lo anteriormente mencionado, se plantearon
una serie de experimentos para realizar el intercambio del contraion y la purificacion del
péptido en un solo paso, y asi ahorrar tiempo y uso de solventes como lo mencionan los
lineamientos de la quimica verde. A continuacién, se muestran los resultados de algunos de

los experimentos planteados para tal fin.

9.1.1 Intercambio de contraidn por extraccion en fase solida (SPE):
trifluoroacetato a clorhidrato

Para el intercambio del contraion de trifluoroacetato por clorhidrato en el proceso de
purificacion del péptido por RP-SPE se realizaron experimentos teniendo en cuenta varios
factores: la disolucion del péptido, la fase mévil y los lavados.

Experimento A. El péptido 2-TFA se disolvio en el solvente A (HCI 0,02 M) y fue eluido
con concentraciones crecientes del solvente B (ACN), el programa de elucion fue

establecido a partir del método de purificacion de la seccion 7.3. En la tabla 21 se presenta
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el programa de elucion y las fases moviles utilizadas para realizar la purificacion y el
intercambio del contraion del péptido 2-TFA. Las fracciones A, B y C fueron usadas para
eliminar las impurezas que no se retienen. Las fracciones 1a, 1b y 1c se usaron para eliminar
el HCl en exceso y luego se eluyd con el solvente B (ACN).

Tabla 21 Programa de elucion para el intercambio de contraidn del peptido 2-TFA por RP-SPE
(experimento A). El peptido (20 mg/mL) fue disuelto en HCI 0,02 M. Las fracciones fueron de 12 mL.

Experimento A

Fraccion % ACN pL ACN Fase movil

A 0 0

B 0 0 HCI1 0,02M
C 0 0

la 0 0

1b 0 0 H-20

1c 0 0

2 5 600

3 10 1200

4 15 1800

5 17 2040

6 18 2160

7 19 2280

8 20 2400 MOy ACN
9 21 2520

10 22 2640

11 23 2760

12 50 6000

13 100 12000

El resultado de este experimento se presenta la figura 9-1, el cromatograma del péptido
crudo 2-TFA y el péptido purificado 2-HCI, muestran que el proceso simultaneo de
intercambio del contraion y la purificacion fue exitoso. El cromatograma (SHRP-HPLC)
del péptido 2-HCI no presenta el pico correspondiente al CF3COO™ (tr= 2,46 min).
Adicionalmente, el péptido 2-HCI se analiz6 por RP-HPLC (Columna Chromolith) y se
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observa una sefial principal con el tr= 8,4 min el cual coincide con la del péptido de partida
2-TFA. La pureza cromatogréafica del péptido 2-HCI fue del 79% indicando que el proceso

de purificacién no fue adecuado, aunque el intercambio del contraion si lo fue.

240
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40
2-HCI

00 04 08 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Minutos

Figura 9-1: Cromatograma de los péptidos 2-TFA y 2-HCI por SHRP-HPLC (Experimento A). En el
cromatograma del péptido crudo 3-TFA se observa una sefial en tg= 2,46 min que corresponde al CFsCOOr,
mientras que para el péptido 2-HCI no aparece esta sefial.
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Figura 9-2: Cromatograma por RP-HPLC (Columna Chromolith) (Experimento A). El cromatograma del
péptido 2-HCI presenta una sefial en tr= 8,4 min y con una pureza cromatografica de 79%.

Experimento B. El péptido crudo 2-TFA fue disuelto en el solvente A (H.O-HCI 0,02 M)
y cargado en la columna, luego se pasaron 3 fracciones de 12 mL (A, B y C) para eliminar

las impurezas no retenidas. Luego se eluyé el péptido utilizando un gradiente creciente del
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solvente B (ACN-HCI 0,02 M) (Tabla 22). Como resultado de este experimento (figura 8-

30) se observa que el intercambio del contraion fue exitoso.

Tabla 22 Programa de elucion del experimento B para el intercambio de contraion. El péptido crudo 2-TFA
fue disuelto en el solvente B (20 mg/mL).

Experimento B

Fraccion % ACN pupL ACN Fase movil

A 0 0

B 0 0 HCI 0,02M

C 0 0

1 0 0

2 5 600

3 10 1200

4 15 1800

5 16 1920

6 17 2040

. 18 2160 ACN con HCI
0,02M

8 19 2280

9 20 2400

10 21 2520

11 22 2640

12 50 6000

13 100 12000
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Figura 9-3: Cromatograma por SHRP-HPLC de los péptidos 2-TFA (morado) y 2-HCI (Experimento B). En
el cromatograma del péptido crudo 2-TFA se observa una sefial en tr =2,46 min que corresponde al TFA,
mientras que para el péptido 2-HCI no aparece ningun pico para este tiempo de retencién.

El péptido purificado 2-HCI obtenido en el experimento B (figura 9-4) muestra la sefial en
tr= 8,4 min y una pureza cromatogréafica de 95%, lo que indica que el proceso simultaneo

de purificacién e intercambio del contraion fue exitoso.
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Figura 9-4: Cromatograma por RP-HPLC (Columna Chromolith) del péptido purificado 2-HCI (Experimento
B). El péptido 2-HCI muestra una sefial en tr= 8,4 min y con una pureza cromatografica de 95%.

En la Tabla 23 se presentan los resultados de la cuantificacién del CFsCOQO" remanente en
el péptido 2-HCI obtenidos en los experimentos A y B. Los resultados muestran que el
contenido de CF3COO™ en el péptido purificado 2-HCI esta por debajo del limite de
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deteccidn (LOD), es decir que el cambio del contraion se realizd de manera eficiente en

ambos experimentos.

Tabla 23 Cuantificacion del TFA remanente en el péptido purificado 2-HCI obtenidos en los experimentos

AyB.
Concentracion (mg/g)
Experimento Péptido
Péptido CF3COO
- 2-TFA 1,04 0,177
A 2-HClI 1,05 <LOD
B 2-HCI 1,04 <LOD

9.1.2 Intercambio de contraién implementando extraccién en fase
solida (SPE): trifluoroacetato a acetato
Tomando como referencia el anterior capitulo se implementd el proceso simultaneo de
purificacion y del intercambio del contraion de trifluoroacetato a acetato por RP-SPE.

Experimento C. El péptido crudo 2-TFA fue disuelto en el solvente A (H.O- CH3COOH al
5%) de manera similar a los experimentos A y By cargado en la columna, luego se realizaron
lavados con solvente A, al adicionar el solvente se dejé eluir sin que se secara la columna y
se tapd la salida y se mantuvo por 20 min (4x12 mL) (FA, FB, FC y F1). Luego el péptido
fue eluido con concentraciones crecientes del solvente B (ACN-CH3COOH al 5%).

Tabla 24 Programa de elucion para la purificacion del péptido crudo 2-TFA (Experimento C). El péptido
crudo (20 mg/mL) fue disuelto en el solvente A.

Experimento C

Fraccion % ACN pL ACN Fase movil
FA 0 0
FB 0 0 H-0 - CH3COOH
FC 0 0 5%
F1 0 0
F2 5 600 H,0 - CH3COOH
F3 10 1200 5% y ACN -

F4 15 1800 CH3COOH 5%
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F5 17 2040
F6 18 2160
F7 19 2280
F8 20 2400
F9 21 2520
F10 22 2640
F11 23 2760
F12 50 6000
F13 100 12000

La figura 9-5 muestra el cromatograma del péptido purificado 2-AcOH donde se observan
dos picos de baja intensidad en tr= 2,49 min que corresponde al CF3COO" y en tr= 3,33 min
que corresponde al CH3COOH. Los resultados indican que se intercambio parcialmente el

contraion trifluoroacetato por acetato.
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Figura 9-5: Cromatograma por SHRP-HPLC del péptido purificado 2-AcOH por RP-SPE (Experimento C).
La sefial de baja intensidad en tr= 2,49 min corresponde al CF3COO", y la sefial en tg= 3,33 min corresponde
al CH3COOH.

Experimento D. El péptido crudo 2-TFA fue disuelto en el solvente A (H2O- CH3;COOH al
10%) de manera similar al experimento C, luego se realizaron lavados con solvente A, al

adicionar el solvente se dejé eluir sin que se secara la columna y se tapo la salida y se
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mantuvo por 20 min (3x12 mL) (A, B y C) (Tabla 20). Luego el péptido fue eluido con
concentraciones crecientes del solvente B (ACN-CH3COOH al 10%).

Tabla 25 Programa de elucion para la purificacion del péptido 2-TFA (Experimento D). El péptido 2-TFA
crudo (20 mg/mL) fue disuelto solvente A.

Experimento D

Fraccion % ACN uL ACN Fase movil
A 0 0
B 0 0 H-0 - CH:COOH
10%
C 0 0
1 0 0
2 5 600
3 10 1200
4 15 1800
5 16 1920
6 17 2040 H20 - CH3COOH
7 18 2160 10% y ACN -
8 19 2280 CH3;COOH 10%
9 20 2400
10 21 2520
11 22 2640
12 50 6000
13 100 12000

La figura 9-6 muestra el cromatograma del péptido purificado 2-AcOH donde se observan

dos picos de igual intensidad en tr = 2,7 min que corresponde al CH3COOH y en tr = 3,3

min que corresponde a una impureza de la fase mdvil (identificada al correr un blanco)

(Anexo D, pag. 97). La sefial del CFsCOO™ con tr = 2,4 min no se observo en el

cromatograma sugiriendo que el intercambio del contraion de trifluoroacetato a acetato fue

eficiente.
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Figura 9-6: Cromatograma por SHRP-HPLC del Experimento D por SPE. Se divisa un pico en tg = 2,7min
que corresponde a una contaminacion de la fase mévil y un pico en tg = 3,3 min que corresponde al &cido
acético.

El cromatograma del péptido purificado 2-AcOH (Figura 9-7) muestra una sola especie
mayoritaria en tr= 8,4 min y una pureza cromatografica del 98%, lo que sugiere que el
proceso simultaneo de purificacion e intercambio del contraion de trifluoroacetato a acetato
fue exitoso.
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Figura 9-7: Cromatograma del péptido 2-AcOH obtenido por RP-HPLC (Columna Chromolith) del
Experimento D. La sefial del péptido se encuentra en tg = 8,4min y con una pureza cromatografica de 98%.

Experimento E. El péptido crudo 2-TFA fue disuelto en el solvente A (H20O- CH3COOH al

10%) de manera similar a los experimentos C y D y cargado en la columna, luego se pasaron
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3 fracciones de 12 mL de solvente A (A, B y C) para eliminar las impurezas no retenidas
(Tabla 26). Luego se pasé una fraccion de 12 mL de agua para eliminar los interferentes que
se pudieron generar en los primeros lavados. Luego el péptido fue eluido con
concentraciones crecientes del solvente B (ACN-CH3;COOH al 10%) (Tabla 26).

Tabla 26 Programa de elucion del péptido crudo 2-TFA (Experimento E). El péptido 2-TFA crudo (20
mg/mL) fue disuelto el solvente A.

Experimento E

Fraccion % ACN pL ACN Comentarios

A 0 0

H,0 - CHsCOOH
B 0 0

10%

c 0 0
1 0 0 H,0
2 5 600
3 10 1200
4 15 1800
5 16 1920
6 17 2040

H,0 - CHsCOOH
7 18 2160

10% y ACN -

8 19 2280

CH3;COOH 10%
9 20 2400
10 21 2520
11 22 2640
12 50 6000
13 100 12000

La figura 9-8 se presenta el cromatograma del péptido 2-AcOH donde se observa el pico
correspondiente al acido acético en tr =3,3 min. Lo anterior indica que el intercambio del
contraion de trifluoroacetato a acetato en el proceso de purificacion por RP-SPE fue exitoso.
La impureza que habia aparecido en los anteriores resultados no aparece en esta sefial tras

una serie de liofilizaciones adicionales al proceso.
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Figura 9-8: Cromatograma del péptido puro 2-AcOH por SHRP-HPLC (Experimento E). Se observa un pico
en tr = 2,7min que corresponde a una contaminacion de la fase mévil y un pico en tg = 3,3 min que corresponde

al &cido acético.

En la figura 9-9 se presenta el cromatograma del péptido purificado 2-AcOH, donde se
observa la sefial de tr = 8,4 min que corresponde al péptido con una pureza cromatografica
del 98%. Esto indica que el proceso simultaneo de purificacidn e intercambio del contraion

de trifluoroacetato a acetato fue exitoso.
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Figura 9-9: Cromatograma del péptido purificado 2-AcOH (Columna Chromolith) (Experimento E). La sefal
del péptido 2-AcO se encuentra en tg= 8,4 min con una pureza cromatogréafica de 98%.
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La tabla 27 presenta los resultados de la cuantificacion de los contraiones del péptido
obtenido en los experimentos C, D y E. Para los experimentos D y E el contenido de
CF3COO" en el péptido purificado 2-AcOH es menor al LOQ, y la concentracién para el
acido acético fue de 0,126 y 0,267 mg/g respectivamente.

Tabla 27 Contenido de los contraiones de CF3COO" y CH3;COOH en el péptido 2-AcOH obtenido en los
experimentos C, Dy E.

Concentracion (mg/g)

Experimento Peptido Péptido CE:COO"  CHaCOOH
: 2-TFA 1.04 0177 i
c 2-AcOH 1,05 0,021 0,665
D 2-AcOH 1,04 <LOQ 0.126
E 2-ACOH 1,05 <LOQ 0.267

9.1.3 Seguimiento intercambio del contraién por FT-ATR
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Figura 9-10: Espectro FT-ATR para el péptido 2 (RRWQWRFKKLG).K-Ahx con TFA (arriba) y el péptido
2 con HCl y AcOH (abajo).

Como se muestra en la figura 9-10 los resultados del analisis por esta técnica analitica
muestran la disminucion en las sefiales correspondientes del trifluoroacetato cuando se

realiza el intercambio del contraion por SPE para los contraiones clorhidrato y acetato.
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9.1.4 Seguimiento intercambio del contraién por *°*F-RMN
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Figura 9-11: Espectros 19F-RMN para el péptido (RRWQWRFKKLG),K-Ahx con los contraiones a) TFA,
b) HCl y ¢) AcOH.

En esta seccion se presentan los resultados para el analisis del contraion por *°F-RMN, donde
en las figuras 9-11 se observa la disminucion de la sefial del trifluoroacetato cuando se
realiza el intercambio del contraion. Adicionalmente, se evidencia que el intercambio del
contraidn para el péptido 2-HCI es mayor del 99% y para el péptido 2-AcOH aparece una
sefial remanente del TFA que corresponde a < 1% TFA. Comprobando con esta técnica

también que el intercambio del contraion fue efectivo con la metodologia por SPE.

9.1.5 Evaluacién de la actividad biologica

Los péptidos obtenidos por la metodologia de intercambio del contraion por SPE fueron
evaluados en la linea celular MCF-7 para evaluar su efecto citotoxico. La figura 9-12
muestra que para los péptidos 2-TFA, 2-HCI y 2-AcOH no hay variacién significativa en el
efecto citotoxico de los 3 péptidos evaluados (28 um, 42 um y 37 um respectivamente) y
que adicionalmente no se presentaron variaciones significativas con los resultados de

actividad obtenidos con el método en solucién.
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Figura 9-12: Viabilidad celular de las células MCF-7 tratadas con los péptidos 2-TFA, 2-HCl y 2-AcO

Finalmente, se realiz6 la comparacion de la actividad hemolitica para los péptidos 2-AcOH,
2-TFA 'y 2-HCI (figura 9-13). Esta grafica indica que no hay diferencias significativas en la
actividad hemolitica de los péptidos al intercambiar el contraidn, la actividad hemolitica fue

menor a 1,5%.

—2-HC| —2-TFA 2-AcO

Hemolisis (%)
-
<
X

M
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Concentracion (ug/mL)

Figura 9-13:  Comparacion en la actividad hemolitica de los péptidos 2-TFA, 2-HCl y 2-AcOH



93

10.  Conclusiones y recomendaciones

10.1Conclusiones

En este trabajo se optimizd e implementd la metodologia para el cambi6 de contraion de
trifluoroacetato a clorhidrato mediante la disolucion del péptido en soluciones de HCI y
posterior liofilizacion. Esta metodologia es aplicable a péptidos monoméricos y diméricos

con diferente longitud, nUmero de aminoacidos, carga y secuencia.

Se identificaron los pasos criticos del proceso, se establecieron las condiciones 6ptimas para
el cambio del contraién de trifluoroacetato a clorhidrato, de manera eficiente, rapida, a bajo

costo, con condiciones amigables al medio ambiente.

Se desarrollaron e implementaron técnicas analiticas de RP-HPLC, LC-MS, RMN y FT-IR

para el monitoreo y/o cuantificacion de la remocidon del contraion trifluoroacetato.

Los péptidos con los contraiones trifluoroacetato, clorhidrato o acetato fueron caracterizados
por RMN, FT-IR, RP-HPLC y LC-MS y se establecié que el cambio del contraion no afect6
la identidad ni la integridad del péptido.

El intercambio del contraidn de trifluoroacetato a clorhidrato o acetato no afecté la actividad
antibacteriana de los péptidos en las cepas de E. coli y S. aureus evaluadas ni tampoco el

efecto citotoxico en las lineas celulares de cancer de mama MCF-7 y de cuello uterino HeLa.

Los métodos desarrollados para intercambiar el contraion de trifluoroacetato a clorhidrato o
acetato de manera simultanea con el proceso de purificacién por RP-SPE es una aporte
valioso y novedoso para la sintesis de péptidos candidatos a farmacos.

Los métodos desarrollados en este trabajo para el cambio de contraién de trifluoroacetato a
clorhidrato o acetato, pueden ser implementados de manera rutinaria. Son eficientes,
rapidos, de bajo costo y amigables con el medio ambiente y pueden ser aplicados
independiente de las propiedades fisicoquimicas de los péptidos como la longitud, polaridad,

polivalencia, presencia de aminoacidos no naturales o moléculas no proteicas.
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11. ANEXOS

A. Anexo: Espectro UV del péptido

Apex Peas 82 100% at 752 min e
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B. Anexo: Cromatograma ensayo de
repetibilidad estandar TFA-Acetato

A continuacion, se presentan los resultados del ensayo de idoneidad en el tiempo de
retencién y area del pico, realizados en el equipo Thermo Scientific Ultimate 3000. Al igual
que la verificacion realizada en el equipo Agilent 1260, la repetibilidad de los tiempos de
retencion y las areas cumplen los criterios de aceptacion. Metodologia por SHRP-HPLC.

1,000+
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CF:COO CH3COOH

400+

200 \

1004,
0.00

1.00 2.00 .00 4.00

TFA Acetato
tg:2,3min tg:3,4min
+0,003 min 10,01 min

Area: 25,9 mAU Area: 36,2 mAU
+0,2% +0,2%
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tg: 10,05 min
Area: +1%




96 Implementacion y optimizacion del proceso sintético para el cambio del contraion de
trifluoroacetato a clorhidrato o acetato en péptidos sintéticos derivados de LfcinB

C. Anexo: Cromatogramas por SHRP-
HPLC para la 2da liofilizacion a
diferentes concentraciones de HCI

A continuacion, se presentan los cromatogramas del péptido 2-HCI obtenidos a partir de 2-
TFA (0,5 mg/mL) tratado por 3 min con diferentes concentraciones de HCI y posterior
liofilizacion (2x). Donde se muestra que solo se requieren dos tratamientos para realizar el
intercambio del contraion, la sefial del CFsCOO™ tr= 2,4 min no es detectable.
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D. Anexo: Cromatogramas de los blancos
por el método SHRP-HPLC

A continuacion, se muestran los cromatogramas de los blancos que corresponden a las fases
moviles o solventes usadas para realizar el intercambio del contraion en los péptidos. En
ambos cromatogramas aparece una impureza en tg 2.7min.

500
— Blanco HCI 0,02M
450
400
350
300

250

mAU

200

150

100 Impureza

0.0 0.4 0.8 1.2 1.6 2.0 2.4 2.8 3.2 3.6 4.0 4.4 4.8

Minutos
3000
— Blanco H20- CH3COOH 10%
2500 CH3COOH
3.1

2000
3
c 1500

1000

Impureza
500 2.7

0
0.0 0.4 0.8 1.2 1.6 2.0 2.4 2.8 3.2 3.6 4.0 4.4 4.8
Minutos



98 Implementacion y optimizacion del proceso sintético para el cambio del contraion de
trifluoroacetato a clorhidrato o acetato en péptidos sintéticos derivados de LfcinB

E. Anexo: Pruebas estadisticas para la
curva de calibracion inicial del contraidn

trifluoroacetato

A continuacién, se presentan algunas pruebas estadisticas realizadas para la primera curva
de calibracion del contraion trifluoroacetato.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacién multiple 0,9997
Coeficiente de determinacion R"2 0,9993
R”2 ajustado 0,9993
Error tipico 379669,2
Observaciones 24

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los = Valor critico
libertad cuadrados cuadrados de F
Regresion 1 4,828E+15 4,828E+15 33494,14 1,640E-36
Residuos 22 3,171E+12 1,441E+11
Total 23 4,831E+15
Coeficiente Error Estadistico Probabilida Inferior Superior
S tipico t d 95% 95%
Intercepcion 259728 97248 2,671 0,0140 58049 461407
Va”alb'e X 37544186 205144 183014  1640E-36 37118744 37969628
t-student
95 %

i =

-2,0 7 Rango de decision 2,0 4
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Parametro Hipotesis T Calculado Aceptacion
Intercepto Hy:bo =0 2,6708 No se acepta
Pendiente Hy,:bl #0 183,01 Se acepta

El % residuales debe ser menor a 20%

[TFA] mg/g Prondstico para Y Residuos % Residuales
0,0080 559788 -237018 42,3
0,0080 559788 -233463 41,7
0,0170 896172 -214419 23,9
0,0170 896172 -212744 237
0,0245 1178274 -178826 15,2
0,0245 1178274 -177656 15,1
0,0331 1504284 -146795 9,8
0,0331 1504284 -148074 9,8
0,0442 1919844 -116344 6,1
0,0442 1919844 -107776 56
0,0841 3417143 -38792 1,1
0,0841 3417143 -40099 1,2
0,1233 4887469 36365 0,7
0,1233 4887469 44924 0,9
0,1317 5204578 111243 2,1
0,1317 5204578 105864 2,0
0,2944 11311716 449916 4,0
0,2944 11311716 456297 4,0
0,5939 22555417 623099 2,8
0,5939 22555417 627796 2,8
0,8896 33660317 465023 1,4
0,8896 33660317 467347 1,4
1,1926 45034333 772092 1,7
1,1926 45034333 -763775 1,7

Residuos

Grafico de los residuales

15

1.E+06 -
5E+05 ¢ ¢ *
0E+00(f T T 1
0.5 1.0
-5.E+05-
2
-1.E+06-

Variable X 1
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F. Anexo: Pruebas estadisticas para la
curva de calibracion de trabajo del
contraion trifluoroacetato

A continuacion, se presentan algunas pruebas estadisticas realizadas para la curva de
calibracién de trabajo del contraidn trifluoroacetato.

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacion maltiple  0,9999
Coeficiente de determinacién R"2 0,9998

R”2 ajustado 0,9998
Error tipico 156014
Observaciones 20

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los = Valor critico
libertad cuadrados cuadrados de F
Regresioén 1 2,289E+15 2,289E+15 94030 6,39E-35
Residuos 18 4,381E+11 2,434E+10
Total 19 2,289E+15
Coeficiente Error Estadistico Probabilida Inferior Superior
S tipico t d 95% 95%
Intercepcién 159872 44749 3,573 0,00218 65858 253886
Va”alb'e X 38430532 125356 306,64  6,392E-35 38176169 38702895
t-student
a5 %

i 3

-2,1 ORango de decision 2,1 0 1
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T
Parametro Hipotesis Calculado Aceptacion
Intercepto Hy:bo =0 3,573 No se acepta
Pendiente Hy:b1l #0 306,64 Se acepta
[TFA] mg/g Pronost\l(co Para — pesiduos % Residuales
0,017 811494 -129741 16,0
0,017 811494 -128066 15,8
0,024 1100324 -100876 9,2
0,024 1100324 -99706 9,1
0,033 1434108 -76619 53
0,033 1434108 -77898 54
0,044 1859578 -56078 3,0
0,044 1859578 -47510 2,6
0,084 3392584 -14233 0,4
0,084 3392584 -15540 0,5
0,123 4897974 25860 0,5
0,123 4897974 34419 0,7
0,132 5222645 93176 18
0,132 5222645 87797 1,7
0,294 11475425 286207 2,5
0,294 11475425 292588 2,5
0,594 22987264 191252 0,8
0,594 22987264 195949 0,9
0,890 34356992 -231652 0,7
0,890 34356992 -229328 0,7

Grafico de los residuales

4. E+05 -
3.E+05 - ¢

2.E+05 - ¢

1.E+05 -

0.E+00 ~‘: T T T . )
_1_E+05O_' 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

-2.E+05 - ‘
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Residuos

Variable X 1
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G. Anexo: Pruebas estadisticas para la
curva de calibracion CH;COOH

A continuacion, se presentan algunas pruebas estadisticas realizadas para la curva de
calibracion de trabajo del contraion acetato.

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacién maltiple 1,0000
Coeficiente de determinacién R"2 1,0000
R”2 ajustado 1,0000
Error tipico 50080
Observaciones 24

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los = Valor critico
libertad cuadrados cuadrados de F
Regresion 1 1,278E+15 1,278E+15 509375 1,640E-49
Residuos 22 5,518E+10 2,508E+09
Total 23 1,278E+15
Coeficiente Error Estadistico Probabilida Inferior Superior
S tipico t d 95% 95%
Intercepcion -6040 12827,38 -0,4709 0,6424 -32642 20562
Variable X
1 5845969 8191,01 713,71 1,640E-49 5828982 5862956
t-student
a5 %

i + 1 i

-2,0 7 Rango de decision 2,0 4
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Parametro Hipotesis T Calculado Aceptacion
Intercepto Hy:bo =0 -0,4709 Se acepta
Pendiente Hy:b1l #0 713,71 Se acepta
[Acetato] mg/g Pronéstico para Y Residuos % Residuales
0,0264 148308 3829,90 2,6
0,0264 148308 5616,90 3,8
0,0560 321341 1617,78 0,5
0,0560 321341 2122,78 0,7
0,0808 466452 -2406,02 0,5
0,0808 466452 -1465,02 0,3
0,1095 634149 -2536,69 0,4
0,1095 634149 -4065,69 0,6
0,1461 847909 -9728,89 1,1
0,1461 847909 -7466,89 0,9
0,2778 1618106 -26328,22 1,6
0,2778 1618106 -24908,22 15
0,4072 2374429 -33031,04 1,4
0,4072 2374429 -31696,04 1,3
0,4351 2537547 -12673,03 0,5
0,4351 2537547 -11295,03 0,4
0,9725 5679005 16805,64 0,3
0,9725 5679005 28732,64 0,5
1,9618 11462667 50304,40 0,4
1,9618 11462667 53306,40 0,5
2,9389 17174930 100851,13 0,6
2,9389 17174930 113157,13 0,7
3,9398 23025624 -105218,96 0,5
3,9398 23025624 -103524,96 0,4
Grafico de los residuales
1.5E+05-
1.0E+05- $
§ 5.0E+04 ‘ ¢
b o.OE+oo~a . . . ;
& -5.0E+0 10 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0
-1.0E+05- TS
-1.5E+05-

Variable X 1
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H. Anexo: Curva de calibracién por °F-
RMN

Se realizo el procesamiento para cada espectro de **F-RMN de los niveles y muestras. Se
hace el andlisis de multiplicidad y de integrales en los espectros. El desplazamiento quimico
del TFA es de -75,76 ppm y del TFE -76,97 ppm.

1 600000
| 550000
TFA 1 500000
| 450000
L 400000
1 350000
1 300000
E(s) B ()
75.76 7697 | 250000
1 200000
L 150000
1 100000
TFE
1 50000
Lo
‘ 50000
1.10 -1.90
757 758 759 760 761 762 763 -764 165 766 -767 -768 769 -77.0
f1 (ppm)

A continuacidn, se presenta la curva de calibracion del TFA por estandar externo (izquierda)
y la gréfica por estandar interno.

., 2500 200
@ .
S y = 2E+06x - 68573 o 6.00 y =1.451x - 1.3074 ¢
© 5.00
< 1500 g
S 1000 < 3.00
= o
= . < 2.00
<
500 1 & 1.00
@
0 0.00
0.200 0.700 0 2 4 6

[TFA] (mg/g) [TFAJITFE]
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|. Anexo: Caracterizacion de los péptidos
y evaluacion del contraion en los
péptidos obtenidos.

En este anexo se puede comprobar que el intercambio del contraién se realiza de manera
exitosa a través de diferentes métodos analiticos (SH-HPLC, FT-ATR y *F-RMN) y que
adicionalmente la caracterizacion por diversas técnicas (HPLC, FT-ATR y RMN) analiticas
permite ver que el péptido mantiene su integridad e identidad independiente del
procedimiento de intercambio de contraion.

Péptido-2: (RRWQWRFKKLG):K-Ahx

A

H\ MNH

M i L MEly

J;*Hw%ﬁv%ﬁ;%{tgt‘“mi“?}rr%r%r%#ﬁ

e '\ﬂl IN i

Caracterizacion por LC-MS

Intensm———————— ————————————= = 478576478710
s 4785764 - - - l [M]: 3342,9760
{ A
1 \
| 419.0056 .
20 . 478.8628
N 478.4331
\
558.3381 A 478.0060
15 AN
' 479.1491
J\ 479.2024
1.00 479.4352
'- miz
669.6031
05 372-4§UU 836.7512
-
d A
Ly i

L y
200 400 600 800 1000 1é00 miz
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2-HClI
Intens|
x19 | 474.8673 - .
] e [M]: 3342,9760
3.0
2.5 538.6721
20,
1 5. &8!827 0005
ﬂ u A | |
l.(l{ 593.3319
0.5
3958909 | 06.8118 79r.7721
00 I L it *
: 300 400 500 600 700 800 200 m/z
Caracterizacion por RP-HPLC
2-TFA 2-HCI
2004 2000
Pureza 91% Pureza: 87%
1600 8.4 1600 8.4
1200] 1200
L] L]
o 1 2 H .\linulli 7 8 10 1 o 1 2 3 4 5 .\Iinm; 7 8 9 10 11

Evaluacion del intercambio del contraidn trifluoroacetato por SHRP-HPLC

120, 2-TFA s50. 2-HCl
mAU mAU
100] 1 3004
75]
200
50
100-|
25
I' N
0] ol (10
min o min
0.00 1.00 2.00 3.00 4.0 5.00 0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
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Evaluacién del intercambio del contraion trifluoroacetato por FT-ATR
2-HCI
100
90
80

70

%T

60
50

40
1997 1797 1597 1397 1197 997 797 597 397

1/cm

Evaluacioén del intercambio del contraién trifluoroacetato por *F-RMN

5 |- 6500000
|
6000000
| 5500000
} 5000000
4500000
4000000
3500000
(s)
-15.70 3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000
o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-75.15 -75.20 -75.25 -75.30 -75.35 -75.40 -75.45 -75.50 -75.55 -75.60 -75.65 -75.70 -75.75 -75.80 -75.85 -75.90 -75.95 -76.00 -76.05 -76.10 -76.15 -76.20 -76.25 -76.30
f1 (ppm)

Para este péptido no se detecta sefial en -75,76 ppm, por lo que quiere decir que el cambio del

contraion se dio de forma completa
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1000000

{-900000

{-800000

{-700000

600000

500000

400000

{~300000

{-200000

100000

T T T T T T T T T T T T
75.6 -75.8 -76.0 -76.2 -76.4 -76.6 -76.8 -77.0

T T T T T T T T T
-74.0 -74.2 -74.4 -74.6 -74.8 -75.0 -75.2 -75.4 -
f1 (ppm)

Péptido-3: KKWQWK-Ahx-RLLRRLLR

HN__NH, HN._ _NH,
NH, NH, \( \(
H,N_ _O NH NH
o o o o o o o o
H H H H H H H
H,N N N N N N N N
N N N N N N N NH2
H H H H H H H
NH, 0 0 ) 0 0 0 0
= =
NH NH
NH NH
HN)\NHZ HN NH,

Exact Mass: 2091,35
Caracterizacion por LC-MS
3-TFA

Intens._

e 4194779 ==-=-""""""7" 119.4779
3.0 [Me5 M]: 2092,3498

419.2773

. 419.6783
\

[M#g]*

\
349.7327 N
\ 419.8789

\

.
\ 420.0795
A 420.2800

419.2 419.4 419.6 419.8 420.0 4202 420.4 mz
[Me4]#

524.0959

1 [Me3p*

0.3 698.4589

M7+

299.9147
|

1047,1849
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 m/z

0.0
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Intens.
5 pemmmmmTT 419.4782
419.4782
x10 The [M]: 2092,3513
25 N 4192777
i 419.6787
20 -
349.7331 N 419.8792
1.5 N 420.0796
A 4202797
419.2 419.4 419.6 419.8 420.0 4202 m/
[M+4)#
10 524.0958
0.5 [M+3
584
- 698.4584
299.9153
0.0 T Il - — T i T T T A T
’ 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 m/z
Caracterizacion por RP-HPLC
2000 2000 Pureza: 89%
Pureza: 91%
1600
9.0
1600 9.0
1200
1200
2
H
800 800
400 400
0 0
a 1 2 3 4 5 7 L 9 10
0 ! 2 s ,\Iimuank 8 ! 1 n Minutos
. ., 1
Caracterizacion por RMN “Hy COSY
1-303 (RMN-230891) BBO.2.1.1r — 1-303 (RMN-230891) BBO — Neo Avance 1H-D20 — 30 de Mayo de 2023
F1.9x10"
[ 1.8x10"
F17x10"
F1.ex10'
f1sx10'
F14x10"
[ 1.3x10"
F1.2x10"
F1ax10'
F1.ox10"
F9.0x10°
F8.0x10”
F7.0x10°
F6.0x10°
t5.0x10°
F4.0x10°
F3.0x10”
F2.0x10°
f1.0x10°
Fo.0
K‘.G 7‘.5 7‘A0 6‘45 6‘.0 5‘.5 5‘.0 4‘.5 4‘.0 3‘.5 3‘A0 2‘.5 2‘.0 1‘5 1‘40 d.S

f1 (ppm)
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1-303 (RMN-230891) BBO.7.1.2rr — 1-303 (RMN-230891) BBO — Neo Avance COSY with NUS-D20 — 30 de Mayo de 2023

Lo

E z
e
. &
R [s.0
ts.s
6.0
+6.5
oS
2m EF1 : 1 o r7.o
am o
e - ¢ [75
-8.0
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
2 (ppm)
303 HCI (RMN-240985) BBO.2.fid
303 HOl (RMN-240855) 860
Neo Avence 1H-020
23 de Mayo de 2024 250000
300000
250000
200000
150000
100000
50000
to
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
1 (ppm)
303 HCI (RMN-240985) BBO.7.ser £0.0
303 HCI (RMN-240985) BBO i
Neo Avance COSY-D20 Lo.s
23 de Mayo de 2024
. 1.0
1.5
. - - y 2.0
F2.5
r3.0
F3.5 ~
g
= &
3 La0 &
=)
4.5
—_— 8
r5.0
5.5
6.0
6.5
‘‘‘‘‘ 7.0
& : r7.s
8.0

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
2 (ppm)
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Evaluacién del intercambio del contraion trifluoroacetato por SHRP-HPLC

3-HC1
550+
140 3-TFA mAU
mAU 500+
125] 1
400
100
751 300
50 200
254 100
. jJ Lo
o] ' '
\/\' min A min

-50 - ; r
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 0.00 1.00 2,00 3.00 4.00 5.00

Evaluacion del intercambio del contraion trifluoroacetato por FT-ATR

3-TFA
100
90
80
70
60
50

40
2000 1500 1000 500

1/cm

%T

3-HCl
100
90
80
70
60
50

%T

40
2000 1500 1000 500

1l/cm
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Evaluacion del intercambio del contraioén trifluoroacetato por *F-RMN
3-TFA

+600000(
+550000(
+500000(
-450000(
-400000(
350000(
+300000(
+250000(
200000(
+150000(
+100000(¢

500000

d to

" 742 a4 746 748 750 752 754 756 158 760 762 764 <766 768 -77.0
1 (ppm)

3-HCI

550000

500000

450000

400000

350000

300000

250000

200000

150000

100000

50000

A

o

; . . . : : . . . . . . . : : . : : : :
0.5 -71.0 -71.5 -72.0 -72.5 -73.0 -73.5 -74.0 -74.5 -75.0 -75.5 -76.0 -76.5 -77.0 -77.5 -78.0 -78.5 -79.0 -79.5 -80.0
f1 (ppm)
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H,N

HN

j\ﬂ I
H,N N N
H H
NH,

NH

Péptido-4: RRWQWRRWQWR

HN 0 N
NH
B
o o o

H H H H

N N N N
N N N N
H H H H

o o o
= =
NH NH
NH (o) NH.

HNY NH

H

2
(o]

A

NH
=
o
H
N
NH2
o
2 ji

HN NH, HN
Exact Mass: 1797,97
Caracterizacion por LC-MS
Lty 360.7999
e e ' [m] 1797,9573
e 3697999 T 7 AT.ﬁam
\\
3.0] A
“
N
“ 3IG1.0005
2.5 S .
.
\
450.7480 \\
2.0
A 3612011
\
14 ‘ | e
m'z
1.0
0.5
600.3263
0.0 !
: 200 300 400 500 600 miz
Intens.
Intens. - x10% 360,8003
4 ] 3608003 ~--------"" 360.5007 [M]: 1797,9588
X107 4 \
\
Y
A
hY
AY
AY
* 361,0009
37 \
| \
450,7486 *\
\\
AY
361.2012
2_ A}
1 N \ 361.4015
~ 1 | A
miz
1
600.6617
*
0 ; | . L : :
200 300 400 500 600 700 800 miz

NH,
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Caracterizacion por RP-HPLC

2500 Pureza 83% 2000 Pureza 90%
2250
7.70
2000 1600
1750 Ll
1500 1200
2 1250 2
E
1000 800
750
500 400
250
o 0
o ! 3 4 % Minufos 8 : 1o " o 1 2 3 4 5 minufts 8 9 10 "

Evaluacion del intercambio del contraidn trifluoroacetato por SHRP-HPLC

4-TFA 350 4-HCl
70.0 MAU
mAU 1
60.0J 300
40.0 200
20.0
100+
0.04 -~
77N
0 Il 1
- 4
min min
- T T -50 - T T
0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

A continuacion, se presenta la caracterizacion de algunos de los péptidos adicionales por
RP-HPLC vy el seguimiento del intercambio de contraion por SHRP-HPLC.

Péptido-5: RWQWMWQWR

Caracterizacion por RP-HPLC

2500 1000 -
Pureza: 92% Pureza: 86%
9.2
2000 800
9.3
600
1500
% 5
g 2 400
1000
200
500
"Ne—
0
) 1 3 4 8 o 10 n [ 1 2 3 4 5 7 8 9 10 1

5 .6 7
Minutos

E 6
Minutos
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mAU

Evaluacién del intercambio del contraion trifluoroacetato por SHRP-HPLC

0. 5-TFA
=)
X
E sl
g
2
8
g 0 \fJ\
789 5-HCI
2 500 '
s |
g \
'E-E || s o= hY
E oo ’T‘I o L o o
2 / -
-20.0-, . . . . .
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
Time [min]
Péptido-6: RWQWRWQWR
Caracterizacion por RP-HPLC
6-TFA 6-HCI
Pureza: 78% 2000 Pureza: 79%
1600 8.6
8.6 i .
1 2 3 4 5 }“n:‘n\ 7 8 9 10 11 1] 1 2 3 4 £ l\li“:n“ 7 8 L] 10

Evaluacién del intercambio del contraion trifluoroacetato por SHRP-HPLC

mAU

6-TFA P / AN

—_—

6-HC1

1.0 11 1.2 1.3 14 15 16 1.7 1.8 1.9 20 21 22 23 24 25 2.6

Minutos
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Péptido-7: KKWWKKW-Dip-K
Caracterizacion por RP-HPLC
7-TFA 7-HCI
00 Pureza: 89% om0 Pureza: 84%
1600 iy 86
3
0 nh\/—-ﬂ
3 4 5 lli""?:“ 7 8 9 10 1 o 1 2 3 4 E )ﬁ“":‘“ 7 8 9 10 11
Evaluacién del intercambio del contraion trifluoroacetato por SHRP-HPLC
140! 7-TFA
2
E 100
8
§ 50
2
2
g 0 ™,
201, v
;50 7-HCI
=) 1
<L
E 200 I
|
2 100 “
& -~
2 N
207, : S == : : .
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
Time [min]
Péptido-8: RRWQWRRLLR
Caracterizacion por RP-HPLC
8-TFA 8-HCI
0 Pureza: 82% 1400 Pureza: 88%
2000 7.8 1200
1000 78
Elm é 600
0 “\ﬁ y

5 9 E 6
Minutos Minutos
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mAL

1600

1200

800

400

Evaluacién del intercambio del contraion trifluoroacetato por SHRP-HPLC

1201 8-TFA
5 100
Py
E
=
g 50
o 4
o
2 0 \

20, _HC

220 8-HCl
% 200{ |
ra ||
& 100 ||
o
E \ .
g ] | I.Iv\ 'a‘ \I )

-20 , __=- , , ‘

0.00 1.00 2.00 3.00 400 5.00
Time [min]
Péptido-9: RRWQWRFKKL
Caracterizacion por RP-HPLC
9-TFA 9-HCI
Pureza: 77% 0007 = Pureza:73%
1600 8.0
79 1200
F 800
400
AP
' ’ ! ! f )(lnu‘:nx ’ ¢ ’ " " 0 1 2 3 4 s )[lnufns 8 ? 10

Evaluacién del intercambio del contraion trifluoroacetato por SHRP-HPLC

140+ 9-TFA
g’ ]
E 100
-+
g ]
§ 50
5 J
g ]
I 04 A
207,
450 9-HCI1
5 . |
2
5 ||
] 4
2 |
E 200 “
g ]
w | - A Y
g | | |, 1
204 | | el - ‘
0.0 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00

Time [min]
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mAU

2500

2000

1500

1000

Absorbance [mAU]

Absorbance [mAU]

Péptido-10: RRWQWR-Nal-KKLG

Evaluacién del intercambio del contraion trifluoroacetato por SHRP-HPLC

70.0 10-TFA
50.0
0.0 M
-20.0 1
450 - 10-HC1
200 ‘|
| l PASEREN
203, S —— — ‘
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00
Time [min]

5.00

Evaluacion del intercambio del contraion trifluoroacetato por FT-ATR

Péptido-11: Ahx-RRWQWRFKKLG

11-TFA

Caracterizacion por RP-HPLC

Pureza: 96%

5 6
Minutos

11-HCI

2000

1600

mAL

A

Pureza: 98%

E 6
Minutos

Evaluacién del intercambio del contraion trifluoroacetato por SHRP-HPLC
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-
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o
=
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250
200 |

100
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-204
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