3
)
@Q&iﬁ ).

PELT

T e

(i

% UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA

Sintesis de N-Glucopéptidos Derivados de
la LfcinB y Evaluacion de su Actividad
Antibacteriana y Antiftingica

Andrea Veronica Rodriguez Mayor

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias, Departamento de Quimica
Bogota, Colombia

2019






Sintesis de N-Glucopéptidos Derivados de
la LfcinB y Evaluacion de su Actividad
Antibacteriana y Antiftingica

Andrea Veronica Rodriguez Mayor

Tesis de investigacion presentada como requisito parcial para optar al titulo de:

Magister en Ciencias - Quimica

Director:

Prof. Javier Eduardo Garcia Castafeda

Linea de Investigacion:
Quimica Orgénica
Grupo de Investigacion:

Sintesis y Aplicaciones de Moléculas Peptidicas - SAMP

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias, Departamento de Quimica
Bogota, Colombia

2019






NI UNA TESIS MAS

fi,

——

:{-‘ 7 v

R
~_’&w

7, ' A
l!llH' MIIIA euwnocmnnno s

ENETaLor.

“No duermas para descansar, duerme para sonar.

Porque los suefios estdn para cumplirse”

Walt Disney






Agradecimientos

A mi madre, que con su ejemplo y esfuerzo ha guiado cada uno de mis pasos. A mi
hermano, por ser el motivo que me lleva a superarme cada dia. A mi abuela por ser una
segunda madre y ensefiarme que los obstaculos no existen. A mi novio por ser un apoyo
incondicional, un soporte de vida y un compaiiero de viaje. A toda mi familia por ser el

pilar de mis suefios, creer en mi y ensefiarme que en familia todo es mejor.

A los profesores Javier Eduardo Garcia y Zuly Jenny Rivera por su apoyo constante y
sus acertados consejos, su guia fue la brajula que me mostré el camino para crecer como
persona y profesional. Mis mas sinceros agradecimientos a los dos por la confianza
depositada en mi. Sus consejos y apoyo enmarcan este proceso académico y se quedan

en mis recuerdos con un enorme afecto.

Ala Dra. Claudia Parra, quien me brindo6 el espacio en el Laboratorio de Micologia Clinica
y Experimental de la Pontificia Universidad Javeriana para realizar los ensayos

antifingicos.

A la Dra. Rosa Santillan y al Dr. Norberto Farfan por invitarme a hacer una estancia de
investigacion en sus laboratorios de sintesis organica en el Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados del IPN y la Universidad Nacional Autonoma de México. Gracias por

abrir sus puertas para afianzar vinculos de cooperacion Colombia-México

Al grupo de Sintesis y Aplicacion de Moléculas Peptidicas de la Universidad Nacional de
Colombia por permitirme llevar a cabo esta investigacion, en donde conoci excelentes

personas quienes siempre estan dispuestas a ayudar.



VII Sintesis de N-glucopéptidos derivados de la LfcinB y evaluacion de su

actividad antibacteriana y antifangica

A mis amigos y colegas, que en la cotidianidad del dia a dia se convirtieron en la familia

que se elige, mil gracias por cada risa y momento inolvidable.

Finalmente, a los profesores de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de
Colombia y al programa de Maestria en Ciencias-Quimica por la formaciéon académica

que me brindo.



Resumen y Abstract IX

Resumen

La terapia anti adhesiva es una aproximacion ecoldgica para combatir las infecciones,
que busca inhibir la adhesion del patdgeno a los tejidos del hospedero, requisito primario
para la infeccion. El mecanismo de accion de esta aproximacion no implica la destruccion
del patogeno, por lo que el patégeno no induce resistencia contra las moléculas que
inhiben la adhesion. Se ha demostrado que monosacaridos derivados de glucosa, manosa
y galactosa han inhibido la adhesion de bacterias a tejidos en ensayos in vivo e in vitro.
Esta inhibicion esta mediada por el bloqueo de la interaccion receptor ligando entre las
moléculas de la superficie de las células bacterianas y las células del hospedero.
Desafortunadamente, los monosacaridos como farmacos tienen limitaciones ya que son
eliminados rapidamente del cuerpo, por lo que se requieren grandes cantidades, lo que
puede inducir efectos secundarios adversos. Para superar estas limitaciones se requiere
disefar glicoconjugados que mantengan o potencien la inhibicion de la adhesion sin que
afecten la viabilidad de las bacterias. Sin embargo, la obtencién de N-glicoconjugados
presenta dificultades sintéticas ya que se requieren varios pasos de reaccidén y es
necesario en cada paso realizar procesos de purificacion los cuales son dispendiosos,
reducen significativamente los rendimientos, incrementan los costos y el tiempo de
obtencioén, ademas son perjudiciales para el medio ambiente. En este trabajo se
disefiaron y sintetizaron N-glicoconjugados que contienen glucosa y secuencias
derivadas de la Lactoferricina Bovina (LfcinB). La metodologia utilizada fue la Sintesis
de Péptidos en Fase Solida (SPPS-Fmoc/tBu) y el método de construccion por bloques

aminoacido-monosacarido. Los resultados evidencian que se optimiz6 la ruta sintética
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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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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 bacterial 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)-OH 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)-OH was incorporated into the peptide sequence by synthesis in solid 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 bacterial infections from an

ecological perspective.

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

construction method
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Introduccion

El resurgimiento de las infecciones causadas por patogenos que han desarrollado
resistencia contra los medicamentos ha creado una problematica a nivel nacional y
mundial, generada por la dificultad de tratar estas infecciones. La busqueda de nuevos
compuestos para el tratamiento de las enfermedades ha llevado al disefio y desarrollo de
medicamentos de nueva generacion, en este contexto, el disefio, sintesis e identificacion
de moléculas antimicrobianas es indispensable para el desarrollo de nuevos

medicamentos’.

El disefio de un medicamento requiere en una situacion ideal, de elementos estructurales
tanto del fairmaco como de la célula objetivo. A partir de esto la glicobiologia, en
particular, ha reunido esfuerzos para emplear la quimica de los carbohidratos aplicada al
disefio y desarrollo de farmacos?® La glicosilacion de cadenas peptidicas influye en la
absorcion de los péptidos en el intestino delgado, disminuye la excreciéon y provee
proteccion contra la degradacidn enzimatica'. Los glicopéptidos antibiéticos son una
clase de agentes antimicrobianos con estructura macromolecular y mecanismos de
accion que involucran la unién a los péptidoglicanos de la pared celular, interfiriendo

con la formacion de la misma3+.

De esta manera se han disefiado farmacos antibacteriales y antifangicos basados en N-
glicopéptidos que han sido utilizados en quimioterapia y vacunas (Doxorrubicina,
Daunorubicina, Epirubicina, Idarubicina, anfotericina B, Lincomicina, Vancomicina)* Los
sacaridos son moléculas ideales para ser usadas como agentes terapéuticos ya que no son
toxicos o inmunogénicos, debido a que son constituyentes de las superficies celulares y
los fluidos corporales; especialmente en la leche materna. Ademas, son menos propensos

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

que los medicamentos lleguen al sitio de accidn con precision y actien correctamente.

Se han desarrollado diferentes estrategias para combatir las infecciones causadas por
bacterias, las cuales en su mayoria se basan en destruir la bacteria afectando su viabilidad
celular, lo que conlleva a que los patégenos generen mecanismos de supervivencia. La
aproximacion ecologica consiste en inhibir la adhesion de los patogenos al tejido del
hospedero, requisito indispensable para que suceda la infecciéon. Esta aproximacion
busca el desarrollo de farmacos que no destruyan el patégeno pero que evite la adhesion
del patégeno a la célula blanco y que éste pueda ser eliminado por los mecanismos de
limpieza del hospedero. Los procesos de reconocimiento y adhesion (requisito para la
infeccion) de microorganismos como E. coli, H. pylori, S. typhimurium, N. gonorrhoeae, virus
de inmunodeficiencia humana, virus del ébola, virus de la hepatitis C, virus de la
influenza, parvovirus, rotavirus, C. albicans, P. falciparum, T. cruzi, E. histolytica, C. parvum,
entre otros, estan mediados por carbohidratos presentes en las glicoproteinas de la
superficie celular*”’. La adhesion del patodgeno al tejido es una etapa relevante en el
proceso de infeccion ya que le permite tener acceso a los nutrientes, liberar agentes
toxicos y penetrar el organismo, infectando el hospedero®. 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
sacaridos de manosa y glucosa como metil a-manosido y N-acetilglucosamina pueden
inhibir la adhesion de E. coli a lineas celulares de vejiga de humano?®. Por otro lado, ha
sido demostrado que la adhesion de bacterias Gram-negativas como Pasteurella multocida
puede ser inhibida por monosacaridos como N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina,
D-glucosa, D-manosa y D-galactosa®. Sin embargo, el uso de monosacaridos para inhibir
la adhesion bacteriana tiene limitaciones, ya que son eliminadas rapidamente del cuerpo

y se requieren altas concentraciones para alcanzar la actividad deseada lo que implica



Introduccion 3

efectos secundarios adversos. Una opcion para superar estas limitaciones es disefiar
glicoconjugados de bajo peso molecular que inhiban la adhesion del patégeno, que no
sean susceptibles a las proteasas, que no induzcan una respuesta inmune del hospedero
y que no sean eliminados facilmente por el cuerpo. El primer requisito para que una
molécula sea considerada candidata para el desarrollo de farmacos en la terapia
ecologica, es que esta no afecte directamente la viabilidad del patégeno, su membrana o

algan blanco intracelular.

La gran limitacion de los glicoconjugados en el desarrollo de farmacos es su viabilidad
sintética en cuanto a pureza y rendimientos. Se requieren disefiar y/u optimizar las rutas
sintéticas para que los glicoconjugados puedan ser considerados viables
economicamente en el desarrollo de un medicamento. En este trabajo se disefiaron y
obtuvieron péptidos y N-glucopéptidos formados por D-glucosa unida a los extremos N
y C-terminal de dos secuencias derivadas de la LfcinB: RRWQWR y RWQWRWQWR. Los
N-glucopéptidos fueron obtenidos por sintesis en fase solida utilizando la estrategia
Fmoc/tBu y el método de construccion por bloques. La sintesis de los N-glucopéptidos
requirid la obtencion del N-glucoconjugado Fmoc-Asn(Glc(Ac)4)-(OH) (5) para luego
incorporarlo a la cadena peptidica. Para esto se requirié obtener grandes cantidades de
(5), lo que implic6 optimizar la ruta sintética y escalar el proceso de sintesis. Ademas, se
implementaron mejoras en las reacciones de desproteccion utilizadas en la SPPS y en los

procesos de purificacion por cromatografia RP-SPE de los N-glucopéptidos.

Por otra parte, la aproximacion ecolédgica requiere que los N-glucopéptidos: (a) no
presenten efecto citotoxico sobre el patdgeno, (b) sean de bajo peso molecular para que
no induzcan una respuesta inmune del hospedero, (c) 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 vy LfcinB (21-25)pa 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 palindrémico LfcinB (21-25)ra 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 hidrolisis gastrica de la glicoproteina Lactoferrina Bovina. Ademas, 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 D-glucosa no es toxica para los patdgenos, 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 ecoldgica.
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Sintesis quimica de N-glicopéptidos por el método de construccion por

bloques

La sintesis 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 aminoacido protegida selectivamente que luego permite incorporar el
azucar y (b) el método de construccion por bloques en el cual se obtiene un bloque,
formado por un aztcar y un aminoacido, que luego se incorpora a la cadena peptidica
unida a la resina durante la SPPS. El método de construccion por bloques permite obtener
glicopéptidos homogéneos, complejos, bien definidos y que pueden ser
predeterminados'®'2. El punto critico de dicha estrategia es la obtencion del bloque
aminoacido-carbohidrato, ya que implica la formacion de un enlace glicosidico entre el

carbohidrato y el grupo carboxilo del aminoacido.

Formacion del enlace glicosidico

La sintesis de oligosacaridos involucra la formacion de enlaces glicosidicos que requieren
la unién de un glicosilo donor y un glicosilo aceptor. El glicosilo aceptor es un azdcar con un
grupo saliente en el centro anomérico, el cual es activado por un promotor para dar un
glicosilo cation (ion oxocarbenio) que es susceptible al ataque de un glicosilo donor. La
formacion del glicosilo aceptor esta dirigida a obtener reacciones estéreo-selectivas y con
altos rendimientos’. La estereoquimica del carbono anomérico conduce a la formacion

de dos tipos de glicosidos: el anémero a (1,2-cis) y/o el anémero [ (1,2-trans). La sintesis
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quimica de glicésidos ha llevado al desarrollo de diferentes estrategias de sintesis, dentro
de las cuales mencionamos las mas utilizadas: (i) estrategias basadas en la formacién de
haluros de glicosilo y su posterior activacion in situ; (i) sales de metales pesados como
activadores; (iii) el método de tioglicosidos, el cual es uno de los mas utilizados por ser

confiable y versatil*’.

En forma general, el mecanismo de la formaciéon del enlace glicosidico cominmente
aceptado se puede observar en la Figura 1. La reaccion de glicosilacion implica el
desplazamiento nucleofilico del sustituyente en el centro anomérico que a menudo sigue
el mecanismo unimolecular SN1. El grupo sustituyente se convierte en un buen grupo
saliente y da como resultado la formacion del cation glicosilo. El cation se estabiliza
intramolecularmente por resonancia y el carbono anomérico es hibridizado a sp2, por lo
tanto, el ataque nucleofilico se podria dar con igual probabilidad desde la cara superior
(trans, B-) o desde la cara inferior (cis, a-) del anillo. Factores como temperatura, grupos
protectores, conformacion y efecto anomérico van a determinar el anémero mayoritario

en el producto de reaccion'.

D\/&/O\\N//&
RO\/"O' Qtivador RO\ /O) RO\ /"o@ a 2 1,2-trans Glicosido
N\ e O =N s

.. b
HO——-0
Glicosilo d \_/\\/A RO
1costio donor Glicosilo catién Oxocarbenio P \/'o
Glicosilo aceptor

=

1,2-cis Glicosido

Figura 1. Mecanismo de formacion del enlace glicosidico.
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Efecto Anomérico

El efecto anomérico se refiere a la tendencia de un sustituyente electronegativo en el C-
1 de un anillo de piranosa a asumir predominantemente la orientacién axial. La
orientacion axial del sustituyente anomérico aumenta a medida que aumenta el caracter
electronegativo del sustituyente (F>BzO>AcO.>CH;O>H). Los sustituyentes en las otras
posiciones del anillo también inciden en el efecto anomérico; la configuracion del
sustituyente en C-2 afecta el equilibrio entre los anémeros y la electronegatividad del

sustituyente en la posicion 6 favorece la formaciéon del anomero o315,

Diferentes modelos han sido propuestos para explicar el efecto anomérico, el analisis de
las interacciones dipolo-dipolo indican que la configuracién mas estable es aquella que
tenga un menor momento dipolar. El modelo electroestatico sugiere que la estabilidad
de la configuracion axial del sustituyente en el C-1 del anillo de piranosa, se debe a la
disposicion de los dipolos generados por el par de electrones libres del oxigeno
endociclico y el enlace del sustituyente en el C-1. La configuracion axial de un
sustituyente electronegativo en la posicion anomérica (A) se ve favorecida porque
presenta menor repulsion dipolo-dipolo que la configuracion ecuatorial (B), en donde la
repulsion dipolo-dipolo es mayor (Figura 2. Modelo electrostatico y estéreo electronico

del efecto anomérico.)*.

El modelo estéreo-electronico sugiere que la estabilidad de la configuracion axial es
atribuida a la interaccion entre el orbital del par de electrones libres del oxigeno y el
orbital no enlazante del enlace entre el C-1 y el sustituyente. La forma axial es
energéticamente favorecida por la interaccion de los dos electrones (n—o0*) del orbital
de alta energia ocupado y el orbital de baja energia desocupado. En otras palabras, la
configuracion axial (C) es favorecida de la ecuatorial (D), por la interaccion entre el par

de electrones libres del oxigeno con el orbital anti-enlazante del enlace anomérico en



8 Sintesis de N-glucopéptidos derivados de la LfcinB y evaluacién de su

actividad antibacteriana y antifangica

configuracion axial (Figura 2. Modelo electrostatico y estéreo electronico del efecto

anomérico.)!H1316,

A @ / B @ / C @ D @
(@) @ 0] X o\ (e}
Xl X
Menor momento dipolar Mayor momento dipolar Mayor estabilidad Menor estabilidad

Figura 2. Modelo electrostatico y estéreo electronico del efecto anomérico.

Formacion del enlace amida

Los enlaces amida juegan un rol importante en la elaboracién y composicion de sistemas
bioldgicos; ejemplos son el enlace peptidico que permite la uniéon de aminoacidos para
formar la estructura primaria de las proteinas. En glicoproteinas, la N-glicosilacion es una
modificacion postraduccional que involucra un enlace amida. Dichos enlaces también
estan presentes en una gran variedad de moléculas, incluyendo medicamentos'’. La
formacion del enlace amida en la N-glicosilacion de las proteinas 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 aminoacido excepto Pro'®*.

El enlace amida se forma a partir de la union de un 4cido carboxilico y una amina, con la
formacion de una molécula de agua. En la naturaleza, la formacion de los enlaces amida
estd mediada por enzimas, mientras que en las reacciones quimicas en condiciones no

naturales la unioén de estos dos grupos funcionales no se produce espontdneamente a
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temperatura ambiente, por esta razon se requiere la formaciéon de un electréfilo mas
reactivo transformando el grupo hidroxilo del acido carboxilico en otro grupo que sea un
buen grupo saliente. Las estrategias comtinmente utilizadas involucran la formacién de
cloruros de 4cido, anhidridos o ésteres, los cuales son mas reactivos y promueven la
formacion del enlace amida. El mecanismo que se propone para estas reacciones es la
sustitucion nucleofilica acilica (Anexo A). El punto predominante en la formacién del
enlace amida, es la eleccion del compuesto acilico, ya que se debe tener en cuenta los

subproductos de reaccion al momento de la formacion de la amida"’.

Sintesis quimica de glicoconjugados: bloque aminodcido-carbohidrato

Los glicoconjugados son moléculas conformadas por carbohidratos unidos
covalentemente a lipidos o proteinas, por esta razén son consideradas las mas diversas
en la naturaleza, tanto en estructura como en funcionalidad y han sido considerados
como candidatos para el desarrollo de agentes terapéuticos®. A nivel sintético los N-
glicosilaminoécidos son la base de la sintesis quimica de N-glucopéptidos en fase solida
(SPPS) utilizando el método de construccion 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 desproteccion del grupo carboxilo del aminoacido conduce a la obtencion
del bloque Fmoc-Asn(Glc(Ac)s)-OH (5), el cual puede ser incorporado a la cadena

peptidica utilizando la SPPS convencional.

La sintesis quimica de estos bloques es compleja ya que se requieren: (i) esquemas de
proteccion ortogonales para el aminoacido y para el carbohidrato, (ii) reacciones bajo
condiciones anhidras y atmosferas inertes, (iii) procesos de purificacion dispendiosos
que conllevan a bajos rendimientos y (iv) métodos de caracterizacion complejos debido
a las propiedades intrinsecas de los carbohidratos. Los N-glicosilaminoacidos

(conformados por un monosacarido y un aminoacido) se pueden obtener por diferentes
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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

ACzO / HCIO4

‘ 2h / 0°C l

A
OH . AcO/Piridina __ o Co
HO , AcO
&OH 2h/25°C A&OAC
OH OAc

0)

| Ac,0 /NaOAc T

3h/50°C

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.

A. Medio #cido
H, C;)' o OH o
OH S OH J
. b o o wla T
HO ..+)LJK—-H0 HO 0.0 + OH
HO OH o HO o OH
" i T
H

B. Medio bisico

OH (O_ D
OH OH o (0 o] o J\OJ\ . HO 4] )L
0 - HO- Si \ 0
HOHO&A,E)‘\ —"Hono&-\_()‘ ’ )LOJI\ 7| Tho Q He on o
OH "“"‘J\_ OH u o ™
‘B

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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monosacaridos con sustituyentes labiles pueden ser metilados usando diazometano en
presencia de trifloruro de boro®. A partir de eso, en 2006 se reportd modificaciones a
esta sintesis para obtener glicosilaminas''. Los grupos hidroxilo del monosacarido deben
ser protegidos ortogonalmente para que la reaccidon sea regioespecifica y se dé en el
carbono anomeérico del monosacarido. A pesar de que hay una gran variedad de esquemas
de proteccion, la acetilacion permite selectivamente realizar cambios de sustituyente en
el carbono anomérico. A partir del monosacarido acetilado, la glicosilamina se puede
obtener por dos métodos: A. Por tratamiento con bicarbonato de amonio (NHsHCOs) en
medio acuoso y en DMSO"!. Esta reaccion no requiere condiciones de reaccion extremas
por lo que es mas sencilla de realizar; presenta como desventaja que los rendimientos
son bajos y la obtencion del producto puro es mas dispendiosa. B. El monosacarido
acetilado es tratado con Trimetilsililazida (TMSNs) y tetracloruro de estafio (SnCly)
obteniendo el 2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-D  glucopiranosilazida (2) de manera
cuantitativa'>®. La glicosilamina (3) se obtiene de forma cuantitativa a partir del
derivado de azida (2), por tratamiento catalitico con Pd 5% en carbon activado y
atmosfera de H; (Figura 5

Figura 5. Obtencioén de la glucosilamina (3) a partir del derivado de azida.

)]2.
NH,HCO,
| DMSO ¢
OAc OAc
o TMSN,/SnCl, H, OAe
AcO ———— 100 0O ——= 0
AcO OAc DCM/Ar o Ny PUCMeOH  AcQ™ NH,
OAc OAc OAc
(1) (2) (3)

Figura 5. Obtencioén de la glucosilamina (3) a partir del derivado de azida.
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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
Pd/C

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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las cuales involucran diisopropilcarbodiimida (DIC), N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC)
y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), tetrafluoroborato de N,N,N’,N’-
tetrametil-O-(benzotriazol-1-il) wuronio (TBTU) y anhidrido ciclico de 4acido

propilfosfénico (T3P) (Figura 8)*%.

i. DIC/DMF OAc
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Q.O EtOAc @ Q.O

Fmoc-Asn(Gle(Ac),)-OtBu

y
% z
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Figura 8. Estrategia de formacion del bloque aminoacido-carbohidrato®.

Las reacciones con carbodiimidas presentan bajos rendimientos debido a que las
reacciones colaterales consumen la mitad del aminoicido (formaciéon de N-acilurea),
ademas la formaciodn del éster puede inducir la racemizacion del aminoacido®>*. Las sales
de uronio tienen la ventaja de que no producen racemizacion del aminoacido, sin
embargo, se obtienen subproductos que hacen mas dispendiosa la purificaciéon lo que

implica bajos rendimientos™®.

El T3P es un agente acoplante que no requiere de aditivos peligrosos y es considerado
como un reactivo no toxico, ni alergénico. Sus sales son solubles en agua y no son
peligrosas, por lo que estas reacciones son consideradas parte de la quimica verde®. El
subproducto formado es el acido propanofosfonico que es facilmente removido con
lavados acuosos??, por lo cual, la purificacion de (4) es mas facil y los rendimientos son

significativamente mas altos.
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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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Sintesis quimica de N-glucopéptidos SPPS- Fmoc/OtBu

La estrategia SPPS-Fmoc/tBu consiste en la sintesis en fase s6lida donde el grupo Fmoc
acttia como grupo protector temporal del alfa-amino y los grupos que protegen las
cadenas laterales son estables a las condiciones de remocioén del grupo Fmoc. Los
aminoacidos empleados en la SPPS/Fmoc-tBu presentan una protecciéon ortogonal; el
grupo funcional alfa-amino (a-NH,) estd protegido con el grupo Fmoc y las cadenas
laterales de los AA presentan grupos protectores labiles al tratamiento con acido
trifluoroacético, por ejemplo, los grupos tritil o terbutil. La remocioén del grupo Fmoc se
realiza por tratamiento con una base débil, mediado por una reacciéon de -eliminacién
(Mecanismo en Anexo A). Los Fmoc-aminodacidos 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
aminoacidos se procede a la desproteccion de las cadenas laterales y el desanclaje del
péptido de la resina. Los N-glucopéptidos seran obtenidos por SPPS-Fmoc/OtBu y la

estrategia de construccion por bloques.



Planteamiento del problema

Durante las altimas décadas se han venido realizando esfuerzos para el disefio, desarrollo
y obtencion de agentes terapéuticos de ultima generacidon contra infecciones causadas
por patogenos resistentes. La sintesis quimica de péptidos es considerada como una
alternativa viable y novedosa para el disefio y obtencion de agentes terapéuticos contra
infecciones bacterianas®®. Los péptidos sintéticos presentan ventajas como, inocuidad,
certeza de la composicion de aminoacidos y versatilidad en la administracion,
posibilitando mayor cobertura. La obtencion de péptidos por medio de la sintesis
quimica en fase so6lida (SPPS) es rapida, presenta altos rendimientos, se obtienen
moléculas de alta pureza y es econdmicamente viable*”. Una de las principales fuentes
naturales para el disefio 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 accion que generan menos resistencia que los
farmacos convencionales, no producen reacciones adversas y son mas resistentes a las

proteasas del hospedero®®-.

Por otra parte, los carbohidratos forman un grupo complejo de biomoléculas con diversas
funciones biologicas, siendo las fuentes primarias de energia de los sistemas biologicos
y los principales componentes estructurales de las plantas®. La posibilidad de formar
gran variedad de estructuras con tan s6lo un pequefio namero de unidades hace posible
generar moléculas con conformaciones particulares que se relacionan con actividades

biologicas®.
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Los carbohidratos estan relacionados con procesos biologicos criticos, como la adhesiéon
a células epiteliales-leucocitarias, infecciones bacterianas y virales y el reconocimiento
inmunoloégico de células tumorales y tejidos extrafios. Lo anterior ha motivado el
aislamiento, estudio estructural, disefio y sintesis de glicoconjugados como herramientas
para el estudio fundamental de la glicobiologia y han sido considerados como candidatos

para el desarrollo de las futuras generaciones de agentes terapéuticos®.

A partir de esto se plantea la siguiente pregunta de investigacion

¢Como influye en la actividad antibacteriana y antifungica la incorporacion a la cadena

peptidica del glicoconjugado Asn(Glc)-OH?



Diseio de las moléculas

Se disefiaron 6 N-glucopéptidos derivados de la LfcinB escogiendo las secuencias LfcinB
(20-25) y (LfcinB(21-25)pa***%. Los N-glucopéptidos disefiados contienen el motivo
derivado de LfcinB y un residuo de acido aminohexanoico (Ahx) utilizado como
espaciador para facilitar la incorporacion de (5) en la cadena peptidica. En el disefio se
incluy6 la incorporacion de (5) en el extremo N-terminal, en el C-terminal y en ambos
extremos para determinar la influencia de la posicion sacarida en la secuencia en la
actividad antimicrobiana. También se obtuvieron 6 péptidos plantilla que no contienen

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

presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Péptidos y N-glucopéptidos obtenidos

Familia No Nombre Péptido

LfcinB(20-25) RRWQWR

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

7 [Ahx-Asn]*-LfcinB (20-25) RRWQWR-Ahx-N

LfcinB(20-25) 8 [Asn-Ahx]’, [Ahx-Asn]!-LfcinB (20-25) N-Ahx-RRWQWR-Ahx-N

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

10 [Ahx-Asn(Glc)]'-LfcinB (20-25) RRWQWR-Ahx-N(GIc)

11 [Asn(Glc)-Ahx]?, [Ahx-Asn(Glc)]*-LfcinB (20-25) N(Glc)-Ahx-RRWQWR-Ahx-N(Glc)
LfcinB(21-25)ra RWQWRWQWR

12 [Asn-Ahx]7-LfcinB (21-25)al N-Ahx-RWQWRWQWR

13 [Ahx-Asn]'-LfcinB (21-25)pa RWQWRWQWR-Ahx-N

LfcinB(21-25)pm 14

[Asn-Ahx]?, [Ahx-Asn]'-LfcinB (21-25)pa

N-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-N

15 [Asn(Glc)-Ahx]7-LfcinB (21-25)pal N(Glc)-Ahx-RWQWRWQWR
16 [Ahx-Asn(Glc)]*-LfcinB (21-25)pal RWQWRWQWR-Ahx-N(GIc)
17 [Asn(Glc)-Ahx]7, [Ahx-Asn(Glc)]*-LfcinB (21-25)pa  N{(Glc)-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-N(Glc







Hipotesis

La incorporaciéon 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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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 (CH3CO)20, 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



26 Sintesis de N-glucopéptidos derivados de la LfcinB y evaluacién de su

actividad antibacteriana y antifangica

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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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 3C (101 MHz, CDCl;) § 169.40(C-18), 156.19(C-16), 143.55(C-
15), 141.13(C-15), 132.14(C-14), 131.11(C-14), 126.95(C-13), 124.96(C-13), 119.86(C-
12), 117.39(C-12), 77.90(C-11), 77.16(CDCl;s), 73.63(C-10), 72.47(C-9), 70.50(C-8),
67.89(C-7), 67.34(C-6), 61.46(C-5), 50.14(C-4), 46.89(C-3), 37.45(C-2), 20.50(C-1),
20.39(C-1). (Ver todos los espectros RMN en Anexo C).

2.Resultados y discusion

La obtencién de (5) involucra una ruta sintética que involucra la sintesis secuencial de

(1), (2), By 4.

(i) La sintesis de (1) fue monitoreada por IR encontrando que la glucosa fue
completamente acetilada; se observa una banda intensa en 1742 cm™, correspondiente
al estiramiento de los grupos carbonilo (C=0) de los grupos acetilo presentes en el
producto de reaccion. Adicionalmente aparecen bandas alrededor de 2997 cm™ y 1383
cm’ caracteristicas de grupos metilo (-CHs), y en 1226 cm™ caracteristica del grupo
acetato (CH3(C=0)-O) presente en el producto de reaccion y se observo desaparicion de
la banda ancha en 3300 cm™ caracteristica de los OH presentes en la glucosa (reactivo de

partida). Espectro IR en el Anexo B.

(ii) La sintesis de (2) a partir de (1) implico la sustitucion del grupo acetilo unido al C-1

por el grupo azida, la reaccion fue monitoreada por espectroscopia IR y se observo la
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aparicion de una banda intensa en 2119 cm® correspondiente al grupo azida (-Ns).

Espectro IR en el Anexo B.

(iii) En la reaccion de formacion de (3) se evidencia que la banda de 2119 cm?,
correspondiente al grupo de azida, desaparece y se ensancha la banda en 3300 cm™
debido a los puentes de hidrégenos intermoleculares del grupo amino. (iv) En el
monitoreo de la formacién de (4) se evidenci6 corrimiento en la banda de -NH a 3308
cm’ y la aparicion de las bandas correspondientes al carbono sp2 en 3062 cm’, lo que

concuerda con la formacion del enlace amida entre la glucosamina y el Fmoc-aminoacido.

Es importante resaltar que en esta etapa se disminuy6 el uso de solventes, ya que se
omitieron los procesos de purificacion por columna de (1) y (2). La formacion de (2) y (3)
se realizd a partir de materias primas obtenidas después de extracciones Liquido-
Liquido, lo cual evit6 procesos dispendiosos de purificacion por cromatografia 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 formacion del enlace entre la glucosilamina y el
Fmoc-aminoacido es un punto critico®®, ya que la mezcla de reacciéon puede contener
ademas del producto, materia prima que dificultara la obtencién de (4) puro. Por eso, se
requiere la purificacion mediante cromatografia en columna en fase normal lo que
implica la elucién de un ntimero 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 produccion. Por tal
motivo, se exploraron alternativas de purificacion por Extraccion en Fase Solida- Fase
Reversa (RP-SPE) que permitid purificaciones mas rapidas. Aunque se logré purificar (4),
seguiamos obteniendo bajos rendimientos y las cantidades en cada proceso de

purificacion no excedian los 100 mg. Es por esto que se exploro la cristalizacion de (4),
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llegando a establecer que ese obtenia puro mediante precipitacion con éter etilico. Este
resultado fue importante durante la experimentacion ya que en nuestra experiencia no
era posible precipitar péptidos que contenian menos de 3 aminodacidos, bajo estas
condiciones. La precipitacion de (4) con éter etilico permiti6 separarlo de la mezcla de

reaccion y obtenerlo con alta pureza y buenos rendimientos.

El analisis por RMN de (4) permiti6é confirmar la estructura de la molécula. Se asignaron
sefiales de los cuatro carbonos cuaternarios en 171.10 ppm de los grupos carbonilo (C=0)
presentes en el carbohidrato acetilado, en 141.76 y 144.20 ppm de carbonilo (C=0) de
amidas y en 156.66 ppm de carbono cuaternario presente en el grupo tert-butilo. Las
sefiales 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 permitio
identificar la naturaleza de los carbonos (primarios, secundarios, terciarios y
cuaternarios). En la asignacion de proton se identificaron los hidroégenos aromaticos
presentes en el grupo Fmoc 7.75 (d, 2H), 7.58 (d, 2H), 7.39 (t, 2H), 7.30 (t, 2H), los
hidrogenos unidos a nitrégenos de los grupos amida en 6.45(d, 1H) y 5.95 (d, 1H), los
hidrogenos de los grupos acetilos en 2.23-1.86 (m, 12H) y los hidrégenos del grupo

terbutilo en 1.73-1.25 (s, 9H). La asignacion completa se encuentra en el Anexo C.

Basados en la experiencia anterior, (5) también fue precipitado con éter etilico
obteniendo grandes cantidades con alta pureza de manera facil, rapida y econémica. (5)
fue caracterizado por RMN asignando sefiales de los cuatro carbonos cuaternarios en
171.31-170.51 ppm de los grupos carbonilo (C=0) presentes en el carbohidrato acetilado,
en 169.40 y 156.19 ppm de carbonilo (C=0) de amidas. Las sefiales en 20.50 y 20.39.ppm
corresponden a los grupos metilos de los grupos acetilo y se evidencio la desaparicion de

las sefiales en 28.33 ppm correspondientes a los metilos del grupo terbutilo. El
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experimento de APT permiti6¢ identificar la naturaleza de los carbonos (primarios,

secundarios, terciarios y cuaternarios).

En la asignacion de proton se identificaron los hidrogenos aromaticos presentes en el
grupo Fmoc en 7.75 (d, 2H), 7.58 (d, 2H), 7.39 (t, 2H), 7.30 (t, 2H), los hidr6genos unidos
a nitrogenos de los grupos amida en 6.84 (d, 1H), 6.17 (d, 1H), los hidroégenos de los
grupos acetilos en 2.12 - 1.94 (m, 12H) y la senal de los hidrégenos del grupo terbutilo
no se evidencia en el espectro, confirmando que la remocién del grupo tertbutilo se

completd. La asignacion completa se encuentra en el Anexo C.

En resumen, se obtuvo (5) omitiendo la purificacion cromatografica de los
intermediarios, lo que nos permiti6é obtener hasta 5 g de (5) posibilitando la sintesis de
N-glucopéptidos en las cantidades requeridas para realizar los ensayos in vitro de

actividad antibacteriana y antifingica.
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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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2. Reaccion de acople Fmoc-Arg-OH
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Figura 11. Esquema de sintesis para la obtencién del N-glucopéptido N(Glc)-Ahx-RRWQWR (9).
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1.1.1.1  Reaccién de desproteccion

Este trabajo contribuy6 a la implementacion de dos metodologias de desproteccion del
grupo alfa amino de los Fmoc-aminoacidos en la SPPS. (i) Se estandarizo la remocion del
grupo Fmoc en la SPPS utilizando hidrato de hidracina como agente desprotector. Para
esto se realizaron reacciones de desproteccion de Fmoc-aminoacidos en solucion y se
establecieron las condiciones 6ptimas de reaccion. A partir de esto se logro establecer
tres metodologias de desproteccion en SPPS (a) solucion de hidrato de hidracina al 16%
en DMF y reaccién durante 60 min con AC, (b) solucion de hidrato de hidracina en DMF
y reacciéon por 10 minutos con AC (x2), (c) solucion de hidrato de hidracina al 16% en
DMEF y reaccion por 30 segundos utilizando microondas (x2). Este trabajo fue publicado

en la revista Tetrahedron Letters en 201943,

(ii) En la segunda metodologia el grupo Fmoc fue removido tratando la resina con
solucion de 4-metilpiperidina diluida (4-metilpiperidina al 2,5% (v/v) en DMF) por 15 min
con AC (x2). Esta metodologia nos permitié reducir drasticamente el consumo de 4-
metilpiperidina la cual, ademas de ser nociva para la salud y el medio ambiente esta
restringida comercialmente. Esta metodologia puede ser implementada para la SPPS
manual rutinaria en la obtencion de péptidos cortos. Este trabajo fue publicado en

International Journal of Peptide Research and Therapeutics en 2019%4.

Luego del tratamiento con solucién de desproteccion, la resina se lavé con DMF (6x10
seg) v DCM (3x10 seg) quedando disponibles los grupos amino para permitir la
incorporacion del aminoacido. La reaccion de desproteccion se monitored mediante el

test de Kaiser.



36 Sintesis de N-glucopéptidos derivados de la LfcinB y evaluacion de su

actividad antibacteriana y antifangica

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

Péptido MS MALDI-TOF
RP-HPLC iz [M + HI-

tz (min) %Area  Calculado Experimental

LfcinB(20-25) RRWQWR 4.1 97 986.5 988.200
6 N-Ahx-RRWQWR 42 99 1213.7 1213.677

7 RRWQWR-Ahx-N 4.2 94 1213.7 1212.923

8 N-Ahx-RRWQWR-Ahx-N 43 92 1440.8 1440.261

LfcinB (21-25)ka 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 caracterizacion del péptido (6) en
donde se evidencia que la sintesis solo requiri6 de un ciclo de reaccidén de acople para
cada aminoacido (Panel B), el perfil cromatografico del péptido muestra un tinico pico
con pureza del 99 % y tR= 4.2 min. La caracterizacién por espectrometria de masas
MALDI-TOF (Panel D) present6 una sefial 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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Figura 12. Reporte de sintesis N-Ahx-RRWQWR (6) A. Estructura y masa tedrica B. Comportamiento de sintesis C. Perfil
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cromatografico del péptido puro D. Espectro de masas MALDI-TOF.
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La metodologia de purificacion para las moléculas peptidicas fue implementada en el
laboratorio. Consiste en hacer una elucion por gradiente en columna SPE y recolectar
cada una de las fracciones. Como ejemplo la Figura 13 en donde se presenta el monitoreo

por RP-HPLC de la purificacion del péptido (6).
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Figura 13. Monitoreo por RP-HPLC de la purificacion del péptido N-Ahx-RRWQWR (6).

Todos los péptidos y N-glucopéptidos fueron purificados utilizando esta metodologia,
demostrando la versatilidad del método. Esta fase del trabajo hace parte de un articulo

publicado en la revista Molecules en 20194.
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2.2 Sintesis quimica de N-glucopéptidos

Se sintetizaron 6 N-glucopéptidos los cuales tienen los grupos hidroxilos del
monosacarido protegidos con grupos acetilo. La caracterizacion de las moléculas crudas
se muestra en la Tabla 3, evidenciando tiempos de retencion superiores a 5.2 min y
purezas cromatograficas entre 63-81%. Las moléculas presentaron una sefial m/z
correspondiente a su especie [M+H]+ indicando que todos los N-glicopéptidos fueron
obtenidos, excepto para el N-glucopéptido (17°) cuya masa presento diferencia de 415.3
uma, masa que posiblemente corresponde a la delecion de la glucosa por un enlace

glicosidico. Por esta razén la molécula (17) se retir6 del estudio.

Tabla 3. N-glicopéptidos acetilados sintetizados

| RP-HPLC MS MALDO-TOF

N-glucopéptido m/z [M + H]*
tr (min) % Area Calculado Experimental
9 N(Glc(Ac)s)-Ahx-RRWQWR 5.2 70 1542.7 1542.801
10’ RRWQWR-Ahx-N(Glc(Ac)s) 5.4 72 1542.7 1543.887
11 N(GIc(Ac)s)-Ahx-RRWQWR-Ahx-N(Glc(Ac)4) 6.1 78 2099.9 2098.669
15’ N(Glc(Ac)s)-Ahx-RWQWRWQWR 6.0 81 2042.9 2044.199
16’ RWQWRWOQWR-Ahx-N(GIc(Ac)4) 6.5 63 2042.9 2042.766
17 NGI(A)- AR RWQWRWQWR-Ahx- 6.6 64 2600.2 2184.984

N(Glc(Ac)s)

Los productos crudos fueron desacetilados por tratamiento con metoxido 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 analogos acetilados, sugiriendo que la
reaccion de desacetilacion fue llevada a cabo, ya que esto implica disminucion en la
hidrofobicidad de la molécula. El andlisis por espectrometria de masas de los cinco N-
glucopéptidos obtenidos, muestra que la sefial m/z corresponde a la especie [M+H]"

esperada.
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Tabla 4. N-glicopéptidos desacetilados sintetizados

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

RP-HPLC

N-glucopéptido
tx %Area  Calculado  Experimental

(min)

9 N(Glc)-Ahx-RRWQWR 4.3 84 1374.7 1374.046
10 RRWQWR-Ahx-N(GIc) 4.2 43 1374.7 1374.804
11 N(Glc)-Ahx-RRWQWR-Ahx-N(GIc) 4.2 58 1763.9 1766.054
15 N(GIc)-Ahx-RWQWRWQWR 5.7 82 1874.9 1877.596
16 RWQWRWQWR-Ahx-N(Glc) 5.7 74 1874.9 1877.435

A manera de ejemplo en la Figura 14, se muestran los resultados de la sintesis del N-
glucopéptido (9’), en donde se evidencia que el acople de la Arg® y de (5) requirié dos
ciclos de reaccion para completar la reaccion de acople (Panel B). Los perfiles
cromatograficos de los N-glucopéptidos (9’) (Figura 14) y (9) (Figura 15) muestran una
especie mayoritaria con pureza cromatografica superior al 70% y se observa la diferencia
de tx (5.2 min y 4.3 min respectivamente) correspondiente al cambio de polaridad de la
molécula al desacetilarla. La caracterizacion por espectrometria de masas MALDI-TOF
(Panel D) present6 una sefnal 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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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 (3 630nm). A continuacion, se toman 200 pL de cada una de las
diluciones y 200 pL 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 3 nm). A continuacion, se tom6 200 pL 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 pg/mL.

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

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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Es importante resaltar que la busqueda de agentes terapéuticos que involucran la
aproximacion ecologica se basa en la inhibicion de la adhesion del patogeno al tejido
celular sin afectar el patogeno. Por lo tanto, estos N-glicopéptidos pueden ser
considerados para estudios de inhibicion de la adhesion bacteriana como contribucion

para el desarrollo de tratamientos que no generen resistencia.



Capitulo 4. Actividad antiftngica de los Péptidos/N-
glucopéptidos

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 pL 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 pL 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 anm). 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 inm). 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 pg/mL.

Tabla 9. Valores de efecto fungicida y fungistatico (ug/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 pg/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.



Conclusiones

En este trabajo se optimizd la ruta sintética para la sintesis del bloque aminoacido-
monosacarido Fmoc-Asn(Glc(Ac)s)-OH (5), logrando obtener el bloque con alta pureza
(96%) y buenos rendimientos, sin necesidad de purificar los productos intermediarios,
haciendo la sintesis mas rapida, eficiente, de menor costo y mas amigable con el medio
ambiente. La metodologia desarrollada permitié escalar la ruta sintética para la

obtencion de 5.6 g de Fmoc-Asn(Glc(Ac)4)-OH (5) puro y caracterizado.

Por otro lado, se establecieron las condiciones de sintesis para la obtencion de los N-
glucopéptidos derivados de LfcinB logrando obtener la mayoria de las moléculas con

purezas superiores al 90%.

Se implementaron dos metodologias de desproteccion del grupo alfa amino de los Fmoc-
aminoacidos en la SPPS. (i) La remocion del grupo Fmoc en la SPPS utilizando hidrato de
hidracina al 16% (v/v) en DMF como alternativa para la desprotecciéon de Fmoc-
aminodcidos en SPPS rutinaria. (ii) La remocion del grupo Fmoc con soluciéon de 4-
metilpiperidina diluida al 2.5 (v/v) en DMF para la obtencion de péptidos cortos por SPPS
manual. Esta metodologia nos permitié reducir drasticamente el consumo de 4-
metilpiperidina la cual, ademas de ser nociva para la salud y el medio ambiente esta

restringida comercialmente.

La busqueda de estrategias alternativas de purificacion permiti6 desarrollar una
metodologia de purificacion por RP-SPE para moléculas pequefias como N-

glucosilaminoécidos y moléculas mas grandes como péptidos y N-glucopéptidos. Esta
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metodologia permiti6 obtener moléculas altamente puras de manera eficiente, rapida y

con bajo consumo de solventes.

Los N-glucopéptidos obtenidos no presentaron efecto citotoxico contra E. coli 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 como contribucion a
la busqueda de moléculas promisorias en terapias enmarcadas en la aproximacion

ecologica.
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Anexo A: Mecanismos de reaccion involucrados en
la sintesis de péptidos en fase solida empleando la
estrategia Fmoc/tBu

La sintesis de péptidos en fase s6lida estd conformada por los siguientes pasos: (i) La remocion
del grupo Fmoc presente en la resina y en los residuos que se van incorporando a la secuencia
peptidica, (i) La activaciéon del aminoacido por formacién de un éster y (iii) El acople del
aminoacido activado en la secuencia peptidica creciente. Los mecanismos mas aceptados para

cada uno de estos pasos se exponen a continuacion.
i.  Remocion del grupo Fmoc

El grupo Fmoc es removido en un medio basico débil por una reaccién de Beta-eliminacién en
donde la base remueve el proton terciario del grupo fluorenil y por un rearreglo de electrones en
donde la carga deslocalizada en el sistema aromatico forma un doble enlace y se obtiene el grupo
amino libre, el dibenzofulveno (DBF) y CO, como subproductos de la reaccion. El DBF reacciona
con otro mol de la base por una adiciéon de Michael, para formar un aducto DBF-base que es

soluble y puede ser eliminado por filtracion.
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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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La O-acilisourea se puede atrapar con un nucleéfilo, generalmente derivado de hidroxilamina,

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

mas estables. Ademas, la utilizacién de aditivos derivados de hidroxilamina presenta como

principales ventajas el incremento en el rend

reduccion en los niveles de racemizacidon®.

:0:
H

A

Fmoc” -+
Ry

N

6/" N=C=N

imiento final del acoplamiento, asi como la

O

\
— Fmoc” - +N=C=|
R4

AY +
:N—C=N

R

Fmoc
Ry [

é

Z~

N

\( o :N‘) : \—NH
@ °f 3\/0\7\:9 o
L —otEy

._._/<N: R —
1 :0
<O
/7
Fmoc—NH O:H

—_—

. /N:
R :0
O
N 9:H

; R
H N F
moc
\n/ N7
H
:0: :0:

—_—
Fmoc—|

:(.Z.I:
Fmoc—NH
SE UGS
N N Ry 4 .
H H 10~N

N =

N=N



Anexo A: Mecanismos de reaccion involucrados en la sintesis de 69

péptidos en fase solida empleando la estrategia Fmoc/tBu

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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Anexo B: Monitoreo de reacciones para la obtencion de
Fmoc-Asn-f(2,3,4,6-tetra-0-Acetil-D-glucopiranosil)-OtBu.

Monitoreo de reacciones por espectroscopia infrarrojo para la obtencion de Fmoc-Asn-f(2,3,4,6-tetra-
O-Acetil-D-glucopiranosil)-OtBu. En rojo se muestra el espectro del precursor y en azul el producto de

reaccion.

i.  Monitoreo de la sintesis de 1,2,3,4,6-penta-0-acetil-a-D-glucopiranosa por IR.
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ii.  Monitoreo de la sintesis de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosilazida por IR.

71
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ili. = Monitoreo de la sintesis de 2,3,4,6-tetra-O-Acetil-D-glucopiranosilamina por IR.
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iv.  Monitoreo de la sintesis de Fmoc-Asn-(2,3,4,6-tetra-O-Acetil-D-glucopiranosil)-OtBu por IR.
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V.  Monitoreo de la sintesis de Fmoc-Asn-f3(2,3,4,6-tetra-O-Acetil-D-glucopiranosil)-OH por IR.
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Anexo C: Caracterizacion RMN de (4) Y (5) Fmoc-
Asn-f(2,3,4,6-tetra-0O-Acetil-D-glucopiranosil)-
OtBu/OH
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ii. C-RMN Fmoc-Asn-f(2,3,4,6-tetra-O-Acetil-D-glucopiranosil)-OtBu. (101 MHz,
CDCls)
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iv.  HSQC-RMN Fmoc-Asn-B(2,3,4,6-tetra-O-Acetil-D-glucopiranosil)-OtBu. (CDCl;)

1
CH;

80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0
2 (ppm)
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Vi. COSY-RMN Fmoc-Asn-f3(2,3,4,6-tetra-O-Acetil-D-glucopiranosil)-OtBu. (CDCl5)
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ii.

Caracterizacion RMN de Fmoc-Asn-f(2,3,4,6-tetra-0-Acetil-D-glucopiranosil)-OH (5)

'"H-RMN Fmoc-Asn-B(2,3,4,6-tetra-O-Acetil-D-glucopiranosil)-OH. (400 MHz, CDCl;)
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iii. = APT-RMN Fmoc-Asn-f3(2,3,4,6-tetra-O-Acetil-D-glucopiranosil)-OH. (CDCl;)
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v.  HMBC-RMN Fmoc-Asn-f(2,3,4,6-tetra-O-Acetil-D-glucopiranosil)-OH. (CDCl3)
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Anexo D: Sintesis y caracterizacion de los péptidos.

A continuacion, se muestran los resultados de la sintesis y caracterizacion de los péptidos
obtenidos en este proyecto. La informacién esta distribuida de la siguiente manera: Panel
A. Codigo, estructura y secuencia del péptido. Panel B. Comportamiento de sintesis,
numero de ciclos de acoples necesarios en la insercién de cada uno de los aminoécidos
presentes en la secuencia. Panel C. Perfil cromatografico del producto obtenido después

de la purificacion. Panel D. Espectro de masas del péptido puro.



Anexo D: Sintesis y caracterizacion de los péptidos.

A HN NH2 HN NH,
NH
P Direccion de la sintesis
(0] @
H =
N NH, §
H o <
w
" “NH S
&
NH2
Aminodcido de la secuencia
Exact Mass: 986,53 RRWQWR
';'::104
1400 | RRWQWR : 1
Pureza: 97% 8 .25 D
. ] 988.200
1200 ﬁ J
1000 C 41 £1.00
3 800 0.75]
-
600
0.50
400
200 0.25-
L L
0 1 2 3 4 5 6 7 8 10 0.00 ‘\‘I‘.‘*.‘..\. 1
Minutes 750 1000 1250 1500
m/z

Reporte de sintesis RRWQWR A. Estructura y masa tedrica B. Comportamiento de sintesis C. Cromatograma producto puro D. Espectro de
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su actividad antibacteriana y antifangica

Anexo E: Sintesis y caracterizacion de los N-
glucopéptidos diseiiados.

A continuacion, se muestran los resultados de la sintesis y caracterizacion de los N-
glicopéptidos obtenidos en este proyecto. La informacion esta distribuida de la siguiente
manera: Panel A. Codigo, estructura y secuencia del N-glicopéptido. Panel B.
Comportamiento de sintesis, numero de ciclos de acoples necesarios en la insercion de
cada uno de los aminoacidos presentes en la secuencia. Panel C. Perfil cromatografico del
producto obtenido después de la purificacion. Panel D. Espectro de masas del N-

glicopéptido puro.
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y antifangica
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Cromatograma producto puro D. Espectro de masas MALDI-TOF.
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Anexo F: Curvas de calibracion de las cepas
bacterianas

Se presenta las curvas de calibracion con las ecuaciones ajustadas por minimos

cuadrados y el coeficiente de determinacioén R*.
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evaluacion de su actividad antibacteriana y antifangica

Anexo G: Concentracion Minima Inhibitoria y
Bactericida de péptidos y N-glucopéptidos
evaluados.

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 pg/mL

a. Escherichia coli ATCC 25922

Familia RRWQWR
Indculo de 500.000 UFC/mL
A > Ciprofloxacina Contro
Péptido 00 100 50 25 12.5 6.25 Conel 1 CT CC
(ng/mL) ®
(-)
RRWQWR

Rep 1 0.138 0.195 0.662 0.701 0.748 0.791 0.121 0.562 0.137 0.728
Rep 2 0.128 0.161 0.595 0.699 0.738 0.717 0.128 0.554 0.138 0.692

N-Ahx-RRWQWR
Repl  0.134 0571 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
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evaluacion de su actividad antibacteriana y antifangica

N(Glc)-Ahx-RRWQWR
Rep 1 0.586 0.759 0.722 0.775 0.785 0.811 0.109 0.647 0.123 0.781
Rep 2 0.637 0.721 0.750 0.778 0.752 0.823 0.105 0.639 0.118 0.803

RRWQWR-Ahx-N
Repl  0.327 0.686 0.796 0.835 0.885 0.893 0.123 0.666 0.114 0.926
Rep2  0.305 0.680 0.805 0.845 0.850 0.896 0.117 0.660 0.107 0.962

RRWQWR-Ahx-N(Glc)
Repl  0.631 0.701 0.721 0.767 0.785 0.806 0.109 0.647 0.123 0.781
Rep2  0.637 0.706 0.707 0.750 0.752 0.781 0.105 0.639 0.118 0.803

N-Ahx-RRWQWR-Ahx-N
Rep 1 0.376 0.737 0.838 0.810 0.870 0.893 0.123 0.666 0.114 0.926
Rep 2 0.376 0.756 0.799 0.827 0.831 0.815 0.117 0.660 0.107 0.962

N(GIc)-Ahx-RRWQWR-Ahx-N(GIc)
Rep 1 0.672 0.718 0.743 0.700 0.798 0.782 0.109 0.647 0.123 0.781
Rep 2 0.684 0.694 0.730 0.725 0.792 0.786 0.105 0.639 0.118 0.803

RRWQWR N-Ahx-RRWQWR
MIC: 100 pg/mL MIC: 200 pg/mL
MIB: 200 pg/mL MIB: >200 pg/mL
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Familia RWQWRWQWR
Inoculo de 500.000 UFC/mL
f:gp/;‘i‘; 200 100 50 25 12.5 6.25 e C"gr"l CT  cCC
RWQWRWQWR
Repl  0.140 0.121 0.116 0.121 0.624 0.784 0.105 0.638 0.874 0.107
Rep2  0.130 0.111 0.107 0.111 0.535 0.670 0.107 0.645 0.846 0.103
N-Ahx-RWQWRWQWR

Repl  0.122 0.115 0.298 0.356 0.505 0.713 0.113 0.659 0.123 0.756

Rep2  0.118 0.121 0.315 0.395 0.465 0.698 0.111 0.574 0.112 0.859
N(Glc)-Ahx-RWQWRWQWR

Repl 0234 0.346 0.381 0.701 0.803 0.875 0.122 0.619 0.146 0.970

Rep2 0215 0.295 0.447 0.685 0.830 0.888 0.223 0.600 0.139 0.812

RWQWRWQWR-Ahx-N

Rep1l  0.140 0.407 0.739 0.831 0.813 0.850 0.123 0.681 0.127 0.816

Rep2 0250 0.364 0.696 0.801 0.793 0.842 0.126 0.713 0.647 0.813
RWQWRWOQWR-Ahx-N(Glc)

Repl  0.120 0.136 0.669 0.714 0.784 0.750 0.109 0.647 0.123 0.781

Rep2  0.119 0.115 0.709 0.732 0.780 0.781 0.105 0.639 0.118 0.803

N-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-N
Repl 0205 0.283 0.323 0.350 0.454 0.463 0.105 0.586 0.111 0.866
Rep2 0239 0.264 0.324 0.348 0.458 0.570 0.120 0.576 0.102 0.941
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evaluacion de su actividad antibacteriana y antifangica

Sintesis de N-glucopéptidos derivados de la LfcinB y

RWQWRWQWR
MIC: 25 ug/mL
MIB: 50 pg/mL

RWQWRWéWR-AhX-N
MIC: 200 pg/mL
MIB: >200 pg/mL

N-Ahx-RWQWRWQWR
MIC: 100 pg/mL
MIB: 100 pg/mL

RWQWRWQWR-Ahx-N(GIc)
MIC: >200 pg/mL
MIB: >200 pg/mL
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evaluacion de su actividad antibacteriana y antifangica

b. S.aureus ATCC 25923

Familia RRWQWR
Indculo de 500.000 UFC/mL
ffgl’/i‘;‘; 200 100 50 25 125 625 o COE‘_ETOI CT cC
RRWQWR
Rep 1 0.255 0.367 0.418 0.426 0.469 0.477 0.119 0.425 0.440 0.124
Rep 2 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
Rep 2 0.420 0.571 0.645 0.681 0.692 0.712 0.293 0.508 0.113 0.481
N(GIc)-Ahx-RRWQWR
Rep 1 0.533 0.615 0.540 0.652 0.601 0.682 0.128 0.547 0.152 0.623
Rep 2 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
Rep 2 0.114 0.442 0.503 0.539 0.612 0.258 0.350 0.412 0.136 0.595
RRWQWR-Ahx-N(GIc)
Rep 1 0.432 0.551 0.597 0.649 0.630 0.637 0.128 0.547 0.152 0.623
Rep 2 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
Rep 2 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
Rep 2 0.446 0.602 0.511 0.592 0.619 0.610 0.135 0.572 0.116 0.563
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evaluacion de su actividad antibacteriana y antifangica

RRWQWR-Ahx-N N-Ahx-RRWQWR-Ahx-N

MIC: 200 pg/mL MIC: 200 pg/mL
MIB: 200 pg/mL MIB: 200 pg/mL
Familia RWQWRWQWR
Indculo de 500.000 UFC/mL
Péptido Ciprofloxacina Co ntrol
(ug/mL) 200 100 50 25 12.5 6.25  conwol(n O CT CC

RWQWRWQWR
Rep 1 0.155 0.215 0.387 0.457 0.437 0.517 0.119 0.387 0.513 0.114
Rep 2 0.129 0.298 0.375 0.460 0472 0497 0.113 0.394 0.557 0.115

N-Ahx-RWQWRWQWR
Repl  0.348 0.483 0.938 1.054 1.008 1.044 0.106 0.781 0.112 1.107
Rep2  0.325 0.560 0.712 1.023 1.003 1.023 0.112 0.828 0.113 0.931

N(Glc)-Ahx-RWQWRWQWR
Repl  0.260 0.658 0.778 1.004 1.025 1.024 0.106 0.781 0.112 1.107
Rep2 0256 0.612 0.857 0.961 0.958 0955 0.112 0.828 0.113 0.931

RWQWRWQWR-Ahx-N
Repl 0319 0410 0.355 0.358 0.367 0.385 0.286 0.339 0.149 0.459
Rep2 0352 0411 0.340 0.348 0361 0430 0.112 0344 0.139 0.404

RWQWRWQWR-Ahx-N(Glc)
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evaluacion de su actividad antibacteriana y antiftingica

Rep 1 0.158 0.194 0472 0.593 0.594 0.624 0.128 0.547 0.152 0.623
Rep 2 0.154 0.216 0.458 0.560 0.590 0.599 0.135 0.572 0.116 0.563

N-Ahx-RWQWRWQWR-Ahx-N
Repl 0460 0.682 0.945 0.971 1.021 0965 0.106 0.781 0.112 1.107
Rep2 0435 0.619 0.907 0.991 0.995 0.913 0.112 0.828 0.113 0.931

RWQWRWQWR RWQWRWQWR-Ahx-N(GIc)
MIC: 200 pg/mL MIC: 200 pg/mL MIC: 200 pg/mL
MIB: >200 pg/mL MIB: 200 pg/mL MIB: >200 pug/mL
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su actividad antibacteriana y antifangica

Anexo H: Curvas de actividad antifingica para C.
albicans

Curvas de letalidad antifngica (625 nm). (n=3).

a. Controles fangicos C. albicans
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b. Familia LfcinB (20-25)

Efecto antifiingico de RRWQWR en C. albicans
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11 Efecto auntifiingico de N-Ahx-RRWQWR-Ahx-N en C. albicans
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c. Familia LfcinB (21-25)pa
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