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Resumen 

La terapia anti adhesiva es una aproximación ecológica para combatir las infecciones, 

que busca inhibir la adhesión del patógeno a los tejidos del hospedero, requisito primario 

para la infección. El mecanismo de acción de esta aproximación no implica la destrucción 

del patógeno, por lo que el patógeno no induce resistencia contra las moléculas que 

inhiben la adhesión. Se ha demostrado que monosacáridos derivados de glucosa, manosa 

y galactosa han inhibido la adhesión de bacterias a tejidos en ensayos in vivo e in vitro. 

Esta inhibición esta mediada por el bloqueo de la interacción receptor ligando entre las 

moléculas de la superficie de las células bacterianas y las células del hospedero. 

Desafortunadamente, los monosacáridos como fármacos tienen limitaciones ya que son 

eliminados rápidamente del cuerpo, por lo que se requieren grandes cantidades, lo que 

puede inducir efectos secundarios adversos. Para superar estas limitaciones se requiere 

diseñar glicoconjugados que mantengan o potencien la inhibición de la adhesión sin que 

afecten la viabilidad de las bacterias. Sin embargo, la obtención de N-glicoconjugados 

presenta dificultades sintéticas ya que se requieren varios pasos de reacción y es 

necesario en cada paso realizar procesos de purificación los cuales son dispendiosos , 

reducen significativamente los rendimientos, incrementan los costos y el tiempo de 

obtención, además son perjudiciales para el medio ambiente. En este trabajo se 

diseñaron y sintetizaron N -glicoconjugados que contienen glucosa y secuencias 

derivadas de la Lactoferricina Bovina (LfcinB). La metodología utilizada fue la Síntesis 

de Péptidos en Fase Sólida (SPPS-Fmoc/tBu) y el método de construcción por bloques 

aminoácido-monosacárido. Los resultados evidencian que se optimizó la ruta sintética 
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Abstract 

The inhibition of the adhesion of the pathogen to the target cell is the basis of the 

ecological approach to fight infections. The mechanism of action does not involve the 

destruction of the pathogen, instead it seeks to inhibit the adhesion of the pathogen to 

host tissues, a primary requirement for infection. This approach does not induce 

resistance of the pathogen against molecules that inhibit adhesion to the target cell. It 

has been shown that monosaccharides derived from glucose, mannose and galactose 

have inhibited the adhesion of bacteria to tissues in in vivo and in vitro assays. This 

inhibition is mediated by blocking the receptor-ligand interaction between the surface 

molecules of the bacteria! cells and the host cells. Monosaccharides as drugs have 

limitations because they are rapidly eliminated from the body, so large amounts are 

required, which can induce adverse side effects. To overcome these limitations, it is 

necessary to design glycoconjugates that maintain or potentiate the inhibition of 

adhesion without affecting the viability of the bacteria. However, obtaining N

glycoconjugates presents difficulties such as several reaction steps are required, and it 

is necessary in each step to carry out purification processes which are wasteful, 

significantly reduce yields, increase costs and time obtained, they are also harmful to 

the environment. In this work, N-glycoconjugates containing glucose and sequences 

derived from Bovine Lactoferricin (LfcinB) were designed and synthesized. The results 

show that the synthetic route was optimized to obtain the N-glycoconjugate Fmoc-Asn 

(Glc(Ac)4)-0H since it does not require to purify the intermediate products, making the 
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synthesis faster, more efficient, lower cost and more environmental friendly. Fmoc-Asn 

(Glc(Ac)4)-0H was incorporated into the peptide sequence by synthesis in salid phase 

using the Fmoc/tBu strategy and the block construction method. The obtained N

glycopeptides were characterized by RP-HPLC and MS MALDI-TOF and their 

antibacterial and antifungal activity was evaluated. The results obtained in this work 

suggest that N-glycopeptides derived from LfcinB can be considered as candidates for 

the design and development of therapeutic agents against bacteria} infections from an 

ecological perspective. 

Keywords: Chemical conjugation, N -glycopeptides, SPPS/Fmoc-tBu, LfcinB, block 

construction method 
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Introducción 

El resurgimiento de las infecciones causadas por patógenos que han desarrollado 

resistencia contra los medicamentos ha creado una problemática a nivel nacional y 

mundial, generada por la dificultad de tratar estas infecciones. La búsqueda de nuevos 

compuestos para el tratamiento de las enfermedades ha llevado al diseño y desarrollo de 

medicamentos de nueva generación, en este contexto, el diseño, síntesis e identificación 

de moléculas antimicrobianas es indispensable para el desarrollo de nuevos 

medicamentos1• 

El diseño de un medicamento requiere en una situación ideal, de elementos estructurales 

tanto del fármaco como de la célula objetivo. A partir de esto la glicobiología, en 

particular, ha reunido esfuerzos para emplear la química de los carbohidratos aplicada al 

diseño y desarrollo de fármacos2 • La glicosilación de cadenas peptídicas influye en la 

absorción de los péptidos en el intestino delgado, disminuye la excreción y provee 

protección contra la degradación enzimática 1 . Los glicopéptidos antibióticos son una 

clase de agentes antimicrobianos con estructura macromolecular y mecanismos de 

acción que involucran la unión a los péptidoglicanos de la pared celular, interfiriendo 

con la formación de la misma3A. 

De esta manera se han diseñado fármacos antibacteriales y antifúngicos basados en N

glicopéptidos que han sido utilizados en quimioterapia y vacunas (Doxorrubicina, 

Daunorubicina, Epirubicina, Idarubicina, anfotericina B, Lincomicina, Vancomicina)2 • Los 

sacáridos son moléculas ideales para ser usadas como agentes terapéuticos ya que no son 

tóxicos o inmunogénicos, debido a que son constituyentes de las superficies celulares y 

los fluidos corporales; especialmente en la leche materna. Además, son menos propensos 

a inducir resistencia en los patógenos. La importancia de los carbohidratos radica en que 
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estos proporcionan un mecanismo de orientación para las células blanco, lo que permite 

que los medicamentos lleguen al sitio de acción con precisión y actúen correctamente. 

Se han desarrollado diferentes estrategias para combatir las infecciones causadas por 

bacterias, las cuales en su mayoría se basan en destruir la bacteria afectando su viabilidad 

celular, lo que conlleva a que los patógenos generen mecanismos de supervivencia. La 

aproximación ecológica consiste en inhibir la adhesión de los patógenos al tejido del 

hospedero, requisito indispensable para que suceda la infección. Esta aproximación 

busca el desarrollo de fármacos que no destruyan el patógeno pero que evite la adhesión 

del patógeno a la célula blanco y que éste pueda ser eliminado por los mecanismos de 

limpieza del hospedero. Los procesos de reconocimiento y adhesión (requisito para la 

infección) de microorganismos como E. coli, H. pylori, S. typhimuríum, N. gonorrhoeae, virus 

de inmunodeficiencia humana, virus del ébola, virus de la hepatitis e, virus de la 

influenza, parvovirus, rotavirus, C. albícans, P. falcíparum, T. cruzi, E. hístolytíca, C. parvum, 

entre otros, están mediados por carbohidratos presentes en las glicoproteínas de la 

superficie celular4
-
7

• La adhesión del patógeno al tejido es una etapa relevante en el 

proceso de infección ya que le permite tener acceso a los nutrientes, liberar agentes 

tóxicos y penetrar el organismo, infectando el hospedero6
• Ciertos carbohidratos en las 

superficies celulares son considerados como alternativas para el desarrollo de métodos 

preventivos y/o para el tratamiento de enfermedades infecciosas. Se ha reportado que 

sacáridos de manosa y glucosa como metil a-manosido y N-acetilglucosamina pueden 

inhibir la adhesión de E. coii a líneas celulares de vejiga de humano8
. Por otro lado, ha 

sido demostrado que la adhesión de bacterias Gram-negativas como PasteureUa multocida 

puede ser inhibida por monosacáridos como N -acetilglucosamina, N -acetilgalactosamina, 

D-glucosa, D-manosa y D-galactosa9 • Sin embargo, el uso de monosacáridos para inhibir 

la adhesión bacteriana tiene limitaciones, ya que son eliminadas rápidamente del cuerpo 

y se requieren altas concentraciones para alcanzar la actividad deseada lo que implica 
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efectos secundarios adversos. Una opción para superar estas limitaciones es diseñar 

glicoconjugados de bajo peso molecular que inhiban la adhesión del patógeno, que no 

sean susceptibles a las proteasas, que no induzcan una respuesta inmune del hospedero 

y que no sean eliminados fácilmente por el cuerpo. El primer requisito para que una 

molécula sea considerada candidata para el desarrollo de fármacos en la terapia 

ecológica, es que esta no afecte directamente la viabilidad del patógeno, su membrana o 

algún blanco intracelular. 

La gran limitación de los glicoconjugados en el desarrollo de fármacos es su viabilidad 

sintética en cuanto a pureza y rendimientos. Se requieren diseñar y/u optimizar las rutas 

sintéticas para que los glicoconjugados puedan ser considerados viables 

económicamente en el desarrollo de un medicamento. En este trabajo se diseñaron y 

obtuvieron péptidos y N-glucopéptidos formados por D-glucosa unida a los extremos N 

y e-terminal de dos secuencias derivadas de la LfcinB: RRWQWR y RWQWRWQWR. Los 

N -glucopéptidos fueron obtenidos por síntesis en fase solida utilizando la estrategia 

Fmoc/tBu y el método de construcción por bloques. La síntesis de los N-glucopéptidos 

requirió la obtención del N-glucoconjugado Fmoc-Asn(Glc(Ac)4)-(0H) (5) para luego 

incorporarlo a la cadena peptídica. Para esto se requirió obtener grandes cantidades de 

(5), lo que implicó optimizar la ruta sintética y escalar el proceso de síntesis. Además, se 

implementaron mejoras en las reacciones de desprotección utilizadas en la SPPS y en los 

procesos de purificación por cromatografía RP-SPE de los N-glucopéptidos. 

Por otra parte, la aproximación ecológica requiere que los N-glucopéptidos: (a) no 

presenten efecto citotóxico sobre el patógeno, (b) sean de bajo peso molecular para que 

no induzcan una respuesta inmune del hospedero, (e) tengan un tiempo mayor de 

residencia y (d) no generen efectos secundarios adversos en el hospedero. En este 

contexto se seleccionaron dos secuencias cortas derivadas de la LfcinB: LfcinB (20-25) 

RRWQWR y LfcinB (21-25)rai RWQWRWQWR. El péptido LfcinB (20-25) ha presentado 
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baja actividad antibacteriana contra cepas Gram positivas y Gram negativas mientras que 

el péptido palindrómico LfcinB (21-2S)Pal ha presentado alta actividad antibacteriana 

contra bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas secuencias son consideradas 

menos susceptibles a las proteasas ya que derivan de la LfcinB la cual se produce durante 

la hidrólisis gástrica de la glicoproteína Lactoferrina Bovina. Además, es posible que estas 

moléculas sean menos propensas a inducir respuesta inmune del hospedero y generar 

reacciones secundarias adversas, ya que la Lactoferrina se encuentra en la leche de vaca 

que consumimos a diario. Por otra parte, la O-glucosa no es tóxica para los patógenos, no 

tiende a inducir una respuesta inmune del hospedero y tampoco genera reacciones 

secundarias adversas. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que Los N

glucopéptidos obtenidos no presentan actividad antibacteriana contra las bacterias Gram 

positivas y Gram negativas evaluadas, lo que permite considerarlos promisorios para su 

uso en la terapia ecológica. 



Marco Teórico 

Síntesis química de N -glicopéptidos por el método de construcción por 

bloques 

La síntesis de glicopéptidos se puede realizar mediante SPPS por dos métodos 

principalmente: (a) el método convergente, en donde se sintetiza el péptido con la cadena 

lateral de un aminoácido protegida selectivamente que luego permite incorporar el 

azúcar y (b) el método de construcción por bloques en el cual se obtiene un bloque, 

formado por un azúcar y un aminoácido, que luego se incorpora a la cadena peptídica 

unida a la resina durante la SPPS. El método de construcción por bloques permite obtener 

glicopéptidos homogéneos, complejos, bien definidos y que pueden ser 

predeterminados10- 12• El punto crítico de dicha estrategia es la obtención del bloque 

aminoácido-carbohidrato, ya que implica la formación de un enlace glicosídico entre el 

carbohidrato y el grupo carboxilo del aminoácido. 

Formación del enlace glicosídico 

La síntesis de oligosacáridos involucra la formación de enlaces glicosídicos que requieren 

la unión de un glicosita danar y un glicosita aceptar. El glicosita aceptar es un azúcar con un 

grupo saliente en el centro anomérico, el cual es activado por un promotor para dar un 

glicosilo catión (ion oxocarbenio) que es susceptible al ataque de un glicosito donar. La 

formación del glicosita aceptar está dirigida a obtener reacciones estéreo-selectivas y con 

altos rendimientos13• La estereoquímica del carbono anomérico conduce a la formación 

de dos tipos de glicósidos: el anómero a (1,2-cis) y/o el anómero ~ (1 ,2-trans). La síntesis 
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química de glicósidos ha llevado al desarrollo de diferentes estrategias de síntesis, dentro 

de las cuales mencionarnos las más utilizadas: (i) estrategias basadas en la formación de 

haluros de glicosilo y su posterior activación in situ; (ii) sales de metales pesados como 

activadores; (iii) el método de tioglicósidos, el cual es uno de los más utilizados por ser 

confiable y versátiP ~ . 

En forma general, el mecanismo de la formación del enlace glicosídico comúnmente 

aceptado se puede observar en la Figura l. La reacción de glicosilación implica el 

desplazamiento nucleofílico del sustituyente en el centro anomérico que a menudo sigue 

el mecanismo unimolecular SNl. El grupo sustituyente se convierte en un buen grupo 

saliente y da como resultado la formación del catión glicosilo. El catión se estabiliza 

intramolecularmente por resonancia y el carbono anomérico es hibridizado a sp2, por lo 

tanto, el ataque nucleofílico se podría dar con igual probabilidad desde la cara superior 

(trans, ~-)o desde la cara inferior (cis, a-) del anillo. Factores corno temperatura, grupos 

protectores, conformación y efecto anornérico van a determinar el anórnero mayoritario 

en el producto de reacción 14
• 

RO ... 

~o~ 
RO~o ~tivador RO~o) _ RO~<f a~ 1,2-trtuU Glicosido 

~ ~ ~~0··--ob ~-~ 
Glicosilo donor Glicosilo eatión n- b . b RO\ ··a·· 

v ... ocar en1o ~!::::::\ GHcollilo aceptor -.--- j 

o~ 
1,2-cis Glicosido 

Figura l. Mecanismo de formación del enlace glicosídico. 



→
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Efecto Anomérico 

El efecto anomérico se refiere a la tendencia de un sustituyente electronegativo en el e

l de un anillo de piranosa a asumir predominantemente la orientación axial. La 

orientación axial del sustituyente anomérico aumenta a medida que aumenta el carácter 

electronegativo del sustituyente (F> Bz0>Ac0z>CH30> H). Los sustituyentes en las otras 

posiciones del anillo también inciden en el efecto anomérico; la configuración del 

sustituyente en C-2 afecta el equilibrio entre los anómeros y la electronegatividad del 

sustituyente en la posición 6 favorece la formación del anómero a 11
•
11

•
15

. 

Diferentes modelos han sido propuestos para explicar el efecto anomérico, el análisis de 

las interacciones dipolo-dipolo indican que la configuración más estable es aquella que 

tenga un menor momento dipolar. El modelo electroestático sugiere que la estabilidad 

de la configuración axial del sustituyente en el C-1 del anillo de piranosa, se debe a la 

disposición de los dipolos generados por el par de electrones libres del oxígeno 

endocíclico y el enlace del sustituyente en el C-1. La configuración axial de un 

sustituyente electronegativo en la posición anomérica (A) se ve favorecida porque 

presenta menor repulsión dipolo-dipolo que la configuración ecuatorial (B), en donde la 

repulsión dipolo-dipolo es mayor (Figura 2. Modelo electrostático y estéreo electrónico 

del efecto anomérico.) 13
• 

El modelo estéreo-electrónico sugiere que la estabilidad de la configuración axial es 

atribuida a la interacción entre el orbital del par de electrones libres del oxígeno y el 

orbital no enlazante del enlace entre el C-1 y el sustituyente. La forma axial es 

energéticamente favorecida por la interacción de los dos electrones (n a'~) del orbital 

de alta energía ocupado y el orbital de baja energía desocupado. En otras palabras, la 

configuración axial (C) es favorecida de la ecuatorial (D), por la interacción entre el par 

de electrones libres del oxígeno con el orbital anti-enlazante del enlace anomérico en 
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configuración axial (Figura 2. Modelo electrostático y estéreo electrónico del efecto 

anomérico.)11
·
13

•
16

• 

e D Q 

9 
() 

~X 
X 

Menor momento dipolar Mayor momento dipolar Mayor estabilidad Menor estabilidad 

Figura 2. Modelo electrostático y estéreo electrónico del efecto anomérico. 

Formación del enlace amida 

Los enlaces amida juegan un rol importante en la elaboración y composición de sistemas 

biológicos; ejemplos son el enlace peptídico que permite la unión de aminoácidos para 

formar la estructura primaria de las proteínas. En glicoproteínas, la N-glicosilación es una 

modificación postraduccional que involucra un enlace amida. Dichos enlaces también 

están presentes en una gran variedad de moléculas, incluyendo medicamentos17
• La 

formación del enlace amida en la N-glicosilación de las proteínas esta mediado por 

enzimas y se ha establecido que el carbohidrato se une a las cadenas laterales de la 

Asparagina (Asn) cuando se encuentra incluida en el motivo Asn-X-Ser/Thr donde X 

puede ser cualquier aminoácido excepto Pro18
·
19

• 

El enlace amida se forma a partir de la unión de un ácido carboxílico y una amina, con la 

formación de una molécula de agua. En la naturaleza, la formación de los enlaces amida 

está mediada por enzimas, mientras que en las reacciones químicas en condiciones no 

naturales la unión de estos dos grupos funcionales no se produce espontáneamente a 
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temperatura ambiente, por esta razón se requiere la formación de un electrófilo más 

reactivo transformando el grupo hidroxilo del ácido carboxílico en otro grupo que sea un 

buen grupo saliente. Las estrategias comúnmente utilizadas involucran la formación de 

cloruros de ácido, anhídridos o ésteres, los cuales son más reactivos y promueven la 

formación del enlace amida. El mecanismo que se propone para estas reacciones es la 

sustitución nucleofílica acílica (Anexo A). El punto predominante en la formación del 

enlace amida, es la elección del compuesto acílico, ya que se debe tener en cuenta los 

subproductos de reacción al momento de la formación de la amida17
. 

Síntesis química de glicoconjugados: bloque aminoácido-carbohidrato 

Los glicoconjugados son moléculas conformadas por carbohidratos unidos 

covalentemente a lípidos o proteínas, por esta razón son consideradas las más diversas 

en la naturaleza, tanto en estructura como en funcionalidad y han sido considerados 

como candidatos para el desarrollo de agentes terapéuticos4. A nivel sintético los N

glicosilaminoácidos son la base de la síntesis química de N -glucopéptidos en fase sólida 

(SPPS) utilizando el método de construcción por bloques. Para eso se requiere modificar 

la cadena lateral del Fmoc-Asp(OH)-OtBu con una glicosil amina (3) para formar un enlace 

amida, luego la desprotección del grupo carboxilo del aminoácido conduce a la obtención 

del bloque Fmoc-Asn(Glc(Ac)4)-0H (5), el cual puede ser incorporado a la cadena 

peptídica utilizando la SPPS convencional. 

La síntesis química de estos bloques es compleja ya que se requieren: (i) esquemas de 

protección ortogonales para el aminoácido y para el carbohidrato, (ii) reacciones bajo 

condiciones anhidras y atmósferas inertes, (iii) procesos de purificación dispendiosos 

que conllevan a bajos rendimientos y (iv) métodos de caracterización complejos debido 

a las propiedades intrínsecas de los carbohidratos. Los N -glicosilaminoácidos 

(conformados por un monosacárido y un aminoácido) se pueden obtener por diferentes 
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rnonosacáridos con sustituyentes lábiles pueden ser rnetilados usando diazornetano en 

presencia de trifloruro de boro20
• A partir de eso, en 2006 se reportó modificaciones a 

esta síntesis para obtener glicosilarninas11
• Los grupos hidroxilo del rnonosacárido deben 

ser protegídos ortogonalmente para que la reacción sea regíoespecífica y se dé en el 

carbono anornérico del rnonosacárido. A pesar de que hay una gran variedad de esquemas 

de protección, la acetilación permite selectivamente realizar cambios de sustituyente en 

el carbono anornérico. A partir del rnonosacárido acetilado, la glicosilarnina se puede 

obtener por dos métodos: A. Por tratamiento con bicarbonato de amonio (NH4HC03) en 

medio acuoso y en DMS011
• Esta reacción no requiere condiciones de reacción extremas 

por lo que es más sencilla de realizar; presenta corno desventaja que los rendimientos 

son bajos y la obtención del producto puro es más dispendiosa. B. El rnonosacárido 

acetilado es tratado con Trirnetilsililazida (TMSN3) y tetracloruro de estaño (SnC14) 

obteniendo el 2,3,4,6-tetra-0-acetil-p-o glucopiranosilazida (2) de manera 

cuantitativa11
·
25

• La glicosilarnina (3) se obtiene de forma cuantitativa a partir del 

derivado de azida (2), por tratamiento catalítico con Pd 5% en carbón activado y 

atrnosfera de H2 (Figura 5 

Figura S. Obtención de la glucosílamina (3) a partir del derivado de azida. 

DMSO 

Figura S. Obtención de la glucosílamina (3) a partir del derivado de azida. 

OAc 

Aco------~ -O 
.Aco~NH2 

OAc 
(3) 



 



14 Síntesis de N-glucopéptidos derivados de la LfcinB y evaluación de su 

actividad antibacteriana y antifúngica 

las cuales involucran diisopropilcarbodiimida (DIC), N,N' -diciclohexilcarbodiimida (DCC) 

y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), tetrafluoroborato de N ,N ,N' ,N'

tetrametil-0-(benzotriazol-1-il) uranio (TBTU) y anhídrido cíclico de ácido 

propilfosfónico (T3P) (Figura 8)28
·
29

. 

i.DIC/DMF 

DMF 

OAc HOILO:Iro 
AcO~NBz + )(o(]:aX o OAc 

(3) , ~ ~ L.:i=ü . ...::.T=.:3P-=-D:.=IP:.=EA:.:.__., 
~ J. EtOAc =- ~ 11 

ü. TBTIJ-DIPEA 

Fmoc-Asn(Gic(Ac),.)-OtBu 

Figura 8. Estrategia de formación del bloque aminoácido-carbohidrato28
• 

Las reacciones con carbodiimidas presentan bajos rendimientos debido a que las 

reacciones colaterales consumen la mitad del aminoácido (formación de N-acilurea), 

además la formación del éster puede inducir la racemización del aminoácido~0.~1 • Las sales 

de uranio tienen la ventaja de que no producen racemización del aminoácido, sin 

embargo, se obtienen subproductos que hacen más dispendiosa la purificación lo que 

implica bajos rendimientos10
• 

El T3P es un agente acoplante que no requiere de aditivos peligrosos y es considerado 

como un reactivo no tóxico, ni alergénico. Sus sales son solubles en agua y no son 

peligrosas, por lo que estas reacciones son consideradas parte de la química verde32
• El 

subproducto formado es el ácido propanofosfónico que es fácilmente removido con 

lavados acuosos33
, por lo cual. la purificación de (4) es más fácil y los rendimientos son 

significativamente más altos. 
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Síntesis química de N-glucopéptidos SPPS- Fmoc/OtBu 

La estrategia SPPS-Fmoc/tBu consiste en la síntesis en fase sólida donde el grupo Fmoc 

actúa como grupo protector temporal del alfa-amino y los grupos que protegen las 

cadenas laterales son estables a las condiciones de remoción del grupo Fmoc. Los 

aminoácidos empleados en la SPPS/Fmoc-tBu presentan una protección ortogonal; el 

grupo funcional alfa-amino (a-N Hz) está protegido con el grupo Fmoc y las cadenas 

laterales de los AA presentan grupos protectores lábiles al tratamiento con ácido 

trifluoroacético, por ejemplo, los grupos tritil o terbutil. La remoción del grupo Fmoc se 

realiza por tratamiento con una base débil, mediado por una reacción de p-eliminación 

(Mecanismo en Anexo A). Los Fmoc-aminoácidos incluyendo (5) son acoplados a la resina 

o resina-péptido mediante reacciones de acople utilizando diferentes estrategias como 

carbodiimidas o sales de uronio. Luego que se han incorporado todos los Fmoc 

aminoácidos se procede a la desprotección de las cadenas laterales y el desanclaje del 

péptido de la resina. Los N-glucopéptidos serán obtenidos por SPPS-Frnoc/OtBu y la 

estrategia de construcción por bloques. 



Planteamiento del problema 

Durante las últimas décadas se han venido realizando esfuerzos para el diseño, desarrollo 

y obtención de agentes terapéuticos de última generación contra infecciones causadas 

por patógenos resistentes. La síntesis química de péptidos es considerada como una 

alternativa viable y novedosa para el diseño y obtención de agentes terapéuticos contra 

infecciones bacterianas36• Los péptidos sintéticos presentan ventajas como, inocuidad, 

certeza de la composición de aminoácidos y versatilidad en la administración, 

posibilitando mayor cobertura. La obtención de péptidos por medio de la síntesis 

química en fase sólida (SPPS) es rápida, presenta altos rendimientos, se obtienen 

moléculas de alta pureza y es económicamente viablé7 • Una de las principales fuentes 

naturales para el diseño y desarrollo de nuevos agentes terapéuticos son los péptidos 

antimicrobianos (AMPs). Los AMPs hacen parte del sistema inmune innato de los 

organismos y presentan mecanismos de acción que generan menos resistencia que los 

fármacos convencionales, no producen reacciones adversas y son más resistentes a las 

proteasas del hospedero36- 38• 

Por otra parte, los carbohidratos forman un grupo complejo de biomoléculas con diversas 

funciones biológicas, siendo las fuentes primarias de energía de los sistemas biológicos 

y los principales componentes estructurales de las plantas39 . La posibilidad de formar 

gran variedad de estructuras con tan sólo un pequeño número de unidades hace posible 

generar moléculas con conformaciones particulares que se relacionan con actividades 

biológicas39 . 
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Los carbohidratos están relacionados con procesos biológicos críticos, como la adhesión 

a células epiteliales-leucocitarias, infecciones bacterianas y virales y el reconocimiento 

inmunológico de células tumorales y tejidos extraños. Lo anterior ha motivado el 

aislamiento, estudio estructural, diseño y síntesis de glicoconjugados como herramientas 

para el estudio fundamental de la glicobiología y han sido considerados como candidatos 

para el desarrollo de las futuras generaciones de agentes terapéuticos4
• 

A partir de esto se plantea la siguiente pregunta de investigación 

¿Cómo influye en la actividad antibacteriana y antifúngica la incorporación a la cadena 

peptídica del glicoconjugado Asn(Glc)-OH? 



Diseño de las moléculas 

Se diseñaron 6 N-glucopéptidos derivados de la LfcinB escogiendo las secuencias LfcinB 

(20-25) y (LfcinB(21-2S)rai40- 42 . Los N -glucopéptidos diseñados contienen el motivo 

derivado de LfcinB y un residuo de ácido aminohexanóico (Ahx) utilizado como 

espaciador para facilitar la incorporación de (5) en la cadena peptídica. En el diseño se 

incluyó la incorporación de (S) en el extremo N-terminal, en el e-terminal y en ambos 

extremos para determinar la influencia de la posición sacárida en la secuencia en la 

actividad antimicrobiana. También se obtuvieron 6 péptidos plantilla que no contienen 

el monosacárido para evaluarlos como control. Las moléculas de este trabajo se 

presentan en la Tabla l. 

Tabla l. Péptidos y N -glucopéptidos obtenidos 
Familia No Nombre Péptido 

LfcinB(Z0-25) RRWQWR 

6 [Asn-AhxF-LfcinB (20-25) N-Ahx-RRWQWR 

7 [Ahx-AsnP-LfcinB (20-25) RRWQWR-Ahx-N 

LfcinB(20-25) 8 [Asn-AhxF, [Ahx-AsnP-LfcinB (20-25) N-Ahx-RRWQWR-Ahx-N 

9 [Asn(Glc)-AhxF-LfcinB (20-25) N(Glc)-Ahx-RRWQWR 

10 [Ahx-Asn(Glc)P-LfcinB (20-25) RRWQWR-Ahx-N (Glc) 

11 [Asn(Glc)-AhxF , [Ahx-Asn(Glc)P -LfcinB (20-25) N(Glc)-Ahx-RRWQWR-Ahx-N(Glc) 

LfcinB(21-2 5)Pal RWQWRWQWR 

12 [Asn-AhxF -LfcinB (21-25)Pai N-Ahx-RWQWRWQWR 

13 [Ahx-AsnP -LfcinB (21-25)Pai RWQWRWQWR-Ahx- N 

LfcinB(21-25)Pai 14 [Asn-AhxF , [Ahx-AsnP -LfcinB (21-25)Pai N-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-N 

15 [Asn(Glc)-AhxF -LfcinB (21-25)Pal N(Glc)-Ahx-RWQWRWQWR 

16 [Ahx-Asn(Glc)P -LfcinB (21-25)Pai RWQWRWQWR-Ahx-N (Glc) 

17 [Asn(Glc)-AhxF , [Ahx-Asn(Glc)]!-LfcinB (21-25)Pai N(Glc)-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-N(Glc 





 

Hipótesis 

La incorporación del residuo Asn(Glc)-OH a péptidos derivados de LfcinB permite 

obtener N-glicopéptidos inocuos para bacterias Gram positivas y Gram negativas. 
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2H), 6.84 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 6.17 (t, J = 6. 7 Hz, 1H), 5.38- 5.25 (m, 2H), 5.08 (t, J = 9.8 

Hz, 1H), 4.94 (dd, J = 12.8, 6.2 Hz, 1H), 4 .60 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 4 .37 (dd, J = 10.9, 7.5 Hz, 

2H), 4.33-4.30 (m, 1H), 4.28 (d, J = 4.0 Hz, 1H), 4.21 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 4.06 (d, J = 12.2 

Hz, 1H), 3.84 (dd, J = 9.9, 2.0 Hz, 1H), 2.97-2.86 (m, 1H), 2.77 (dd, J = 15.9, 4.4 Hz, 1H), 

2.12- 1.94 (m, 12H). RMN 13C (101 MHz, CDCb) o 169.40(C-18), 156.19(C-16), 143.SS(C-

15), 141.13(C-15), 132.14(C-14), 13l.ll(C-14), 126.9S(C-13), 124.96(C-13) , 119.86(C-

12), 117.39(C-12), 77.90(C-11) , 77.16(CDCb), 73.63(C-10), 72.47(C-9) , 70.SO(C-8) , 

67.89(C-7) , 67.34(C-6), 61.46(C-5), 50.14(C-4), 46.89(C-3) , 37.4S(C-2), 20.SO(C-1), 

20.39(C-1). (Ver todos los espectros RMN en Anexo C). 

2. Resultados y discusión 

La obtención de (S) involucra una ruta sintética que involucra la síntesis secuencial de 

(1), (2), (3) y (4). 

(i) La síntesis de (1) fue monitoreada por IR encontrando que la glucosa fue 

completamente acetilada; se observa una banda intensa en 1742 cm-I, correspondiente 

al estiramiento de los grupos carbonilo (C=O) de los grupos acetilo presentes en el 

producto de reacción. Adicionalmente aparecen bandas alrededor de 2997 cm-1 y 1383 

cm-1 características de grupos metilo (-CH3), y en 1226 cm-1 característica del grupo 

acetato (CH3(C=O)-O) presente en el producto de reacción y se observó desaparición de 

la banda ancha en 3300 cm-1 característica de los OH presentes en la glucosa (reactivo de 

partida). Espectro IR en el Anexo B. 

(ii) La síntesis de (2) a partir de (1) implicó la sustitución del grupo acetilo unido al C-1 

por el grupo azida, la reacción fue monitoreada por espectroscopia IR y se observó la 
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aparición de una banda intensa en 2119 cm-1 correspondiente al grupo azida (-N3). 

Espectro IR en el Anexo B. 

(iii) En la reacción de formación de (3) se evidencia que la banda de 2119 cm·I, 

correspondiente al grupo de azida, desaparece y se ensancha la banda en 3300 cm·1 

debido a los puentes de hidrógenos intermoleculares del grupo amino. (iv) En el 

monitoreo de la formación de (4) se evidenció corrimiento en la banda de -NH a 3308 

cm 1 y la aparición de las bandas correspondientes al carbono sp2 en 3062 cm 1, lo que 

concuerda con la formación del enlace amida entre la glucosamina y el Fmoc-aminoácido. 

Es importante resaltar que en esta etapa se disminuyó el uso de solventes, ya que se 

omitieron los procesos de purificación por columna de (1) y (2). La formación de (2) y (3) 

se realizó a partir de materias primas obtenidas después de extracciones Líquido

Líquido, lo cual evitó procesos dispendiosos de purificación por cromatografía flash en 

columna y el uso de entre 1-2 L de eluyente (acetato de etilo:ciclohexano (1:1 v/v)). 

Por otro lado, la literatura reporta que la formación del enlace entre la glucosilamina y el 

Fmoc-aminoácido es un punto crítico28
, ya que la mezcla de reacción puede contener 

además del producto, materia prima que dificultará la obtención de (4) puro. Por eso, se 

requiere la purificación mediante cromatografía en columna en fase normal lo que 

implica la elución de un número significativo de fracciones y consumo de la mezcla de 

eluyente. Esto pone en riesgo la estabilidad del compuesto en la columna, disminuye 

considerablemente los rendimientos e incrementa los costos de producción. Por tal 

motivo, se exploraron alternativas de purificación por Extracción en Fase Solida- Fase 

Reversa (RP-SPE) que permitió purificaciones más rápidas. Aunque se logró purificar (4), 

seguíamos obteniendo bajos rendimientos y las cantidades en cada proceso de 

purificación no excedían los 100 mg. Es por esto que se exploró la cristalización de (4), 
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llegando a establecer que ese obtenía puro mediante precipitación con éter etílico. Este 

resultado fue importante durante la experimentación ya que en nuestra experiencia no 

era posible precipitar péptidos que contenían menos de 3 aminoácidos, bajo estas 

condiciones. La precipitación de (4) con éter etílico permitió separarlo de la mezcla de 

reacción y obtenerlo con alta pureza y buenos rendimientos. 

El análisis por RMN de (4) permitió confirmar la estructura de la molécula. Se asignaron 

señales de los cuatro carbonos cuaternarios en 171.10 ppm de los grupos carbonilo (C=O) 

presentes en el carbohidrato acetilado, en 141.76 y 144.20 ppm de carbonilo (C=O) de 

amidas y en 156.66 ppm de carbono cuaternario presente en el grupo tert-butilo. Las 

señales en 28.33 ppm corresponden a los metilos del grupo terbutilo y en 21.08 ppm a 

los cuatro grupos metilos de los grupos acetilo. El experimento de APT permitió 

identificar la naturaleza de los carbonos (primarios, secundarios, terciarios y 

cuaternarios). En la asignación de protón se identificaron los hidrógenos aromáticos 

presentes en el grupo Fmoc 7.75 (d, 2H), 7.58 (d, 2H), 7.39 (t, 2H), 7.30 (t, 2H), los 

hidrógenos unidos a nitrógenos de los grupos amida en 6.45(d, 1H) y 5.95 (d, 1H), los 

hidrógenos de los grupos acetilos en 2.23-1.86 (m, 12H) y los hidrógenos del grupo 

ter bu tilo en l. 73-1.25 (s, 9H). La asignación completa se encuentra en el Anexo C. 

Basados en la experiencia anterior, (5) también fue precipitado con éter etílico 

obteniendo grandes cantidades con alta pureza de manera fácil, rápida y económica. (5) 

fue caracterizado por RMN asignando señales de los cuatro carbonos cuaternarios en 

171.31-170.51 ppm de los grupos carbonilo (C=O) presentes en el carbohidrato acetilado, 

en 169.40 y 156.19 ppm de carbonilo (C=O) de amidas. Las señales en 20.50 y 20.39.ppm 

corresponden a los grupos metilos de los grupos acetilo y se evidenció la desaparición de 

las señales en 28.33 ppm correspondientes a los metilos del grupo terbutilo. El 
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experimento de APT permitió identificar la naturaleza de los carbonos (primarios, 

secundarios, terciarios y cuaternarios). 

En la asignación de protón se identificaron los hidrógenos aromáticos presentes en el 

grupo Fmoc en 7.7S (d, 2H), 7.S8 (d, 2H), 7.39 (t, 2H), 7.30 (t, 2H), los hidrógenos unidos 

a nitrógenos de los grupos amida en 6.84 (d, 1H), 6.17 (d, lH), los hidrógenos de los 

grupos acetilos en 2.12- 1.94 (m, 12H) y la señal de los hidrógenos del grupo terbutilo 

no se evidencia en el espectro, confirmando que la remoción del grupo tertbutilo se 

completó. La asignación completa se encuentra en el Anexo C. 

En resumen, se obtuvo (S) omitiendo la purificación cromatográfica de los 

intermediarios, lo que nos permitió obtener hasta S g de (S) posibilitando la síntesis de 

N -glucopéptidos en las cantidades requeridas para realizar los ensayos in vitro de 

actividad antibacteriana y antifúngica. 
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l. Remocl6n del Fmoc l. Reatclon de arople Fmoc-Arg.OH 
1.1 DCM/DMF 2..1 AA:DCC:6-Cl-HOBT fi 
1.2. 4-metilpiperidina 2..2. Lavar con DCM/DMF 0 
1.3 Lavar con DCM/DMF 2..3 Test de Kaiser ~A=o 1 

o.i:~:~ ~~~ll!4~~~~~:t;g·~~ 
~ o ~ ~ - ~ 

NH,"
0
N X~ ~ .. NIIs ~ 
01~ ~ 

Figura 11. Esquema de síntesis para la obtención del N-glucopéptido N(Glc)-Ahx-RRWQWR (9). 
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1.1.1.1 Reacción de desprotecdón 

Este trabajo contribuyó a la implementación de dos metodologías de desprotección del 

grupo alfa amino de los Fmoc-aminoácidos en la SPPS. (i) Se estandarizó la remoción del 

grupo Fmoc en la SPPS utilizando hidrato de hidracina como agente desprotector. Para 

esto se realizaron reacciones de desprotección de Fmoc-aminoácidos en solución y se 

establecieron las condiciones óptimas de reacción. A partir de esto se logró establecer 

tres metodologías de desprotección en SPPS (a) solución de hidrato de hidracina al 16% 

en DMF y reacción durante 60 min con AC, (b) solución de hidrato de hidracina en DMF 

y reacción por 10 minutos con AC (x2), (e) solución de hidrato de hidracina al 16% en 

DMF y reacción por 30 segundos utilizando microondas (x2). Este trabajo fue publicado 

en la revista Tetrahedron Letters en 201943
• 

(ii) En la segunda metodología el grupo Fmoc fue removido tratando la resina con 

solución de 4-metilpiperidina diluida (4-metilpiperidina al2,5% (v/v) en DMF) por 15 min 

con AC (x2). Esta metodología nos permitió reducir drásticamente el consumo de 4-

metilpiperidina la cual, además de ser nociva para la salud y el medio ambiente está 

restringida comercialmente. Esta metodología puede ser implementada para la SPPS 

manual rutinaria en la obtención de péptidos cortos. Este trabajo fue publicado en 

InternationaL JournaL of Peptide Research and Therapeutics en 201944
• 

Luego del tratamiento con solución de desprotección, la resina se lavó con DMF (6x 10 

seg) y DCM (3x10 seg) quedando disponibles los grupos amino para permitir la 

incorporación del aminoácido. La reacción de desprotección se monitoreó mediante el 

test de Kaiser. 
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Tabla 2. Péptidos derivados de la LfcinB sintetizados en este trabajo 

Péptido 
RP-HPLC 

MS MALDI-TOF 
m/z [M+ H]+ 

h (min) %Área Calculado Experimental 

LfcinB(20-25) RRWQWR 4.1 97 986.5 988.200 

6 N-Ahx-RRWQWR 4.2 99 1213.7 1213.677 

7 RRWQWR-Ahx-N 4.2 94 1213.7 1212.923 

8 N ·Ahx-RRWQWR·Ahx· N 4.3 92 1440.8 1440.261 

LfcinB (21-25)ral RWQWRWQWR 5.9 81 1485.8 1486.751 

12 N-Ahx-RWQWRWQWR 5.8 81 1713.9 1714.353 

13 RWQWRWQWR-Ahx-N 5.8 88 1713.9 1714.598 

14 N-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-N 5.7 76 1941.0 1941.869 

A manera de ejemplo, en la Figura 12 se muestra la caracterización del péptido (6) en 

donde se evidencia que la síntesis solo requirió de un ciclo de reacción de acople para 

cada aminoácido (Panel B), el perfil cromatográfico del péptido muestra un único pico 

con pureza del 99 % y tR= 4.2 min. La caracterización por espectrometría de masas 

MALDI-TOF (Panel D) presentó una señal con m/z=1213.677 el cual corresponde a la 

especie [M+ H] + de la molécula. Los reportes para cada péptido se presentan en el Anexo 

D. 
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Di recci ón de l a síntesis 

Arg Arg Trp Gtl Trp Arg 

Ami noáci do de l a secuenci a 
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m/ z 

Figura 12. Reporte de síntesis N-Ahx-RRWQWR (6) A. Estructura y masa teórica B. Comportamiento de síntesis C. Perfil 
cromatográfico del péptido puro D. Espectro de masas MALDI-TOF. 
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La metodología de purificación para las moléculas peptídicas fue implementada en el 

laboratorio. Consiste en hacer una clttción por gradiente en columna SPL y recolectar 

cada una de las fracciones. Corno ejemplo la Figura 1 :~en donde se presenta el rnonitoreo 

por RP-HPT.C de la pu1;ficación del péptido (G). 

- t= t= 
!L 

/ 

t=f=f= 
Fl 5 

=t= 
.,. 

t=r--- FlJ 

~ ~t= 
/ Fl2 
FU 

~ f-' FlO 
/ .. .. ., 

" 
1 2 3 4 5 6 7 8 

Minutes 

figura B .. \1onitoreo por RP-Hl'LC de la puritkación del péptido N-Ahx-RRWQWR (6). 

Todos los péptidos y N-glucopépridos fueron purificados tttilú.ando esta metodología, 

demostrando la versatilidad del método. F.sta fase del trabajo hace parte de un anículo 

publicado en la re\'Ísta .Mo!cculcs en 20194
';· 
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2.2 Síntesis química de N-glucopéptidos 

Se sintetizaron 6 N -glucopéptidos los cuales tienen los grupos hidroxilos del 

monosacárido protegidos con grupos acetilo. La caracterización de las moléculas crudas 

se muestra en la Tabla 3, evidenciando tiempos de retención superiores a 5.2 min y 

purezas cromatográficas entre 63-81%. Las moléculas presentaron una señal m/z 

correspondiente a su especie [M+ H] + indicando que todos los N -glicopéptidos fueron 

obtenidos, excepto para el N-glucopéptido (17') cuya masa presentó diferencia de 415.3 

urna, masa que posiblemente corresponde a la deleción de la glucosa por un enlace 

glicosídico. Por esta razón la molécula (17) se retiró del estudio. 

Tabla 3. N -glicopéptidos acetilados sintetizados 
1 RP-HPLC 

MS MALDO-TOF 
N -glucopéptido m/z [M+ H] + 

tR (min) %Área Calculado Experimental 

9' N(Glc(Ac). )-Ahx-RRWQWR 5.2 70 1542.7 1542.801 

10' RRWQWR-Ahx-N (Glc(Ac). ) 5.4 72 1542.7 1543.887 

11 ' N(Glc(Ac). )-Ahx-RRW QWR-Ahx-N(Glc(Ac). ) 6.1 78 2099.9 2098.669 

15' N ( Glc(Ac). )-Ahx-RWQWRWQWR 6.0 81 2042.9 2044.199 

16' RWQWRWQWR-Ahx-N(Glc(Ac). ) 6.5 63 2042.9 2042.766 

17' 
N (Glc(Ac). )-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-

6.6 64 2600.2 2184.984 
N(Glc(Ac). ) 

Los productos crudos fueron desacetilados por tratamiento con metóxido de sodio y 

caracterizados. Los datos se presentan en la Tabla 4, en donde se observa que los tR de 

cada molécula disminuyeron respecto a sus análogos acetilados, sugiriendo que la 

reacción de desacetilación fue llevada a cabo, ya que esto implica disminución en la 

hidrofobicidad de la molécula. El análisis por espectrometría de masas de los cinco N

glucopéptidos obtenidos, muestra que la señal m/z corresponde a la especie [M+H]• 

esperada. 
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15 

16 

Tabla 4. N-glicopéptidos desacetilados sintetizados 

RP-HPLC 

tR %Área 
(min) 

N -glucopéptido 

N(Glc)-Ahx-RRWQWR 4.3 84 

RRWQWR-Ahx-N(Glc) 4.2 43 

N(Glc)-Ahx-RRWQWR-Ahx-N(Glc) 4.2 58 

N(Glc)-Ahx-RWQWRWQWR 5.7 82 

RWQWRWQWR-Ahx-N(Glc) 5.7 74 

MS MALDO-TOF 
m/z [M+ H]+ 

Calculado Experimental 

1374.7 1374.046 

1374.7 1374.804 

1763.9 1766.054 

1874.9 1877.596 

1874.9 1877.435 

A manera de ejemplo en la Figura 14, se muestran los resultados de la síntesis del N

glucopéptido (9'), en donde se evidencia que el acople de la Art y de (5) requirió dos 

ciclos de reacción para completar la reacción de acople (Panel B). Los perfiles 

cromatográficos de los N-glucopéptidos (9') (Figura 14) y (9) (Figura 15) muestran una 

especie mayoritaria con pureza cromatográfica superior al 70% y se observa la diferencia 

de tR (5.2 min y 4.3 min respectivamente) correspondiente al cambio de polaridad de la 

molécula al desacetilarla. La caracterización por espectrometría de masas MALDI-TOF 

(Panel D) presentó una señal con m/z correspondiente a la especie [M+H] de cada 

molécula. Los reportes para cada N -glucopéptido se presentan en el Anexo E. 
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Figura 14. Reporte de síntesis N(Glc (Ac)4)-Ahx-RRWQWR (9') A. Estructura y masa teórica, B. Comportamiento de síntesis, C. Cromatograrna 
producto puro, D. Espectro de masas MALDI-TOF. 
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Figura 15. Reporte de síntesis N(Glc)-Ahx-RRWQWR (9) A. Estructura y masa teórica B. Cromatograma producto puro C. Espectro de masas 
MALDI-TOF. 
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Es importante resaltar que la búsqueda de agentes terapéuticos que involucran la 

aproximación ecológica se basa en la inhibición de la adhesión del patógeno al tejido 

celular sin afectar el patógeno. Por lo tanto, estos N -glicopéptidos pueden ser 

considerados para estudios de inhibición de la adhesión bacteriana como contribución 

para el desarrollo de tratamientos que no generen resistencia. 
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Conclusiones 

En este trabajo se optimizó la ruta sintética para la síntesis del bloque aminoácido

monosacárido Fmoc-Asn(Glc(Ac)4)-0H (S), logrando obtener el bloque con alta pureza 

(96%) y buenos rendimientos, sin necesidad de purificar los productos intermediarios, 

haciendo la síntesis más rápida, eficiente, de menor costo y más amigable con el medio 

ambiente. La metodología desarrollada permitió escalar la ruta sintética para la 

obtención de S.6 g de Fmoc-Asn(Glc(Ac)4)-0H (S) puro y caracterizado. 

Por otro lado, se establecieron las condiciones de síntesis para la obtención de los N

glucopéptidos derivados de LfcinB logrando obtener la mayoría de las moléculas con 

purezas superiores al 90%. 

Se implementaron dos metodologías de desprotección del grupo alfa amino de los Fmoc

aminoácidos en la SPPS. (i) La remoción del grupo Fmoc en la SPPS utilizando hidrato de 

hidracina al 16% (v/v) en DMF como alternativa para la desprotección de Fmoc

aminoácidos en SPPS rutinaria. (ii) La remoción del grupo Fmoc con solución de 4-

metilpiperidina diluida al2.S (v/v) en DMF para la obtención de péptidos cortos por SPPS 

manual. Esta metodología nos permitió reducir drásticamente el consumo de 4-

metilpiperidina la cual, además de ser nociva para la salud y el medio ambiente está 

restringida comercialmente. 

La búsqueda de estrategias alternativas de purificación permitió desarrollar una 

metodología de purificación por RP-SPE para moléculas pequeñas como N

glucosilaminoácidos y moléculas más grandes como péptidos y N-glucopéptidos. Esta 
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metodología permitió obtener moléculas altamente puras de manera eficiente, rápida y 

con bajo consumo de solventes. 

Los N-glucopéptidos obtenidos no presentaron efecto citotóxico contra E. coii ATCC 

25922, S. auerus ATCC 25923 y C. aLbicans ATCC SC 5314 sugiriendo que estas moléculas 

pueden ser consideradas para estudios de actividad anti adhesiva corno contribución a 

la búsqueda de moléculas prornisorias en terapias enmarcadas en la aproximación 

ecológica. 
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Anexo A: Mecanismos de reacción involucrados en 
la síntesis de péptidos en fase solida empleando la 
estrategia Fmoc/tBu 

La síntesis de péptidos en fase sólida está conformada por los siguientes pasos: (i) La remoción 

del grupo Fmoc presente en la resina y en los residuos que se van incorporando a la secuencia 

peptídica, (ii) La activación del aminoácido por formación de un éster y (iii) El acople del 

aminoácido activado en la secuencia peptídica creciente. Los mecanismos más aceptados para 

cada uno de estos pasos se exponen a continuación. 

i. Remoción del grupo Fmoc 

El grupo Fmoc es removido en un medio básico débil por una reacción de Beta-eliminación en 

donde la base remueve el protón terciario del grupo fluorenil y por un rearreglo de electrones en 

donde la carga deslocalizada en el sistema aromático forma un doble enlace y se obtiene el grupo 

amino libre, el dibenzofulveno (DBF) y COz como subproductos de la reacción. El DBF reacciona 

con otro mol de la base por una adición de Michael, para formar un aducto DBF-base que es 

soluble y puede ser eliminado por filtración. 
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La 0-acilisourea se puede atrapar con un nucleófilo, generalmente derivado de hidroxilamina, 

(HOBt), para generar los correspondientes ésteres activados que suelen ser menos reactivos, pero 

más estables. Además, la utilización de aditivos derivados de hidroxilamina presenta como 

principales ventajas el incremento en el rendimiento final del acoplamiento, así como la 

reducción en los niveles de racemización'2 . 
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Anexo B: Monitoreo de reacciones para la obtención de 
Fmoc-Asn-~(2,3,4,6-tetra-0-Acetil-D-glucopiranosil)-OtBu. 

Monitoreo de reacciones por espectroscopia infrarrojo para la obtención de Fmoc-Asn-~(2,3,4,6-tetra-

0-Acetil-D-glucopiranosil)-OtBu. En rojo se muestra el espectro del precursor y en azul el producto de 

reacción. 

i. Monitoreo de la síntesis de 1,2,3,4,6-penta-0-acetil-a-D-glucopiranosa por IR. 
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ii. Monitoreo de la síntesis de 2,3,4,6-tetra-0-acetil-~-D-glucopiranosilazida por IR. 
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iii. Monitoreo de la síntesis de 2,3,4,6-tetra-0-Acetil-D-glucopiranosilamina por IR. 
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tetra -0-Acetil-D-glucopiranosil)-OtB u. 
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iv. Monitoreo de la síntesis de Fmoc-Asn-j3(2,3,4,6-tetra-O-Acetil-D-glucopiranosil)-OtBu por IR. 
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v. Monitoreo de la síntesis de Fmoc-Asn-~(2,3,4,6-tetra-0-Acetil-D-glucopiranosil)-OH por IR. 
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Anexo C: Caracterización RMN de (4) Y (5) Fmoc
Asn-~(2,3,4,6-tetra-0-Acetil-D-glucopiranosil)

OtBu/OH 

A continuación, se muestran los espectros de 1H, 13C, APT, HSQC, HMBC y COSY para 

Fmoc-Asn-~(2,3,4,6-tetra-0-Acetil-D-glucopiranosil)-OtBu (4) y el Fmoc-Asn

~(2 ,3,4 ,6-tetra-0-Acetil-D-glucopiranosil)-OH (S) con sus respectivas asignaciones. 

a. Caracterización RMN de Fmoc-Asn-~(2,3,4,6-tetra-0-Acetil-D-glucopiranosil)-OtBu (4) 
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b. Caracterización RMN de Fmoc-Asn-(3(2,3,4,6-tetra-0-Acetil-D-glucopiranosil)-OH (5) 

i. 1H-RMN Fmoc-Asn-(3(2,3,4,6-tetra-0-Acetil-D-glucopiranosil)-OH. (400 MHz, CDCh) 
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v. HMBC-RMN Fmoc-Asn-~(2, 3,4,6-tetra -0-Acetil-D-glucopiranosil)-OH. ( CDCb) 
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vi. COSY-RMN Fmoc-Asn-~(2,3,4,6-tetra-0-Acetil-D-glucopiranosil)-OH. ( CDCb) 
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Anexo D: Síntesis y caracterización de los péptidos. 

A continuación, se muestran los resultados de la síntesis y caracterización de los péptidos 

obtenidos en este proyecto. La información está distribuida de la siguiente manera: Panel 

A. Código, estructura y secuencia del péptido. Panel B. Comportamiento de síntesis, 

numero de ciclos de acoples necesarios en la inserción de cada uno de los aminoácidos 

presentes en la secuencia. Panel C. Perfil cromatográfico del producto obtenido después 

de la purificación. Panel D. Espectro de masas del péptido puro. 
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Anexo D: Síntesis y caracterización de los péptidos. 

89 

B Direcc ión de la s íntesis 

2 
., 
a. 
o 
u 

"' ~ 1 

1 1 1 "' o 
u 
u 

o 
EuetMo .. : 1711,19 

RWQWRWQWR·Aln·N 
Arg Trp Gh Trp Arg Trp Gh Trp Arg Ahx Asn 

Aminoacido de la secuencia 

1200 
RWQWRWQWR-Abx-N 
Pureza: 88o/o 

e 5.8 
1000 

tll · 

D '--':!1 
<ll 1714.598 .., . 

8000 
.S~ 

800 
6000 

1 600 4 000 

400 

2000 

200 

o 
o 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

L o 
1 000 1400 1 800 2200 2600 3000 

Minutes m/z 

Reporte de síntesis RWQWRWQWR-Ahx-N A. Estructura y masa teórica B. Comportamiento de síntesis C. Cromatograma producto puro D. 
Espectro de masas MALDI-TOF. 

89 



;;;¡ 

1 

90 Síntesis de N-glucopéptidos derivados de la LfcinB y evaluación de su actividad antibacteriana 

"' c. 
o 
u 
ro 

"' -e 

"' o 
u 
o 

Eu.t Muo: 1!140,01 
N-AIII-RWQWR.WQWR.-Aiuo-N 

1000 
N-Ahx-RWQWRWQWR-Abx-N 

900 Pureza: 76o/o 5.7 

800 e 
700 

600 

500 

400 

300 

200 

100 

o 
_A jJ 

o 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Minutf's 

2 

1 

o 

111 · 

y antifúngica 

B Direcc ión de la .síntesi s 

1111 11 11 
Asn Ahx Arg Trp Gtl Trp Arg Trp Gtl Trp Arg Ahx Asn 

Aminoácido de la secuencia 

"""=' 8000 D 
Q) 1 941. 869 .., . 
Clt) 
HC 

6000 

4 000 

2000 

11 
1 2 0 0 1 600 2000 2400 2800 

m/z 

Reporte de síntesis N-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-N A. Estructura y masa teórica B. Comportamiento de síntesis C. Cromatograma producto puro 
D. Espectro de masas MALDI-TOF. 



91 Síntesis de N-glucopéptidos derivados de la LfcinB y evaluación de 

su actividad antibacteriana y antifúngica 

Anexo E: Síntesis y caracterización de los N
glucopéptidos diseñados. 

A continuación, se muestran los resultados de la síntesis y caracterización de los N

glicopéptidos obtenidos en este proyecto. La información está distribuida de la siguiente 

manera: Panel A. Código, estructura y secuencia del N-glicopéptido. Panel B. 

Comportamiento de síntesis, numero de ciclos de acoples necesarios en la inserción de 

cada uno de los aminoácidos presentes en la secuencia. Panel C. Perfil cromatográfico del 

producto obtenido después de la purificación. Panel D. Espectro de masas del N

glicopéptido puro. 
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y an tifúngica 
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su actividad antibacteriana y antifúngica 

Anexo F: Curvas de calibración de las cepas 
bacterianas 

Se presenta las curvas de calibración con las ecuaciones ajustadas por mínimos 

cuadrados y el coeficiente de determinación R2• 
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105 Síntesis de N-glucopéptidos derivados de la LfcinB y 

evaluación de su actividad antibacteriana y antifúngica 

Mínima Inhibitoria y Anexo G: Concentración 
Bactericida de péptidos 
evaluados. 

y N -glucopéptidos 

Valores de las absorbancias (630 nm). En rojo se encuentra la absorbancia determinada 

como la CMI. (n=2). Los valores de MBC solo fueron determinados para las moléculas 

que presentaban un MIC inferior a 200 ¡.t.g/mL 

a. Escherichia coli ATCC 25922 

Familia RRWQWR 
Inóculo de 500.000 UFC/mL 

Péptido CiproOoxacina Contro 
200 100 50 25 12.5 6.25 Control 1 CT ce 

(¡.t.g/mL) (+) (.) 

RRWQWR 

Rep 1 0.138 0.195 0.662 0.701 0.748 0.791 0.121 0.562 0.137 0.728 

Rep2 0.128 0.161 0.595 0.699 0.738 0.717 0.128 0.554 0.138 0.692 

N-Ahx-RRWQWR 

Rep 1 0.134 0.571 0.654 0.681 0.778 0.824 0.121 0.641 0.113 0.759 

Rep2 0.122 0.567 0.569 0.632 0.539 0.873 0.113 0.671 0.671 0.771 

lOS 
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Rep 1 

Rep2 

Rep 1 

Rep2 

Rep 1 

Rep2 

Rep 1 

Rep2 

Rep 1 

Rep2 

Síntesis de N-glucopéptidos derivados de la LfcinB y 

evaluación de su actividad antibacteriana y antifúngica 

0.586 0.759 

0.637 0.721 

0.327 0.686 

0.305 0.680 

0.631 0.701 

0.637 0.706 

0.376 0.737 

0.376 0.756 

0.672 0.718 

0.684 0.694 

RRWQWR 
MIC: 100 ¡.tg/mL 
MIB: 200 ¡.tg/mL 

N( Glc)-Ahx-RRWQWR 

0.722 0.775 0.785 0.811 0.109 

0.750 0.778 0.752 0.823 0.105 

RRWQWR-Ahx-N 

0.796 0.835 0.885 0.893 0.123 

0.805 0.845 0.850 0.896 0.117 

RRWQWR-Ahx-N(Glc) 

0.721 0.767 0.785 0.806 0.109 

0.707 0.750 0.752 0.781 0.105 

N-Ahx-RRWQWR-Ahx-N 

0.838 0.810 0.870 0.893 0.123 

0.799 0.827 0.831 0.815 0.117 

N(Glc)-Ahx-RRWQWR-Ahx-N(Gic) 

0.743 

0.730 

0.700 0.798 0.782 

0.725 0.792 0.786 

N-Ahx-RRWQWR 
MIC: 200 ¡.tg/mL 

MIB: >200 ¡.tg/mL 

0.109 

0.105 

0.647 0.123 0.781 

0.639 0.118 0.803 

0.666 0.114 0.926 

0.660 0.107 0.962 

0.647 0.123 0.781 

0.639 0.118 0.803 

0.666 0.114 0.926 

0.660 0.107 0.962 

0.647 0.123 0.781 

0.639 0.118 0.803 
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evaluación de su actividad antibacteriana y antifúngica 

RWQWRWQWR 
MIC: 25 ~g/mL 
MJB: SO ¡.tg/mL 

RWQWRWQWR-Ahx-N 
MIC: 200 f.Lg/mL 

MlH: > 200 IJg/mL 

N-Ahx-RWQWRWQWR 
MIC: 100 f.Jg/mL 
MIR: '100 ¡.tg/mL 

RWQWRWQWR-Ahx-N(Glc) 
MIC: >200 f.Lg/mL 
MIB: >200 !J.g/mL 
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evaluación de su actividad antibacteriana y antifúngica 

b. S. aureus ATCC 25923 

Familia RRWQWR 

Inóculo de 500.000 UFC/mL 

Péptido 
200 100 50 25 12.5 6.25 Cipmflox..1cin.1 Control CT ce 

(~g/mL) 
Conuol(-) (-) 

RRWQWR 

Rep 1 0.255 0.367 0.418 0.426 0.469 0.477 0.119 0.425 0.440 0.124 

Rep2 0.281 0.349 0.501 0.550 0.573 0.544 0.113 0.466 0.439 0.125 

N-Ahx-RRWQWR 

Rep 1 0.419 0.582 0.709 0.691 0.694 0.717 0.105 0.491 0.114 0.519 

Rep2 0.420 0.571 0.645 0.681 0.692 0.712 0.293 0.508 0.113 0.481 

N(Glc)-Ahx-RRWQWR 

Rep 1 0.533 0.615 0.540 0.652 0.601 0.682 0.128 0.547 0.152 0.623 

Rep2 0.502 0.586 0.645 0.645 0.654 0.652 0.135 0.572 0.116 0.563 

RRWQWR-Ahx-N 

Rep 1 0.132 0.422 0.462 0.513 0.623 0.658 0.118 0.416 0.112 0.599 

Rep2 0.114 0.442 0.503 0.539 0.612 0.258 0.350 0.412 0.136 0.595 

RRWQWR-Ahx-N(Glc) 

Rep 1 0.432 0.551 0.597 0.649 0.630 0.637 0.128 0.547 0.152 0.623 

Rep2 0.425 0.508 0.624 0.608 0.642 0.603 0.135 0.572 0.116 0.563 

N-Ahx-RRWQWR-Ahx-N 

Rep 1 0.120 0.447 0.481 0.516 0.501 0.573 0.118 0.416 0.112 0.599 

Rep2 0.111 0.471 0.507 0.520 0.476 0.588 0.350 0.421 0.136 0.595 

N(Glc)-Ahx-RRWQWR-Ahx-N(Glc) 

Rep 1 0.441 0.475 0.584 0.634 0.637 0.620 0.128 0.547 0.152 0.623 

Rep2 0.446 0.602 0.511 0.592 0.619 0.610 0.135 0.572 0.116 0.563 
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Péptido 
200 

(J.lg/mL) 

Rep 1 0.155 

Rep2 0.129 

Rep 1 0.348 

Rep2 0.325 

Rep 1 0.260 

Rep2 0.256 

Rep 1 0.319 

Rep2 0.352 

Síntesis de N-glucopéptidos derivados de la LfcinB y 

evaluación de su actividad antibacteriana y antifúngica 

RRWQWR-Ahx-N 
MIC: 200 ¡Jg/mL 
MIB: 200 ¡Jg/mL 

N-Ahx-RRWQWR-Ahx-N 
MIC: 200 ¡Jg/mL 
MIB: 200 ¡Jg/mL 

Familia RWQWRWQWR 

Inóculo de 500.000 UFC/mL 

100 so 25 12.5 6.25 
Ciprotloxad na Control 
Comrol (+) (-) 

RWQWRWQWR 

0.215 0.387 0.457 0.437 0.517 0.119 0.387 

0.298 0.375 0.460 0.472 0.497 0 .113 0.394 

N-Ahx-RWQWRWQWR 

0.483 0.938 1.054 1.008 1.044 0.106 0.781 

0.560 0.712 1.023 1.003 1.023 0.112 0.828 

N(Glc)-Ahx-RWQWRWQWR 

0.658 0.778 1.004 1.025 1.024 0.106 0.781 

0.612 0.857 0.961 0.958 0.955 0.112 0.828 

RWQWRWQWR-Ahx-N 

0.410 0.355 0.358 0.367 0.385 0.286 0.339 

0.411 0.340 0.348 0.361 0.430 0.112 0.344 

RWQWRWQWR-Ahx-N(Glc) 

CT ce 

0.513 0.114 

0.557 0.115 

0 .112 1.107 

0 .113 0.931 

0 .112 1.107 

0 .113 0.931 

0 .149 0.459 

0.139 0.404 
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evaluación de su actividad antibacteriana y antifúngica 

Rept 0.158 0.194 

Rcp2 0.154 0.216 

Rept 0.460 0.682 

Rcp2 0.43.S 0.619 

RWQWRWQWR 
MIC: 200 IJg/mL 

MTB: >200 f.Lg/mL 

0.472 0.593 0.594 0.624 0.128 

0.458 0.560 0.590 0.599 0.135 

N-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-N 

0.945 

0.907 

0.971 1.021 0.965 

0.991 0.995 0.9B 

N(Gic)-Ahx-RWQWRWQWR 

MIC: 200 jlg/mL 
MIR: 200 Jlg/ml. 

0.106 

0.112 

0.547 0.152 0.623 

0.572 0.116 0.563 

0.781 0.112 1.107 

0.828 0.1B 0.931 

RWQWRWQWR-Ahx-N(Glc) 
MIC: 200 jlg/mL 

MIR: >200 ¡.tg/mL 
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114 Anexo H: Curvas de actividad antifúngica para C. albicans 

b. Familia LfcinB (20-25) 

Efecto antifúngico de RRWQWR en C. albicans 

1,0 
0,9 • 0.666 ug/ul 

.~ 0,8 .............. • 0.333 ug/ul u 
e ' ...... " .......... 0: 0,7 -e 0,6 

.. ....,.. .o\ 0.165 ug/ul 
o ........ 
"' x 0.082 ug/ul ~ 0 ,5 ;• ..: 

.~ lll r ,,, 14 !lila 0,4 r • :~:: 0.041 ug/ul 
0,3 

o 10 20 30 40 50 60 70 
e Medio 

Tiempo (horas) + e urva e. albicans 

Efecto auntifúngico de N-Ahx-RRWQWR en C. albicans 

1,1 

1 ,O 

0,9 
+ 0.666 ug/ul 

"" • 0.333 ug/ul ·o 0,8 ¡;¡ 
-e 0,7 .. 0.165 ug/ul 
Q 

"' 0,6 x 0.082 ug/ul ~ 
0,5 

x 0.041 ug/ul 
0,4 ....,.......... 

......... ?IIIU ...... 
0,3 • Medio 

o 10 20 30 40 so 60 70 + Curva C. albicans 

Tiempo (horas) 

Efecto auntifúngico de RRWQWR-Ahx-N en C. albicans 

1 '1 
1,0 • 0.666 ug/ul 
0,9 

"" • 0.333 ug/ul ·o 0,8 :::: 
"" .o\ 0.165 ug/ul -e 0,7 
Q 

"' 0,6 x 0.082 ug/ul ~ 0,5 
0,4 .............. ....... , .• , 11 ..... :~:: 0.041 ug/ul 

0,3 e Medio 
o 10 20 30 40 so 60 70 

+ Curva C. albicans 
Tiempo (horas) 
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1,1 

1,0 

0,9 

·8 0,8 
~ 
.¡: 0,7 
Q 

]. o 6 < . 

0,3 

-~ u = '" .¡: 
o 
"' .o 
< 

Síntesis de N-glucopéptidos derivados de la LfcinB y 

evaluación de su actividad antibacteriana y antifúngica 

Efecto auntifúngico de N-Ahx-RRWQWR-Ahx-N en C. albicans 

o 10 20 30 40 
Tiempo (horas) 

so 60 70 

+ 0.666 ugjul 

• 0.333 ug/ul 

Á 0.165 ug/ul 

x 0.082 ug/ul 

~ 0.041 ug/ul 

• Medio 

+ Curva C. albicans 

Efecto auntifúngico de N(Glc)-Ahx-RRWQWR en C. albicans 

1,1 

1,0 

0,9 

0,8 

0,7 

0,6 

0,5 

0,4 

0,3 

0,2 
o 10 20 30 40 so 60 70 

• 0.666 ugiul 

• 0.333 ug/ul 

Á 0.165 ug/ul 

x 0.082 ug/ul 

:>K 0.041 ug/ul 

e Medio 

+ Curva C. albicans 

Efecto auntifúngico de N(Glc)-Ahx-RRWQWR-Ahx-N(Glc) en C. albicans 

1,1 

1,0 

0,9 

' 0,5 '~ 
0,4 · --0,3 

o 10 20 30 40 so 
Tiempo (horas) 

60 70 

• 0.666 ug/ul 

• 0.333 ug/ul 

Á 0.165 ug/ul 

X 0.082 ugjul 

~ 0.041 ug/ul 

e Medio 

+ Curva C. albicans 
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c. 

Anexo H: Curvas de actividad antifúngica para C. albicans 

Familia LfcinB (21-2 5)Pal 

0,9 

0,8 

-~ u 0,7 e 
0: -e 0,6 
o 
"' ~ 0,5 

0,4 

0,3 

0,9 

0,8 

0,7 

-~ u 

~ 0,6 

Efecto auntifúngico de RWQWRWQWR en C. albicans 

~~u~~l~Wltji~~d~~~~~••~~~~ + 0.666 ug/ul 
++-+++" 

• 0.333 ug/ul )K*" 

~~~~~~~:~::~~:::::: 
.& 0.165 ug/ul 

X 0.082 ug/ul 

r¡;rvs » a ::K O .041 ug/ul 

o 
• Medio 

10 20 30 40 50 60 70 

Tiempo (horas) 
+ Curva C. albicans 

Efecto auntifúngico de N-Ahx-RWQWRWQWR en ~bicans 
il:~~ 

~~ -""- ,¡..¡.++-+" 
" ++++' 
~+ ___ .,..rlflllllll"_ 

• 0.666 ug/ul 

• 0.333 ug/ul 

-e 
o 0,5 <h 

~ 

t ~~~~ . -~ ....,.~ :..._.,_ ......... ~nssw"'•=-········ ... .............._ 
.& 0.165 ugjul 

x 0.082 ug/ul 

0,4 

0,3 

0,2 

0,9 

0,8 

-~ 0,7 
u 

~ 0,6 

~ 0,5 

~ 0,4 

0,3 

0 ,2 

! .+ CJ % 1 bJI 14 JI $"' WIU sen 1 2 JI 

"" 
::K 0.041 ug/ul 

e Medio 

+ Curva C. albicans 

o 10 20 30 40 50 60 70 
Tiempo (horas) 

Efecto auntifúngico de RWQWRWQWR-Ahx-N en C. atbicans 

~ 
t/:=:=:=::":·::::; .. ;:; 
o 10 20 30 40 50 60 70 

Tiempo (horas) 

• 0.666 ug/ul 

• 0.333 ug/ul 

.& 0.165 ug(ul 

x 0.082 ug/ul 

::K 0.041 ug/ul 

• Medio 

+ Curva C. albicans 
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0,9 

0,8 

"' 0,7 ·o 
¡::: 

0,6 "' ..0 .. 0,5 o 
'll 

..0 
< 0,4 

0,3 

0,2 

0,9 

0,8 

"' ·o 0,7 = "' ..0 .. 
o 

0,6 
'll 

0,5 ..0 
< 

0,4 

0,3 

0,9 

0,8 

"' 0,7 ·o 
= "' -e o 

0,6 
'll 

..0 0,5 < 
0,4 

0,3 

Síntesis de N-glucopéptidos derivados de la LfcinB y 

evaluación de su actividad antibacteriana y antifúngica 

o 

Efecto auntifúngico de N-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-N en C. 
albicans 

WJ a¿ 

20 

bUIZIIW 1 .-. 1-

40 

Tiempo (horas) 

60 

• 0.666 ug/ul 

• 0.333 ug/ul 

.t.. 0.165 ug/ul 

x 0.082 ug/ul 

::+:: 0.041 ug/ul 

• Medio 

+ Curva C. albicans 

Efecto auntifúngico de N(Glc)-Ahx-RWQWRWQWR en C. albicans 

,. 
(_ ._N 
o 20 

1 bUIIIW .-....... 
40 

Tiempo (horas) 

a 

60 

+ 0.666 ug/ul 

• 0.333 ug/ul 

.._ 0.165 ug/ul 

X 0.082 ug/ul 

::+:: 0.041 ug/ul 

• Medio 

+ Curva C. albicans 

Efecto auntifúngico de RWQWRWQWR-Ahx-N(Glc) en C. albicans 

o 20 40 

Tiempo (horas) 

60 

+ 0.666 ug/ul 

• 0.333 ug/ul 

.._ 0.165 ug/ul 

X 0.082 ug/ul 

::+:: 0.041 ug/ul 

• Medio 

+ Curva C. albicans 
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