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para la obtencion del bloque aminodcido-monosacirido Fmoc-Asn(Glc(Ac)s)-OH,
lograndose obtener con alta pureza y buenos rendimientos, sin necesidad de purificar
los productos intermediarios. A partir de esto fue posible escalar la reacciéon para la
obtencién de 5g de producto Fmoc-Asn(Glc(Ac)s)-OH puro y caracterizado. Nuestros
resultados permiten evidenciar que no se requiere purificar los productos
intermediarios, haciendo la sintesis mas rapida, eficiente, de menor costo y mas
amigable con el medio ambiente. El Fmoc-Asn(Glc(Ac)s)-OH fue incorporado a la
secuencia peptidica por medio de la sintesis en quimica en fase sélida utilizando la
estrategia Fmoc/tBu y el método por construccion de bloques. Los N-glucopéptidos
obtenidos se caracterizaron por RP-HPLC y MS MALDI-TOF y se evalud su actividad
antibacteriana y antifingica. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que los
N-glucopéptidos derivados de la LfcinB pueden ser considerados como candidatos para
el disefio y desarrollo de agentes terapéuticos contra infecciones bacterianas desde una

mirada ecologica.

Palabras clave: Conjugacion quimica, N-glucopéptidos, SPPS/Fmoc-tBu, LfcinB, método

de construccién por bloques.
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métodos, sin embargo, la mayoria involucran el uso de reactivos perjudiciales para la
salud y el medio ambiente. La manipulacion de estos reactivos es dificil y requiere
condiciones de trabajo rigurosas (ejemplo: Metales pesados, HF/piridina, derivados de
fosfano®). Por eso, es importante implementar métodos de obtencion de glicoconjugados

mas amigables y que estén en concordancia con los principios de la quimica verde.

1.1 Acetilacion de la Glucosa

El pentaacetato de glucosa puede prepararse por acetilacion de glucosa con anhidrido
acético ((CH;CO),0) por varias rutas sintéticas. A. En presencia de un catalizador acido
como acido perclorico (HCIO4) en bafo de hielo, el producto mayoritario es el anoémero
alfa. B. En presencia de un catalizador basico como piridina o acetato de sodio, en donde

predomina el anomero beta. Las condiciones de reaccion se muestran en la Figura 3*'-23.

1. Acetilacion
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‘ 2h / 0°C l

A
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Figura 3. Métodos para la acetilacion de la D-glucosa.
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La acetilacion de la glucosa es una reaccion de sustitucion nucleofilica sobre un grupo
carbonilo del anhidrido acético, siendo los grupos hidroxilo de la glucosa los nucleofilos.
El mecanismo de acetilacion en medio acido (Figura 4 A) consiste en la protonacion del
anhidrido acético activando el electrofilo, seguido del ataque del grupo hidroxilo del
monosacarido al carbono carbonilico del anhidrido acético, lo que implica la formacion
de un intermediario tetraédrico. Posteriormente se reestablece el doble enlace carbono-
oxigeno, se elimina acido acético como grupo saliente y se obtiene el éster, producto de
la reaccién. La reaccion también puede llevarse a cabo en medio basico (Figura 4 B), en
este caso la base activa el nucleofilo por sustraccion del proton del grupo hidroxilo, quien
ataca al carbono carbonilico del anhidrido acético para formar un intermediario
tetraédrico. Posteriormente se reestablece el doble enlace carbono-oxigeno y se elimina
el anidn acetato que es un buen grupo saliente, generando el éster como producto de

reaccion.
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Figura 4. Mecanismo de acetilacion de la glucosa A. En medio 4cido B. En medio béasico*.
1.2 Obtencion de la glicosilamina
Las glicosilaminas N-sustituidas juegan un rol importante como intermediarios en la

sintesis de N-glicosilaminoacidos (bloque aminoacido-monosacarido) y asi mismo se

encuentra en la literatura multiples métodos de obtencion. Se ha reportado que los
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La formacioén de la glucosilazida (2) involucra un acido de Lewis (SnCly) que reacciona
con el oxigeno unido al carbono anomérico formando el ion oxonio, el cual es
estabilizado por el grupo acetilo del carbono 2 dando lugar al ion 1,2-acetoxonio. Esta
conformacion restringe el ataque nucleofilico de la TMSN; dando lugar Gnicamente al
producto B de la glucosilazida (2) y como subproducto el clorotrimetilsilano. EI

mecanismo se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Mecanismo de formacién de glicosilazida®*®.

Para obtener la glucosilamina (3) se realiza la reduccion catalitica de (2) con H; en Pd/C.

El mecanismo propuesto para esta reaccion se puede ver en la Figura 7.

OAc OAc H
0 @ - o \@ »r> .
. IDIN— AcO L NN AcO o
. T A0 1\ ”{) L= Ac0 NoN=N —""0 NG T Nt
oac H H OAc H OAc
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Figura 7. Mecanismo de reduccién catalitica con H, en Pd/C?*.
1.3  Formacidon del bloque protegido aminodcido-carbohidrato.
El aminodcido Fmoc-Asp(OH)-OtBu, es acoplado a la glucosilamina (3) mediante la

formacion de un enlace amida entre el grupo amino de (3) y el grupo carboxilo del Fmoc-

aminoacido. La formacion del enlace amida puede realizarse por diferentes metodologias
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1.4 Formacion del bloque desprotegido aminodcido-carbohidrato (5)

Como se ha mencionado, esta sintesis requiere de esquemas de proteccion tanto para el
monosacarido como para el aminoacido, de tal forma que la reaccioén sea regioespecifica,
por lo tanto, luego de obtener (4) se requiere remover el grupo protector (OtBu) del a-
carboxilo para obtener (5), el cual luego es incorporado a la cadena peptidica utilizando
la SPPS convencional. La remocioén del grupo tBu mediada por acido trifluoroacético se
realiza via SN1y conduce a la formacion de un carbocation terciario de t-butilo, un agente
alquilante fuerte que puede causar la alquilacion de sitios nucledfilos. Para evitar
reacciones colaterales se usan scavengers como agua que reaccionan con los cationes t-
Bu® formando productos de reacciéon mas estables***. La remociéon del grupo OtBu
puede hacer por tratamiento con acido trifluoroacético (TFA):agua (90:10). De esta

manera se obtiene el glucosilaminoacido con el grupo carboxilo libre (Figura 9)

OAc OAc
A0 L 0 AT S A\ 8 0
OAc N YO HOTFA OAc gYO
>L0 0° Ho 0 ©
ety efte
Fmoc-Asn(Glc(Ac),)-OtBu Fmoc-Asn(Gle(Ac),)-OH

Figura 9. Desproteccion del grupo a carboxilo de Fmoc-Asn(Glc(Ac),)-OtBu (4) para producir
Fmoc-Asn(Glc(Ac)4)-OH (5).
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Objetivos

1.1 Objetivo General

Obtener N-glucopéptidos derivados de LfcinB y evaluar su actividad antibacteriana y

antiftingica.

1.2 Objetivos especificos

1. Obtener los péptidos: N-Ahx-RRWQWR, RRWQWR-Ahx-N, N-Ahx-RRWQWR-
Ahx-N, N-Ahx-RWQWRWOQWR, RWQWRWOQWR-Ahx-N, N-Ahx-
RWQOWRWOQWR-Ahx-N, RRWQWR, RWQWRWQWR.

2. Obtener los N-glucopéptidos: N(Glc)-Ahx-RRWQWR, RRWQWR-Ahx-N(Glc),
N(Glc)-Ahx-RRWQWR-Ahx-N(Glc), N(GIc)-Ahx- RWQWRWQWR,
RWQWRWOQWR-Ahx-N(Glc), N(Glc)-Ahx-RWQWRWOQWR-Ahx-N(GIc).

3. Evaluar la actividad antibacteriana de los péptidos y N-glucopéptidos obtenidos

frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922.

4. Evaluar la actividad antifangica de los péptidos y N-glucopéptidos obtenidos

frente a Candida albicans ATCC SC 5314.



Capitulo 1. Optimizacion de la ruta sintética de N-
glucosilaminoacido Fmoc-Asn(Glc(Ac)4)-(OH) (5)

1.Metodologia

La metodologia para la obtencion de (5) fue implementada en nuestro laboratorio en un
anterior trabajo basado en reportes previos, sin embargo, esta metodologia no permitia
obtener las cantidades requeridas de (5) para realizar ensayos de actividad antibacteriana
y antiftingica ni sintetizar N-glicopéptidos. Lo anterior debido a que se requiere que cada
intermediario sea purificado por cromatografia en columna, proceso dispendioso que
afecta significativamente los rendimientos. Estos procesos de purificacion requieren
significativas cantidades de solventes, incrementando los costos y causando perjuicio al
medio ambiente y la salud. En este trabajo se escal6 la ruta sintética para la obtencion
de N-glicosilaminoacidos de alta pureza y en cantidades apreciables (5 g) asegurando que
las reacciones procedieran con buenos rendimientos, generando reacciones mas limpias

y sin necesidad de purificar por columna los compuestos intermediarios.

A continuacion se presentan los pasos que involucran la ruta sintética para la obtencion
del bloque Fmoc-Asn(Glc(Ac)4)-OH) (5) (Figura 10): (i) Sintesis y caracterizacion de
1,2,3,4,6-penta-0O-acetil-a-D-glucopiranosa (1) (i) Sintesis y caracterizacion de 2,3,4,6-
tetra-O-acetil-f-D-glucopiranosilazida (2) (iii) Sintesis y caracterizacion de 2,3,4,6-tetra-
O-acetil-B-D-glucopiranosilamina (3) (iv) Sintesis y caracterizaciéon de Fmoc-Asn-
B(2,3,4,6-tetra-O-acetil-D-glucopiranosil)-OtBu (4) (v) Sintesis y caracterizacion del

Fmoc-Asn-B(2,3,4,6-tetra-O-Acetil-D-glucopiranosil)-OH (5).
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Figura 10. Obtenciéon de Fmoc-Asn(Glc(Ac)s)-OH (5) para su uso en SPPS en la sintesis de N-
glucopéptidos. i (CH CO) O, HClO,, 2 h, bafio de hielo. ii Ar, TMSN3, SnCls, 18 h, TA. iii Pd 5%,
MeOH, H, 2 h, TA. iv Fmoc-Asp(OH)-OtBu, DCC, HOBt, 16 h, TA. v 95% TFA, 1 h, TA.

1.1 Sintesis de 1,2,3,4,6-penta-0-acetil-a-D-glucopiranosa (1)

15 mL (0.2 moles) de anhidrido acético se colocaron en bafio de hielo y se adicionaron
20 mg de glucosa y 5 gotas de HCIO, hasta coloracion amarilla. Luego se adicion6
lentamente D-glucosa (hasta completar 2,0 g, 0.01 mol), evitando que la temperatura
fuera superior a 20°C. La mezcla de reaccion se dejo en agitacion constante (AC) por 2 h
a temperatura ambiente (TA). La reaccion se monitore6 por TLC utilizando como fase
movil acetato de etilo: ciclohexano (1:1 v/v), la reaccion se considerd finalizada cuando
el reactivo de partida desaparecid. Luego la mezcla fue tratada con 25 mL de DCM y se
realizaron lavados con agua (3 x 25 mL), solucion saturada de bicarbonato de sodio
(NaHCOs) (3 x 25 mL) y nuevamente con agua (3 x 25 mL). El extracto organico se seco

con sulfato de magnesio anhidro (MgSO.) y se rotaevapord a presion reducida hasta
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sequedad. El compuesto se obtuvo como un sélido blanco, 4,3 g (rendimiento
cuantitativo). FT-IR (Pastilla de KBr, cm™): Estiramiento asimétrico -CH; 2999;
Estiramiento simétrico y asimétrico de -CH; y -CH;; 2966 y 2925; Estiramiento del grupo
carbonilo (C=0) 1742; banda caracteristica de acetatos (CH3(C=0)-0) 1238. (Ver espectro
IR en Anexo B).

1.2 Sintesis de 2,3,4,6-tetra-0-acetil-f-D-glucopiranosilazida (2)

El compuesto (1) (4.3 g - 0,01 mol) se disolvié en 5 mL de DCM anhidro en atmosfera de
Argon (Ar). Se adicionaron 1.3 mL (0.01 mol) de SnCl disueltos en 5 mL de DCM anhidro
y después de 5 min se adicionaron 1.5 mL (0.01 mol) de TMSN;. La mezcla de reaccion
se dejo a TA y AC durante toda la noche, la reacciéon se monitore6 por TLC utilizando
como fase movil acetato de etilo: ciclohexano 1:1 (v/v) y se consideré terminada cuando
el reactivo de partida desaparecid. Posteriormente se adicionaron 25 mL de DCM y la
fase organica se lavo con agua (3x25 mL), solucidon saturada de NaHCO; (3x25 mL) y agua
(2x25 mL), se sec6 con MgSO, anhidro y el solvente fue removido al vacio. El compuesto
se obtuvo como un soOlido amarillo (rendimiento 78%). FT-IR (Pastilla de KBr, cm™):
Estiramiento asimétrico -CHs 2999; estiramiento simétrico y asimétrico de -CH; y -CH»
2966y 2925; estiramiento simétrico de -N3 2119; estiramiento del grupo carbonilo (C=0)

1742; banda caracteristica de acetatos (CH3(C=0)-O) 1237. (Ver espectro IR Anexo B).

1.3 Sintesis de 2,3,4,6-tetra-0-Acetil-D-glucopiranosilamina (3)

El compuesto (2) se mezcldé con Pd 5% en carbon activado (0.05 g), en un balon de
reaccion seco y atmosfera de Argéon. Se adicionaron 30 mL de MeOH absoluto y se

burbujed hidrogeno, la mezcla de reaccion se dejo en AC a TA por 2 h y se monitore6 por
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TLC (Acetato de etilo:Ciclohexano 1:1) revelado con ninhidrina, se consider6 terminada
cuando el reactivo de partida desaparecio, la solucion se filtr6 sobre papel y se removid
el solvente al vacio. El compuesto se obtuvo como un sélido amarillo (rendimiento 97%).
FT-IR (Pastilla de KBr, cm™): Estiramiento -NH; de aminas primarias 3465; estiramiento
asimétrico -CH3 2999; estiramiento simétrico y asimétrico de -CHs y -CH; 2966 y 2925;
estiramiento del grupo carbonilo (C=0) 1743; banda caracteristica de acetatos

(CH5(C=0)-0) 1237. (Ver espectro IR en Anexo B).

1.4 Sintesis de Fmoc-Asn-f(2,3,4,6-tetra-0-Acetil-D-glucopiranosil)-

OtBu (4)

Para realizar el acople entre (3) y Fmoc- -
Asp(OH)-O-tBu para formar (4) se realizo la o:.(;)H3
siguiente metodologia: 6.9 g (0.02 mol) de ngC(z)o o 8 6 (9)“0 0
Fmoc-Asp(OH)-tBu se mezcl6 con 3.5 g (0.02 1 Hscﬁ?/o i G
mol) de DCC (diciclohexicarbodiimida) y 2.9 © 0=<é°H E ﬁf

17, 130770 7
g (0.02 mol) HOBt (Hidroxibenzotriazol) I s S 15
disuelto en gotas de DMF. La mezcla se dejo QQO 1
en reaccion por 15 min. Luego se adiciono (3) Rt 6 M

2.1 g (0.01 mol) disuelto en DCM seco. Después de 16 h y se monitored la reaccion
mediante TLC (Acetato de etilo:Ciclohexano 1:1) revelado con ninhidrina. El producto de
reaccion se precipito y se lavo 5 veces con éter etilico y se evapor6 hasta sequedad. Se
obtuvo un soélido blanco (rendimiento 98%). FT-IR (Pastilla de KBr, cm™): Estiramiento -
NH 3308; estiramiento asimétrico -C-H 3062, estiramiento asimétrico -CH; 2999;

estiramiento simétrico y asimétrico de -CH3 y -CH2 2966 y 2925; estiramiento del grupo
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carbonilo (C=0) 1752 y 1675; banda caracteristica de acetatos (CH3(C=0)-0) 1237. (Ver
espectro IR en Anexo B). RMN 'H (400 MHz, CDCls) dppm 7.74 (t,J = 11.4 Hz, 2H), 7.59
(d,J = 7.4 Hz, 2H), 7.39 (t,J = 7.4 Hz, 2H), 7.30 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 6.44 (d, J = 9.0 Hz,
1H), 5.93 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 5.31 (t, J = 9.5 Hz, 1H), 5.24 (t, J = 9.2 Hz, 1H), 5.06 (t, J =
9.7 Hz, 1H), 4.92 (t,J = 9.6 Hz, 1H), 4.54 - 4.46 (m, 1H), 4.42 (dd, J = 10.3, 7.3 Hz, 1H),
4.35 - 4.26 (m, 2H), 4.22 (t,J = 6.9 Hz, 1H), 4.03 (d, J = 11.9 Hz, 1H), 3.79 (dd, J = 10.1,
4.1, 2.0 Hz, 1H), 3.47 (dd, J = 14.0, 7.0 Hz, 1H), 2.90 - 2.81 (m, 1H), 2.70 (dd, J = 16.4,
4.2 Hz, 1H), 2.10 - 1.97 (m, 12H), 1.45 (s, 9H). RMN *3C (101 MHz, CDCl;) 8 ppm
171.13(C-20), 170.53(C-20), 169.86(C-20), 169.50(C-20), 156.13(C-19), 143.89(C-18),
141.29(C-17), 127.71(C-16), 127.07(C-16), 125.16(C-15), 119.99(C-14), 82.46(C-13),
78.14(C-12), 77.34(C-11), 72.61(C-10), 70.62(C-9), 68.07(C-8), 67.20(C-7), 61.57(C-6),
51.00(C-5), 47.15(C-4), 38.04(C-3), 27.88(C-2), 20.60(C-1), 20.55(C-1). (Ver todos los
espectros RMN en Anexo C).

1.5 Sintesis de Fmoc-Asn-f(D-glucopiranosil)-OH (5)

La reaccion de desproteccion del grupo alfa- N

amino se realiz6 por tratamiento de (4) con

O=<7
o 0
.7 [ 5
TFA al 95% en agua durante 1 h, la reaccidon : AN o /iégéo i o
1472 o
8 o u
0 0=<7

. 7 _ 18 H
se monitore0 por RP-HPLC. Luego se L . N_O
o
1 HO S0 0N

fue lavado 5 veces con éter etilico 12 Q 12

. . . 14 14
(rendimiento cuantitativo). FT-IR (Pastilla
14

14
de KBr, cm): Estiramiento -OH 3479; 13 13

adiciono éter etilico y el precipitado blanco

estiramiento del grupo carbonilo (C=0) 1662; banda caracteristica de acetatos
(CH3(C=0)-0) 1289. (Ver espectro IR en Anexo B). RMN 'H (400 MHz, CDCl;) ppm 7.75
(d,J =76 Hz 2H), 7.58 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.39 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 7.30 (t, J = 7.4 Hz,
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1.Metodologia

1.1 Obtencion de péptidos y N-glucopéptidos

1.1.1 Sintesis en Fase Solida (SPPS) por la estrategia Fmoc/tBu

Los péptidos y N-glucopéptidos fueron obtenidos mediante sintesis en fase soélida
manual, empleando una resina rink amida (0,46meq/g) bajo la estrategia Fmoc/tBu (Figura
11). Esta es una sintesis ortogonal, que involucra pasos sucesivos de desproteccion del
grupo a-amino (Figura 11, paso 1) y acople de los aminoacidos (Figura 11, paso 2) hasta
obtener la secuencia peptidica deseada. Luego se procede a hacer la separacion del
péptido/N-glucopéptido de la resina (clivaje) y la desproteccion de las cadenas laterales
de los aminoacidos, mediante un tratamiento acido (Figura 11, paso 3). Para el caso de
los N-glucopéptidos se requiere un paso adicional de desproteccion de los grupos

hidroxilos del monosacarido (Figura 11, paso 4).
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1.1.1.2  Reacciones de Activacion y acople

La reaccion de acople del Fmoc-aminoacido se realizd por la estrategia de éster
modificado utilizando carbodimidas. El aminoacido fue pre-activado con DCC y HOBt
(1:1:1; 5 excesos respecto a los mEq de resina) en DMF durante 5 min a TA con AC. Luego,
la mezcla de reaccion fue adicionada a la resina y se dejo en reaccion 2 h a TA. La solucion
fue retirada mediante filtracion y la resina lavada con DMF (3x10 seg), 2-Isopropanol
(IPA) (2x10 seg) y DCM (3x10 seg). La reaccion fue monitoreada mediante el test de

Kaiser.

La reaccion de acople de (5) se realizo por la estrategia de sales de uronio. Se disolvi6 en
DMF una mezcla que contiene 5 excesos de Fmoc-aminoacido o (5), HOBt, TBTU (1:1) y
3 excesos molares de DIPEA respecto al TBTU. La mezcla se agitd por 5 min a TA y se
adicionoé a la resina. Una vez transcurridas 2 h de reaccion, la solucion se retiré mediante
filtracion y se realizaron lavados con DMF (3x10 seg), IPA (2x 0 seg) y DCM (3x10 seg).

La reaccion fue monitoreada mediante el test de Kaiser.

1.1.1.3  Monitoreo de las reacciones de acople y desproteccion

utilizando el test de Kaiser

El monitoreo de las reacciones de desproteccion y de acople se realiz6 con el reactivo de
Ninhidrina que permite determinar la presencia de grupos amino libres. Para realizar la
prueba de Kaiser*’, se prepararon tres soluciones: (i) 40 g de Fenol disuelto en 10 mL de
Etanol absoluto; (ii) 0.65 mg de KCN, 1.0 mL de agua y 49.0 mL de Piridina; (iii) 1.25 g de

Ninhidrina en 25 mL de etanol absoluto. Las soluciones (i) y (ii) fueron mezcladas y
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almacenadas (Solucidén A) mientras que la solucion (iii) corresponde a la Solucién B que
se almaceno en la oscuridad. Para realizar la prueba se tomo6 una fraccion de la resina-
péptido seca (~0.1 mg) y se adicion6 Solucién A y B en proporcion 2:1 (v/v). Una vez la
mezcla fue homogenizada se sometid a calentamiento a 105°C durante 5 min y se observo
el color generado por la reaccion. Una coloracion azul indicd prueba positiva para la
presencia de grupos aminos libres (desprotegio) y coloracion amarilla, prueba negativa

(la reaccion de acople fue completa).

1.1.1.4  Desproteccion de las cadenas laterales y desanclaje del

péptido/N-glicopéptido de la resina

Las reacciones de desproteccion de las cadenas laterales y el desanclaje del péptido del
soporte solido, se realizaron secando la resina-péptido desprotegida y se adiciono la
solucion de desproteccion y desanclaje (Clivaje) en relacion 1 g resina-péptido/10 mL de
solucion que contiene TFA/H,O/Etanoditiol (EDT)/Trisisopropilsilano (TIPS)
(92.5/2.5/2.5/2.5 %v/v). Luego de 8 h en AC a TA la solucion fue filtrada y el péptido
precipitado por tratamiento con éter etilico frio. El precipitado se centrifugd a 2500 rpm
por 5 min y el sobrenadante se desecho, luego se realizaron 5 lavados con éter etilico frio

bajo las mismas condiciones descritas.

1.1.1.5 Desacetilacion de los N-glucopéptidos

La reaccion de desacetilacion del monosacarido presente en el N-glucopéptido se realiz6
con Metoxido de sodio en agua (1 mL solucién: 1 pmol de N-glicopéptido), AC por 2 h a
TA. Luego los N-glicopéptidos fueron purificados por RP-SPE y caracterizados por RP-
HPLC y MS-MALDI-TOF.
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1.1.2 Purificacion de Péptidos/N-glucopéptidos por extraccion en fase

solida

Con base en los resultados obtenidos de la cromatografia RP-HPLC analitica, se diseiid
un programa de purificacion basado en la elucion por gradiente en una columna
Supelclean LC-18 SPE (5 g). La columna fue activada con 12 mL de Metanol (MeOH grado
HPLC) (x3), luego se lavo con 12 mL de A, 12 mL de B (x3) y finalmente con 12 mL de A
(x3). El péptido fue disuelto en A (100 mg/3 mL) y eluido con soluciones que contienen
cantidades crecientes de B“. Las fracciones fueron recolectadas y evaluadas por
cromatografia analitica RP-HPLC, las fracciones que contenian la especie pura fueron

reunidas y liofilizadas.

1.1.3 Caracterizacion de Péptidos/N-glucopéptidos por cromatografia

RP-HPLC

El péptido disuelto en fase movil A (1 mg/mL) es analizado por HPLC en una columna
C18 Chromolith High Resolution RP-18 (50-4.6 mm) empleando un gradiente de elucion
del 5/50% de B (0.05% v/v de TFA en ACN) en 8 min, a un flujo de 2 mL/min, en A (0.05%

v/v de TFA en H,0). La lectura se realiz6 a 210 nm.
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1.1.4 Andlisis de Péptidos/N-glucopéptidos por espectrometria de

masas

El producto puro fue caracterizado por espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix
Assisted Laser Desorption Ionization -Time of Flight) utilizando un equipo Bruker
Daltonics Microflex. El péptido (1mg/mL) fue mezclado con acido alfa-ciano-4-hidroxi-
cindmico (1 mg/ml) en una relaciéon 18:2.5. La mezcla se sembr6 sobre la placa porta

muestra para su lectura usando un laser con potencia entre 2700 y 3000V.

2.Resultados y discusion

2.1 Sintesis quimica de péptidos

Se sintetizaron 6 péptidos plantilla que corresponden a las secuencias disefiadas sin el
motivo glicésido como control para establecer si la incorporacion del monosacarido
afecta la actividad antibacteriana. La sintesis de los péptidos fue favorable, indicando
viabilidad en la posterior obtencion de los N-glucopéptidos. La caracterizacion de las
moléculas obtenidas se presenta en la Tabla 2 en donde se observa que la pureza
cromatografica de las moléculas en su mayoria estuvo entre 82 y 99%. La caracterizacion
de los péptidos purificados por espectrometria de masas MALDI-TOF muestra que los
péptidos presentaron relaciones masa/carga correspondiente a la masa monoisotopica

teodrica.
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Capitulo 3. Actividad antibacteriana de los
Péptidos/N-glucopéptidos

1.Metodologia

1.1 Activacién y mantenimiento de la cepa bacteriana ATCC

Las cepas bacterianas se activaron de acuerdo con el protocolo del proveedor. Se
realizaron 3 pases seriados en Agar Triptona de Soya, hasta obtener una tasa de
crecimiento 6ptima y para confirmar la pureza de la cepa se realiz6 tincion de Gram. Los
cultivos fueron almacenados entre 30 y 60 dias a 4°C, al cumplirse este periodo u
observar cambios o contaminacion en las cajas se tomo un in6culo del cultivo stock y se
cultivo realizando pases seriados hasta observar una taza de crecimiento 6ptima (por
conteo de UFC). Las cepas se almacenaron en crioviales con BHI y Glicerol al 20% a -70°

C.

1.2 Curvas de calibracién de las cepas bacterianas (UFC/mL vs ABS)

Para la curva de calibracion se realiz6 un inoculo inicial de cada cepa de estudio
agregando de 2 a 3 colonias del cultivo de trabajo en 6 mL de caldo BHI, se incub6 a 37°C
por 24 h, luego se realizaron diluciones seriadas con agua peptonada, como se muestra

en la Figura 16.
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Figura 16. Diluciones seriadas en base 2: (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32) de cada una de las
cepas de estudio.

Posteriormente se distribuy6 las diluciones en una placa multipozos, y se realizo
diluciones seriadas en base 10. La absorbancia del microplato se leyé en un lector de
Human Reader HS (¥ 630nm). A continuacion, se toman 200 UL de cada una de las
diluciones y 200 YL de agua peptonada (control negativo), se dispensan en cajas de Petri

y se determinan la Unidades Formadoras de Colonia (UFC).

Posteriormente se sembroé una alicuota de cada dilucion en una placa multipozos y luego
se realizaron diluciones seriadas en base 10 y se determiné la absorbancia (Abs) en un
lector de Elisa Human Reader HS (630 ¥ nm). A continuacion, se tom6 200 puL de cada
una de las diluciones y se dispensaron en cajas de Petri para determinar la Unidades

Formadoras de Colonia (UFC). Se utiliz6é agua peptonada como control negativo.

Luego de servir las diluciones en las cajas, se agreg6 15 mL de Agar SPC, agitando
suavemente, se dejo solidificar el medio y se incubd por 48 h a 37°C en atmosfera aerobia.
Después se realizd el conteo de las UFC por caja de Petri. Si el namero de UFC
sobrepasaba de 300 UFC se contaron en 4 cuadrantes, luego se promedio y se multiplico
por el area de la caja. Luego del conteo se procedio a determinar la absorbancia de las

diluciones en base 2 (n=3) a 620 nm y las unidades formadoras de Colonia (UFC/mL)*".
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Siguiendo lo establecido en las normas Global Laboratory Standards for a Healthier

World*

1.3 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Este ensayo se realiz6 siguiendo el método de microdilucion en caldo, segtin las normas
CLSI*. En una caja multipozos se adicionaron 90 pL de caldo MH y 90 pL del péptido/N-
glucopéptido (200-6,2 pg/mL). Después, se agregd 10 pL del inoculo bacteriano (5 x 105
UFC/mL) y se incub6 por 24 h a 37°C. La distribucion en la placa se muestra en la Figura

17.
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Figura 17. Distribucién del plato multipozos para la determinacion de la CMI. Se observan las
concentraciones finales del péptido/N-glucopéptido (ug/mL). Control negativo (C-), Control
positivo (C+) Control de crecimiento (T), Control técnica (CT).
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Luego del periodo de incubacion se midi6é absorbancia a 630 nm. El control positivo para
cepa Gram negativa (E. coli ATCC 25922) fue 0.2 pg/mL de Ciprofloxacino y para cepa
Gram positiva (S. aureus ATCC 25923) 3.2 pg/mL de Vancomicina. El control de
crecimiento fue la cepa bacteriana en caldo MH y agua destilada estéril como control

negativo.

1.4 Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Después de la lectura para la determinacion del CMI, se realiz6 un subcultivo en una
placa de Agar MH, de cada una de las diluciones en donde no se observo crecimiento
(Figura 18). La accion bactericida se definié como la concentraciéon minima del péptido

donde no se presenta crecimiento. Cada ensayo se realizé por duplicado®’.

Figura 18. Esquema rotulaciéon de la caja de Petri para ensayos de determinacion de la CMB. Los
valores indican las concentraciones en pg/mL del péptido utilizado para el subcultivo.
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2.Resultados y discusion

2.1 Curvas de calibracion

Se construyeron las curvas de calibracion UFC/mL vs absorbancia (ver Anexo F) y se
realizaron las comprobaciones a través de un ensayo que consistio en leer la absorbancia
de un cultivo de 24 h en caldo BHI y compararla con la lectura de UFC en la caja Tabla 5.
En la tabla se observa que todas las curvas presentan un valor de R?*(coeficiente de
determinacion) mayor a 0,97, lo que indica que la correlacion entre las dos variables es
adecuada y se mantiene en el intervalo de medida. El porcentaje de variacion entre el
valor de UFC obtenido del conteo en la caja de Petri y el valor obtenido por la ecuacion,

en todas las cepas fue menor al 20%.

Tabla 5. Comprobacion de las ecuaciones obtenidas en las curvas de calibracion

Bacteria Ecuacién R? Valor Curva Caja Petri %
(UFC/mL x107) (UFC/mL x107)  Variacién

E. cola 25922 Y =0.0101x + 0.0131 0.99 1.67 1.40 16

S. aureus 25923 Y = 0.0071x + 0.0176 0.98 2.24 1.98 12

2.2 Actividad antibacteriana de los péptidos

Los péptidos fueron agrupados por familias y evaluados contra dos cepas ATCC; cada
familia esta definida por la secuencia y formada por la disposicion del N-glucoconjugado.
Los resultados de los CMI y CMB se pueden observar en la Tabla 6 y Tabla 7. (Mas

informacién Anexo G).
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Tabla 6. Valores de MIC y MBC (ug/mL) para los péptidos de la familia LfcinB (20-25)
E. coli ATCC 25922 S. aureus ATCC 25923

Péptido
MIC MIC

LfcinB(20-25) RRWQWR 100/100 200/>200

6 N-Ahx-RRWQWR 200/>200 >200/>200

7 RRWQWR-Ahx-N >200/>200 200/200

8 N-Ahx-RRWQWR-Ahx-N >200/>200 200/200

9 N(Glc)-Ahx-RRWQWR >200/>200 >200/>200

10 RRWQWR-Ahx-N(Glc) >200/>200 >200/>200

11 N(Glc)-Ahx-RRWQWR-Ahx-N(Glc) >200/>200 >200/>200

Los resultados de actividad antibacteriana contra las cepas evaluadas muestran que la
incorporacion de N-Ahx en el extremo N-terminal de la secuencia RRWQWR (LfcinB 20-
25), disminuye la actividad de la molécula en la cepa Gram negativa E. coli ATCC 25922.
Adicionalmente, los N-glucopéptidos evaluados, no presentan actividad antibacteriana

en ninguna de las cepas evaluadas a concentraciones inferiores a 200 Og/mL.

Tabla 7. Valores de MIC y MBC (Og/mL) para los péptidos de la familia LfcinB(21-25)p

E. coli ATCC 25922 S. aureus ATCC 25923
Péptido

MIC/MBC MIC/MBC

LfcinB(21-25), | RWQWRWQWR 25/50 200/>200
12 N-Ahx-RWQWRWQWR 100/100 >200/<200

13 RWQWRWQWR-Ahx-N 200/>200 >200/>200

14 N-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-N >200>200 >200/>200

15 N(Glc)-Ahx-RWQWRWQWR >200/>200 >200>200

16 RWQWRWQWR-Ahx-N(GIc) 100/>200 200/>200

Para la familia LfcinB(21-25)p. se observa una disminucion de la actividad antibacteriana
en la cepa Gram negativa E. coli ATCC 25922, mayormente con la incorporacién de
residuos en el extremo C-terminal. Los N-glucopéptidos evaluados tienen actividad

antibacteriana con concentraciones minimas inhibitorias superiores a 100 pg/mL.
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1.Metodologia

1.1 Curvas de letalidad en C. albicas

Las curvas de letalidad se realizaron segin protocolo EUCAST con modificaciones®. En
una caja multipozos (de 100 pocillos) se agregd 150 UL de solucion de péptido o N-
glucopéptido (preparado con caldo Sabouraud) a diferentes concentraciones (666, 333,
165, 82 y 41 pg/mL). Posteriormente se agregé 150 UL del indculo ajustado a 5*103
UFC/mL (0.5 de la escala de McFarland). Las muestras se incubaron por 72 h a 35°C con
agitacion constante. La lectura de la absorbancia se midi6 cada hora en un equipo
Bioscreen C (625 ¥nm). Control negativo (caldo Sabouraud), control de crecimiento
(Levadura mas caldo Sabouraud) y control positivo fluconazol 0.5 pg/mL y anfotericina

B 0.25 pg/mL (antifingicos conocidos).

1.2 Determinacion de la Concentracion Minima inhibitoria (CMI)

Para la determinacion de la CMI se suspendio la cepa fungi en caldo Sabouraud para
activarla. 0,1 mL del crio preservado se sembr6 en 1 mL de caldo Sabouraud por 24 h a
37°C. 20 ul de este crecimiento se sembrd en una placa de agar Sabouraud y se incubd
por 24 h a 37°C. Luego se realiz6 la identificacion microbiologica. Una vez se confirmé

género y especie de la levadura se realiz6 un in6culo en caldo Sabouraud y se incub6 por
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24 h a 37°C. A partir del indculo anterior se realiz6é una suspension al 0.5 de la escala de

McFarland.

Los péptidos o N-glucopéptidos se disolvieron en buffer y se realizaron diluciones
seriadas en base 2, luego se sembraron en una placa multipozo y se adicion6 150 ul del
inoculo (0.5 en la escala de McFarland). Las muestras se incubaron por 72 h y la lectura
de la absorbancia se midi6 cada hora en un equipo Bioscreen C (625 ¥nm). El control
negativo fue caldo Sabouraud, el control de crecimiento fue levadura mas caldo
Sabouraud y el control positivo levadura con antifangico. Todas las pruebas se realizaron
por triplicado y se realizo el analisis estadistico para verificar el potencial fungistatico o

fungicida de cada péptido evaluado®.

2.Resultados y discusion

Los péptidos fueron agrupados por familias y evaluados contra C. albicans ATCC SC 5314;
cada familia esta definida por la secuencia y formada por la disposicion del residuo con
caracter sacarido. Los resultados de la actividad fungistatica y fungicida se pueden

observar en la Tabla 8 y Tabla 9. (Las curvas de letalidad se encuentran en el Anexo H).

Tabla 8. Valores de efecto fungicida y fungistatico (ug/mL) para los péptidos de la familia
LfcinB (20-25)

C. albicans ATCC SC 5314

Péptido

Fungistatico Fungicida
LfcinB(20-25) RRWQWR 666 >666
6 N-Ahx-RRWQWR >666 >666
7 RRWQWR-Ahx-N >666 >666
8 N-Ahx-RRWQWR-Ahx-N >666 >666
9 N(Glc)-Ahx-RRWQWR >666 >666

11 N(Glc)-Ahx-RRWQWR-Ahx-N(Glc) >666 >666
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Los resultados de actividad antiftingica contra C. albicans muestran que la incorporaciéon
de la glucosa en la secuencia RRWQWR (LfcinB 20-25) no aument6 la actividad
antifangica de la molécula. Los N-glucopéptidos evaluados no presentaron actividad

antiftingica a concentraciones inferiores a 666 Og/mL.

Tabla 9. Valores de efecto fungicida y fungistatico (Og/mL) para los péptidos de la familia
LfcinB(21-25)pa

.. C. albicans ATCC SC 5314
Nombre Péptido P —
Fungistatico Fungicida
LfcinB(21-25), RWQWRWQWR 165 333
12 N-Ahx-RWQWRWQWR 666 333
13 RWQWRWQWR-Ahx-N 666 333
14 N-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-N >666 >666
15 N(GIc)-Ahx-RWQWRWQWR >666 >666
16 RWQWRWQWR-Ahx-N(GIc) >666 >666

Para la familia LfcinB(21-25)r. Se observa una disminucion significativa de la actividad

antifingica. Los N-glucopéptidos evaluados no presentaron actividad antiftingica a

concentraciones inferiores a 666 Og/mL.

Por lo tanto, estos N-glicopéptidos pueden ser considerados para estudios de inhibicion

de la adhesion fungica como contribucién para el desarrollo de tratamientos que no

generen resistencia.



























Anexo A: Mecanismos de reaccion involucrados en la sintesis de 65

péptidos en fase solida empleando la estrategia Fmoc/tBu
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ii.  Activacion del aminoacido

El mecanismo de activacion a través de carbodiimidas implica en primer lugar la transferencia de
un protén para formar un par idnico intermedio, seguido de la edicién del acido carboxilico, lo

que da lugar a una O-acilurea. Este intermediario es muy reactivo y puede sufrir varios procesos:

a. Ataque del nitréogeno de una amina para formar la amida correspondiente

b. Reordenamiento para dar lugar a la N-acilurea, que no es reactiva, y es un factor de la

disminucion en el rendimiento del acoplamiento final.

c. Reaccidn con otra molécula de acido carboxilico, lo que conduce al anhidrido simétrico

Si el &cido carboxilico es un a-aminoacido con un grupo N-carboxamido, como benzoilo o acetilo,
o carbamato, la O-acilurea puede sufrir ciclaciéon intramolecular para dar lugar a una 5(4H)-
oxazolona. Las 5(4H)-oxazolonas pueden tautomerizar al enol, a través del cual se provoca un

incremento en los niveles de racemizacion.
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ili.  Acople del aminoacido

La formacién del enlace peptidico se da por una adicion nucleofilica al acilo en donde el nitrégeno

de la amina ataca al carbono carbonilico del éster activado.
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ii. C-RMN Fmoc-Asn-f(2,3,4,6-tetra-O-Acetil-D-glucopiranosil)-OtBu. (101 MHz,
CDCls)

iii. = APT-RMN Fmoc-Asn-f3(2,3,4,6-tetra-O-Acetil-D-glucopiranosil)-OtBu. (CDCl5)






























































































































