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Resumen y Abstract IX

Resumen

El cancer es una problematica de salud publica mundial y que esta afectando de manera
significativa la poblacion colombiana. A pesar de los avances logrados en el desarrollo
y/o mejora de tratamientos, los indices de morbilidad/mortalidad aumentan
continuamente. A la fecha, se hacen grandes esfuerzos para identificar nuevos
abordajes terapéuticos, siendo una alternativa promisoria los fArmacos basados en
péptidos organometalicos (POM). Estos POMs estan formados por un péptido
anticancerigeno al cual se le incorpora un metaloceno. Estas moléculas han presentado
gran potencial biolégico para el desarrollo de agentes anticancerigenos, ya que
combinan la actividad citot6xica del motivo organometalico (OM) y del péptido, ademas
el metaloceno le confieren estabilidad al farmaco en ambientes biolégicos. En este
trabajo, I) se disefiaron, purificaron y caracterizaron compuestos de organoestafio IV a
partir de aminoacidos polares (Asp, Lys y Glu), algunos de los cuales no han sido
reportados en la literatura consultada, adicionalmente se sintetiz6 un bloque
organometalico el cual puede ser utilizado para la sintesis de POM conjugados con
organoestano V. (ii) se optimizo la ruta sintética para obtencién de péptidos y POMs
que contienen Ferroceno, derivados de la secuencia palindromica RWQWRWQWR. En
este trabajo se disefaron rutas sintéticas y se implementaron los procedimientos para
la obtencién de POMs conjugados con Ferroceno o Organoestafio IV. Nuestros
resultados sugieren que la obtenciéon de péptidos y/o aminoacidos conjugados con
compuestos organometalicos es viable, por lo tanto, pueden ser considerados para el

desarrollo de nuevos agentes terapéuticos contra el cancer.

Palabras clave: Organoestafio IV, Ferroceno, Aminoacidos Conjugados, Péptidos

Organometalicos, Sintesis de Farmacos.
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Abstract

Cancer is a global public health problem that is significantly affecting the Colombian population.
Despite the advances made in the development and / or improvement of treatments, the
morbidity / mortality rates are continuously increasing. To date, great efforts have been made
to identify new therapeutic approaches, with organometallic peptides (POM) -based drugs
being a promising alternative. These POMs are an anticancer peptide into which a metallocene
isincorporated. These molecules have presented great biological potential for the development
of anticancer agents, since they combine the cytotoxic activity of the organometallic motif (OM)
and the peptide, in addition to the metallocene, they give stability to the drug in biological
environments. In this work, I) organotin IV compounds were designed, purified and
characterized from polar amino acids (Asp, Lys and Glu), some of which have not been reported
in the consulted literature, in addition an organometallic block was synthesized which It can be
used for the synthesis of organotin IV conjugated POMs. (ii) the synthetic route was optimized
to obtain peptides and POMs containing Ferrocene, derived from the palindromic sequence
RWQWRWQWR. In this work, synthetic routes were designed and the procedures for obtaining
POMs conjugated with Ferrocene or Organotin [V were implemented. Our results suggest that
obtaining peptides and / or amino acids conjugated with organometallic compounds is viable,
therefore, they can be considered for the development of new therapeutic agents against

cancer.

Keywords: Organotin 1V, ferrocene, conjugated amino acids, organometallic peptides,

synthesis of drugs.
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Introduccion

El cancer se define como un conjunto de enfermedades caracterizadas por el crecimiento
anormal de células, las cuales pueden colonizar otros tejidos, mecanismo conocido como
metastasis.(1) Segin la organizacién panamericana de la salud (OPS), el cancer es la segunda
causa de muerte en las Américas, en el 2018 causé 1,3 millones de muertes y 3,7 millones de
nuevos casos fueron diagnosticados (2). El cancer, es una de las problematicas mas importantes
de salud publica a nivel mundial, debido a su alta morbilidad y mortalidad, particularmente en
paises emergentes (3). En Colombia, el Ministerio de Salud y Proteccién Social, empresas
sociales del estado y organizaciones sin animo de lucro, han desarrollado politicas que buscan
mitigar el impacto de esta enfermedad, dentro de las cuales se contempla fortalecer el
diagndstico y la busqueda de nuevos tratamientos mas selectivos y eficaces(4). Los
tratamientos disponibles en la actualidad consisten en quimioterapia, terapia hormonal,
radioterapia, inmunoterapia y cirugia(5,6). Estos tratamientos tienen como objetivo la
disminucién o la erradicacién de las células cancerosas y han logrado aumentar la expectativa
de vida. Sin embargo, estos tratamientos causan efectos secundarios severos que afectan la
calidad de vida de los pacientes. Ademads, algunos pacientes presentan recurrencia, limitando
las opciones terapéuticas. Teniendo en cuenta: el alto costo de los tratamientos lo que limita su
cobertura a toda la poblacién, los efectos adversos que reducen la calidad de vida del paciente
y la baja eficacia de estos, es necesario desarrollar nuevas alternativas terapéuticas, costo

efectivas, mas especificas, selectivas y con un perfil de efectos adversos mas favorable (7-9).

Como alternativas terapéuticas se han estudiado diferentes moléculas para el desarrollo de
farmacos, dentro de las que destacan los péptidos sintéticos, estos presentan ventajas como: (i)
favorabilidad en la obtencién, debido a que existen gran variedad de metodologias en solucién
y/o en fase sélida, (ii) son moléculas seguras, debido a que se tiene certeza de la secuencia y sus
procesos de purificacion que garantizan altas purezas, (iii) versatilidad en la via de

administracion, haciendo posible en algunos casos utilizar métodos no invasivos.
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Actualmente en el mercado se encuentran aprobados alrededor de 60 péptidos, con diversas
indicaciones terapéuticas y cerca de 320 péptidos se encuentran en fases de estudios
clinicos(10). El creciente interés en los péptidos, como agentes anticancerigenos se ve reflejado
en el aumento de publicaciones que incluyen los términos “péptido” y “cancer”, en un 400% en
los dltimos 20 afios. En la dltima década se reportan cerca de 20.000 publicaciones cientificas,
que relacionan estos dos términos (11). Para el afio 2018 el NHI (Instituto Nacional de salud de
los estados unidos) report6 918 estudios clinicos registrados que relacionan cancer y péptidos.

(11,12).

Los péptidos son candidatos promisorios para el desarrollo de fArmacos que pueden ser
incluidos en el tratamiento del cancer, ya que son moléculas con baja toxicidad, alta
especificidad y costos de produccidén bajos(13). Sin embargo, también presentan ciertas
limitaciones desde el punto de vista farmacolégico ya que presentan alta susceptibilidad a
degradacién enzimatica, pueden ser eliminados rapidamente del cuerpo, y en algunos casos no
tienen la capacidad de atravesar membranas, lo que conlleva a disminuciéon en la
biodisponibilidad del fairmaco y una mayor velocidad de eliminacién, ademas de estar sujetos a
la generacién de respuestas inmunoldgicas; Por ello, se han explorado nuevas estrategias que
permitan aumentar su estabilidad y potenciar su actividad. Una de las alternativas exploradas
en las ultimas décadas es la conjugacion de los péptidos con moléculas de naturaleza no
proteica, como compuestos organometalicos. Se ha descrito que la conjugacién de secuencias
peptidicas con actividad antiviral, antibacteriana o anticancerigena, con compuestos

organometalicos ha mostrado resultados prometedores en el campo de la terapéutica.

Por otra parte, los aminoacidos han sido utilizado como precursores para el disefio y sintesis
de moléculas promisorias para el tratamiento de multiples patologias. En los ultimos afios se
ha reportado gran variedad de trabajos en los cuales se modificaron los aminoacidos con el fin
de obtener farmacos para el tratamiento del cancer. Algunos involucran la inclusién de
moléculas no naturales como bromotiazoles(14), derivados azufrados, haluros de plata y
oro(15), conjugados con ferroceno y cobalto (16,17) entre otros. También incluyen su
transformaciéon quimica por la inclusiéon de grupos funcionales de naturaleza organica y/o

inorganica con el fin de potenciar su actividad y su accién sobre las células cancerosas(18).
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En este proyecto como eje fundamental (i) Se exploraron metodologias para la
obtencion de complejos de organoestafio (IV) a partir de L o D- aminoacidos, utilizando
la formacion in situ de bases de Schiff, los cuales eventualmente puedan ser usados
como precursores para obtener péptidos organometdlicos mas complejos, (ii) se
identificaron los puntos criticos en la SPPS-Fmoc/tBu para la obtencién de péptidos
organometalicos conjugados con ferroceno, buscando asi oportunidades de mejora en
el costo de produccién, en el uso racional reactivos/solventes que hicieran mas
amigable el proceso con el medio ambiente y que fueran menos perjudiciales para la
salud humana; (iii) Se pudieron obtener los POMs con ferroceno con alta pureza y (iv)

se exploro la factibilidad de obtener péptidos diméricos conjugados con ferroceno.
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1.Marco teorico

1.1 Péptidos como agentes terapéuticos

Entre los principales mecanismos de defensa del cuerpo contra los patégenos, se encuentran
los mecanismos innatos, entre los que se resaltan los asociados a péptidos enddgenos. Estos
péptidos protegen el organismo, ya que poseen actividad antimicrobiana, anticancerigena,
inmunomoduladora, vaso dilatadora y antioxidante(19,20). Por su naturaleza proteica poseen
alta especificidad y tienen menos efectos secundarios y/o toxicos. Al ser péptidos conocidos por
el organismo estos no generan respuestas inmunes adversas y son menos susceptibles a la
accion de las proteasas. Los Péptidos Antimicrobianos (PAMs), son la principal fuente de
plantillas para el disefio, identificacién y obtencién de péptidos para uso terapéutico. Los PAMs
han sido identificados en diferentes especies del reino vegetal y animal, y han presentado

actividad contra virus, parasitos, bacterias, hongos y contra células tumorales(21).

Los mecanismos de accidn asociados a los PAMs son multiples e incluyen interacciones con la
membrana celular, inhibiciéon de la sintesis proteica y de acidos nucleicos. Ademas se ha
descrito que pueden cumplir funciones inmunomoduladoras, quimiotacticas, intervenir en los
procesos de cicatrizacidn y regeneracion, entre otros (20,22). Se ha reportado que la actividad
de los PAMs estad asociada a la estructura primaria de la cual se derivan la carga neta,
anfipaticidad, hidrofobicidad y longitud, que a su vez se relaciona con la estructura secundaria.
En algunos estudios se han logrado identificar péptidos con actividad antimicrobiana los cuales
también presentaron actividad antineoplasica(23). Entre estos encontramos péptidos
derivados de PAMs como cecropinas, magaininas, defensinas y Lactoferricina. Esos péptidos
han exhibido actividad antibacteriana, antiviral, antiparasitaria y/o antifingica, ademdas han
presentado actividad citotéxica contra lineas celulares de diferentes tipos de cancer y actividad

antitumoral en modelos animales. (19,24,25)
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Figura 1. Péptido LXT-315. Tomado de DrugBank.ca

En la actualidad existen péptidos antineoplasicos que son empleados para tratamientos de
cancer dependientes de hormonas como el de mama, préstata, cuello uterino, etc. Actualmente
los péptidos utilizados para tratar estos canceres son la Buserelina, Leuprolida, Gonadorelina,
Histrelina, Goserelina, Abarelix, Degarelix, Nafarelina y Triptorelin. Algunos de estos péptidos
sintéticos son analogos de la hormona liberadora de gonadotropinas GnRH empleados para
tratar endometriosis en la mujer y cancer de proéstata en el hombre (26-28). Biopharma
desarrollo el péptido LXT-315(KKWKKWDipK), este nonapéptido es derivado de la LfcinB, y ha

presentado actividad anticancerigena frente a lineas celulares de melanoma.(29)
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Tabla 1. FArmacos pépticos utilizados en el tratamiento del cancer

Péptido Secuencia Observaciones

Péptido analogo a la hormona luteinizante (LHRH), se

. XHWSYXLRP utiliza para tratamientos de canceres responsables de
Buserelina . . .
(X= L-pyroglutamyl) hormonas tales como cancer de prostata o cancer de
pecho, condiciones dependientes de estrégeno.
Leunrolida (X—ﬁl:lwrscyllllll‘tl:i 0 Se emplea para el tratamiento paliativo del cancer de
p = Lpyrog y proéstata avanzada.
XHWSYGLRPG Es otro nombre que recibe la (GnRH), Se emplea para
Gonadorelina (X= L-pyroglutamyl) el tratamiento de la amenorrea hipotaldmica y
evaluacioén de la funcién hipotalamo/pituitaria
XHWSYX'LRP Esta indicada para el tratamiento con la pubertad
Histrelina (X= L-pyroglutamyl) (X’=1-Benzyl) = precoz central, también estd indicada para el
tratamiento paliativo del cancer de préstata avanzado
XHWSYX'LRP Estd indicado para el tratamiento paliativo del
. (X=L-pyroglutamyl) (X'= O-tert- carcinoma avanzado de prdstata. Uso en el
Goserelina . - . .
butyl) tratamiento paliativo del cancer de mama en mujeres
pre y perimenopausias
XXXSYNLX’PA
Abarelix (XXX=N-acetyl-3-(2-naphthyl)-D- Estd4 indicado para el tratamiento paliativo del cAncer
alanyl-4-chloro) avanzado de cancer

(X’=N6-isopropyl)

XXXSXX'LX"PA
(XXX=N-acetyl-3-(2-naphthyl)-D-

. Es usado para el tratamiento del cancer de prostata
Degarelix alanyl-4-chloro)

: . avanzado.
(XX’= 4-((S)-dihydroorotamido)))
(X”= N6-isonronvl)
XHWSYX'LRPG Es agonista sintético de la hormona liberadora de
Nafarelina (X=L-pyroglutamyl) (X'=3-(2- gonadotropina, usado para el tratamiento de la
naphtyl)) pubertad precoz
. . XHWSYWLRPG Esta indicado en el tratamiento paliativo de cancer de
Triptorelin .
(X=L-pyroglutamyl) préstata avanzado

Lactoferricina Bovina (LfcinB)

La Lactoferricina Bovina (LfcinB) es un fragmento peptidico de 25 aminoacidos,
proveniente de laregion N terminal de la glicoproteina Lactoferrina (LF). Esta proteina esta
presente en secreciones de algunos mamiferos y es hidrolizada por la pepsina gastrica. La
hidrolisis de la LF produce la LfcinB, la cual ha presentado mayor actividad antimicrobiana
y anticancerigena que la proteina, sugiriendo que la actividad de la proteina se debe a este

fragmento(19,30). La LfcinB ha mostrado amplia actividad antimicrobiana contra bacterias
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Gram positivas, Gram negativas, hongos, parasitos, virus y células tumorales(31). Estudios
sugieren que la actividad antibacteriana se debe a la naturaleza anfipatica del péptido y a
la presencia de los aminoacidos con cargas positivas (Arg y Lys), que interactian con las
cargas negativas en la superficie de la membrana bacteriana para que los aminoacidos
hidrofébicos (Trp y Phe) interactien con la capa lipidica causando disrupcion de la
membrana plasmatica y lisis celular(32). En forma similar, el efecto anticancerigeno de la
LfcinB parece estar mediado por la interacciéon del péptido con moléculas cargadas
negativamente que son sobre expresadas en la superficie celular de células cancerosas. Se
ha descrito que el efecto anticancerigeno de la LfcinB puede estar mediado por diferentes
mecanismos, en funcion de la célula blanco y la concentracion del péptido.

La LfcinB en las lineas celulares de cancer de mama como MDA-MB-231, MCF-7, T-47D,
MDA-MB-435, HS578T, induce apoptosis, mientras que en lineas celulares de carcinoma de
células escamosas orales (CAL27) y fibrosarcoma (Meth A) indujo necrosis. (33-35). Se ha
sugerido que la LfcinB puede presentar el mecanismo dual apoptosis/necrosis dependiente
de la concentracién. La LfcinB induce apoptosis en lineas celulares de carcinoma derivadas
de tumores malignos de mama, colon y ovario (31,36). Ademas la LfcinB no ha presentado
efecto citotéxico in vitro en cultivos primarios de linfocitos, fibroblastos y células
endoteliales humanas, lo que ha evidenciado su selectividad por células cancerosas(35,37).
Estudios previos mostraron que el péptido sintético FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVR
derivado de LfcinB induce apoptosis en la linea celular humana derivada de cancer de
mama MDA-MB-321 y péptidos cortos que contienen el motivo minimo de actividad

RRWQWR presentaron mayor actividad anticancerigena que la LfcinB(38,39).

Péptido Palindrémico LfcinB (21-25),a: RWQWRWQWR

Péptidos que contienen el motivo minimo de actividad han presentaron actividad
antibacteriana y efecto citotoxico contra las lineas celulares derivadas de cancer oral
escamoso (OSCC) Cal-27 y SCC15 y contra las lineas celulares derivadas de cancer de mama
MDA-MB-468, MDA-MB-231 y MCF-7(38,40,41). El péptido palindrémico LfcinB (21-25)pa,
es una modificacion del motivo minimo de la LfcinB RRWQWR, donde se unieron dos

repeticiones de la secuencia RWQWR, esta molécula alterna los residuos cargados de Arg
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con los hidrofébicos de Trp los cuales estan separados por un residuo de GIn. De acuerdo
con su estructura primaria es un péptido cargado positivamente y tiene caracteristicas

anfipaticas.
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Figura 2. Estructura quimica del péptido palindrémico LfcinB (21-25)pa: RWQWRWQWR
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El péptido palindromico LfcinB (21-25)pa: RWQWRWQWR, ha presentado actividad
antibacteriana significativa frente a cepas de E. coli, S. enteriditis y S. maltophilia, 1a cual ha
sido asociado a efectos bactericida y/o bacteriostatico dependiente de la concentracion
(42-44). Este péptido también ha presentado sinergia en el efecto antibacteriano cuando
ha sido combinado con antibidticos, siendo promisorio para su aplicacién en terapias
combinadas (45). El péptido LfcinB (21-25)pa también ha presentado actividad antifingica
contra C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. auris and C. tropicalis (46). Adicionalmente, este
péptido ha presentado citotoxicidad contra lineas de carcinoma de células escamosas de la
cavidad oral (OSCC), lineas celulares humanas derivadas de cancer de mama MDA-MB-468,
MDA-MB231 y MFC-7. El efecto citotoxico del péptido fue rapido, dependiente de la
concentracion, se mantuvo en el tiempo hasta 48h, selectivo por células cancerosas y esta
mediado principalmente por eventos apoptdticos (34,37,38). Estos resultados indican que
el péptido LfcinB (21-25)pa puede ser considerado promisorio como punto de partida para

desarrollar un medicamento de amplio espectro para el tratamiento de cancer.

1.2 Sintesis de péptidos en fase sélida.

La sintesis de péptidos en fase solida (SPPS) fue introducida por Robert Merrifield en 1963,
obteniendo un tetrapéptido (Leu-Ala-Gly-Val) anclado a una resina de poliestireno, este y

otros resultados le llevaron a ser galardonado con el premio Nobel de quimica en 1984.
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Posteriormente esta metodologia llego a convertirse en la forma mas comun para obtener

péptidos en un laboratorio(47).

El principio de esta metodologia consiste en la unién del aminoacido a un soporte inerte e
insoluble en los medios de reaccién; la cadena peptidica puede ser elongada
secuencialmente sobre este soporte y finalmente esta puede ser removida. La SPPS se ha
destacado por sus numerosas ventajas en comparacion con la sintesis de péptidos en

solucion.

Para el desarrollo de esta metodologia es necesaria la proteccion de los grupos funcionales
de los aminoacidos, con el propdsito de realizar una sintesis ortogonal, dando paso a la
generacion de un Unico producto. Los grupos que protegen el grupo a-amino y a-carboxilo
de los aminoacidos son facilmente removidos en condiciones en las que el enlace peptidico
no se ve comprometido. Las dos estrategias de proteccion mas usuales son Fmoc/tBu y

Boc/Bzl. (48)

La estrategia Fmoc/tBu, consiste en la proteccién del grupo a-amino del aminodacido con el
grupo Fmoc (9-Fluorenilmetiloxicarbonilo), este grupo es labil a condiciones basicas y
resistente a condiciones acidas. Adicionalmente para garantizar un producto mayoritario,
las cadenas laterales de los aminoacidos estan protegidas por grupos que son labiles a
condiciones acidas, las cuales son removidas con acido tricloroacético (TFA), proceso que

ocurre simultaneamente con la separacién del péptido de la resina. (48-50)

Métodos de acoplamiento

En SPPS existen diferentes métodos de acople, estas técnicas son eficientes, rapidas y
mantienen la integridad del centro quiral (carbono alfa del aminoacido). Las técnicas mas
usuales involucran la formacion del éster activo del aminodacido, la cual ocurre por la

activacion in situ del grupo carboxilo.(47)

e (Carbodiimidas: El mecanismo de activacion de las carbodiimidas comienza con la
trasferencia del protén del grupo carboxilo del aminoacido a un nitrégeno de la

carbodiimida, luego ocurre un re-arreglo que conduce a la formaciéon del
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carbocation, el cual sufre un ataque nucleofilico por el grupo carboxilato del
aminoacido formando la O-acilurea. Este intermediario reactivo sufre el ataque
nucleofilico del grupo amino del linker unido a la resina o péptido-resina para
formar el enlace peptidico, el cual sigue una cinética Sx2 conocida como una
sustitucion nucleofilica de segundo orden acilica (Figura 3). Las carbodiimidas mas
empleadas en sintesis de péptidos son N, N-diciclohexilcarbodiimida (DCC), N, N-
diisopropilcarbodiimida (DIC) y 1-etil-3-(3’- dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC). Sin embargo, se producen reacciones colaterales como la racemizacion de los
aminodcidos, las cuales pueden ser minimizadas por el uso de aditivos como (HOBt
y HOALt), que forman un éster menos reactivo, impidiendo la generaciéon de menos

productos indeseados. (48,49)
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Figura 3. Mecanismo de reaccién usando DIC/HOBt

e Sales de fosfonio y uronio: estas sales son derivadas del HOBt y las mas usadas son
usadas son HBTU, TBTU y HATU.,, estas producen el éster activo disminuyendo

significativamente la racemizacion de los aminodacidos. (48,49)



30

Figura 4.Mecanismo de reaccién usando sales de Uronio(TBTU).

1.3 Compuestos organometalicos

Los compuestos organometalicos son moléculas de interés, debido a su versatilidad
sintética y sus multiples aplicaciones bioldgicas e industriales. Su interaccién con
biomoléculas, en particular con proteinas, aminoacidos y acidos nucleicos, ha sido descrita
y atribuida a la naturaleza catiénica del nticleo de coordinacién del organometalico y a la
capacidad de las biomoléculas de actuar como ligandos. La funcionalizacion de péptidos o
aminoacidos con motivos organometalicos es una estrategia novedosa para el disefio y
desarrollo de moléculas con mayor actividad biol6gica, mayor estabilidad en entornos
biolégicos y selectividad para objetivos especificos (50). El mejor exponente de compuestos
de coordinacién utilizando un metal es el cisplatino, este compuesto de coordinacién ha
sido usado en clinica desde 1978, debido a su actividad anti proliferativa (51-53). Este
principio activo en Colombia se encuentra aprobado, para su uso solo o en combinacién con
otros antineoplasicos o radioterapia, en el tratamiento de cancer de ovario, cuello uterino,
en carcinomas de vejiga, pulmon y otras indicaciones; en la mayoria de las guias de
tratamiento se sigue considerando como terapia de primera linea junto con taxanos y

antraciclinas.(54)



Marco Teobrico 31

Figura 5. Estructura quimica del Cis-platino

Debido a su efectividad, su uso es extenso y frecuente, sin embargo, este farmaco induce
efectos secundarios graves, como nefrotoxicidad, neurotoxicidad, ototoxicidad, nduseas y
vomito. Esta baja selectividad, baja biodisponibilidad y alta genotoxicidad, también se ve
directamente repercutida en la disminucidén de la calidad de vida de los pacientes.(50,51)
En las ultimas tres décadas se han venido desarrollando medicamentos basados en
moléculas que contienen metales, de estas las mas exploradas, son moléculas derivadas de
cisplatino, (carboplatino, oxaliplatino, satraplatino, polyplatillen) algunas de ellas pueden
ser mas efectivas en terapias especificas, sin embargo, siguen presentando efectos
secundarios graves. Metalocenos como Cp:MX; (M=Ti, V, Nb, Mo; X haluros),
Cp2Fe?*(CsRs)2M (M=Sn, Ge; R= H, CH3) presentaron actividad contra células tumorales de
melanoma, carcinoma de colon, carcinoma de pulmén, con menos efectos téxicos que los
derivados de Pt. A la fecha se continua en la busqueda de compuestos que contengan
metales como los complejos de coordinacién y/o compuestos organometalicos mas

potentes y con mejor perfil de efectos secundarios(55).

Organoestaiio IV

Organotin IV (Organoestafio de su traduccion al espaiol) hace referencia a 4tomos de estafio
que se encuentran tetrasustituidos por hidrocarburos (Figura 6), y es perteneciente a una gran
familia de compuestos incluidos en la quimica de los organometalicos. (56)El &tomo de estafio
presenta dos estados de oxidacién Sn2+ y Sn#*, sin embargo, los compuestos de organoestafio
(I no son estables, debido a su tendencia a polimerizarse y oxidarse ficilmente a organoestafio
IV, que es mas estable y donde la unién del estafio a sus ligandos generalmente es de naturaleza
covalente(57). Los organoestano (IV) son compuestos que se caracterizan por la presencia de

al menos un enlace C-Sn covalente, siendo los mas comunes aquellos que contienen centros
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tetravalentes. Estos compuestos se pueden clasificar dependiendo del ndmero de ligandos

alquilo (R) o arilo (Ar), en mono, di, tri y tetraorganoestafio sustituido. (58)

N

¢ \‘R
R —Sn\!
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R

Figura 6. Estructura genérica de un compuesto de organoestafio IV con coordinacién de
nitrégeno.
Diversos derivados de estafio han sido utilizados en reacciones con diferentes biomoléculas,
incluyendo carbohidratos, derivados de acidos nucleicos, aminoacidos y péptidos. Se han
obtenido moléculas con actividad biolégica que consisten en complejos de estafio con acrilatos,
feniletanoatos, acidos carboxilicos, acido acético, benzoato, entre otras moléculas(56,59-64). A
su vez se ha encontrado que la actividad citotéxica de los complejos se ve afectada
principalmente por la disponibilidad de sitios de coordinacién del atomo de estafio y la

presencia de enlaces entre el ligando y el metal.(65)

La sintesis de compuestos de estafio conjugados con aminoacidos se basa principalmente en el
uso de los aminoacidos como ligandos polidentados. La preparacion de derivados de estafio
utilizando aminoacidos a partir de bases de Schiff es una de las estrategias mas comunes, los
complejos se forman mediante la preparacion previa de la base de Schiff o mediante reacciones
multicomponentes. Por lo general, para la formacién de estos compuestos se requiere un
ligando adicional al aminoacido, generalmente se usan aldehidos. Los aldehidos son esenciales
en la formacion de la base de Schiff, por lo que los residuos de aldehido que contienen la funciéon

carbonilo experimentan la adicién nucleofilica del grupo amino para formar una imina(66-68)

La sintesis de péptidos conjugados con organoestafio IV (POM-Sn IV) es compleja, ya que la
incorporacién del derivado de organoestafio IV mediante la SPPS esta limitada por su baja
solubilidad en los medios de reaccién y/o por su labilidad en medio acido. Estas dificultades
pueden reflejarse en alguna medida por el escaso reporte de POM-Sn (IV), ya que se reporta la
sintesis de dipéptidos y tripéptidos, mono y poli conjugados con estafio (IV)(69,70). Los

conjugados organometalicos son usualmente preparados en solucién, los dipéptidos son
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obtenidos usando DCC/HOBt, posteriormente la sal de sodio del dipéptido es tratada con
solucién de 6xidos de dimetilestaiio (IV), difenil estafio (IV)o di -n-octilestaiio (IV) y la reaccion
se mantiene en reflujo con agitaciéon durante 14-16h a temperatura ambiente (TA)(64,66,71).
A la fecha se ha avanzado poco en la formaciéon de complejos de estafio IV con cadenas
peptidicas de mayor longitud, limitando la posibilidad de conjugar secuencias promisorias con
organoestafio [V. Por lo tanto, se hace necesario diseflar y desarrollar nuevas estrategias
sintéticas y/u optimizar las existentes para lograr rutas sintéticas mas simples que permitan

obtener complejos de organoestafio (IV) con cadenas peptidicas de diversa longitud.

Actividad bioldgica de los complejos de Organoestaiio IV

Los derivados del Organoestafio (IV) han mostrado actividad antibacteriana, antiparasitaria,
antitumoral, antiinflamatoria, antituberculosa, antioxidante, antifingica y citotoxica frente a
varias lineas celulares. Como agente antineoplasico ha sido ampliamente estudiado debido a
que los compuestos de estafio en quimioterapia han mostrado que pueden sustituir a sus
homdlogos de platino(60,66,72-85). Moléculas organometalicas, que han sustituido el platino
por otro metal presentan, menor toxicidad, mayor excreciéon del cuerpo, menores efectos
adversos, no desarrollan resistencia y entre sus caracteristicas principales esta la induccion de

apoptosis(86,87).

Las bases de Schiff derivadas de organoestafio (IV) han mostrado actividad citotdéxica en lineas
celulares humanas derivadas de cancer como HeLa (cancer de cuello uterino), HT29 (cancer de
colon), A549 (cancer de pulmoén), MCF7 (cancer de mama), C6 (Glioma de rata), Hep3B (cancer
de higado), y Vero (epitelio de rifién) (56,59-64). Entre los principales mecanismos asociados
al efecto citotdxico de los complejos de estafio (IV), se resalta su capacidad para inhibir la
sintesis de proteinas, debido a la formacién de enlaces coordinados con las cadenas laterales
de los aminoacidos causando alteraciones en la estructura, secuencia y conformaciéon de la
proteina(88). De forma similar se han reportado mecanismos celulares que incluyen la
modificacién en la estructura de la membrana, interferencia con el flujo de iones cloruro
asociada a inflamacién y la inhibicién en la conservacidn de energia al interferir en la accién de

la ATP sintasa (88).

Compuestos de Organoestafio (IV) han presentado mayor actividad antitumoral cuando tienen
como sustituyentes grupos butilo y han sido menos activos cuando los sustituyentes son fenilo

(66). La actividad antitumoral también se ve afectada si en las posiciones de coordinacion se
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encuentran oxigenos, estos atomos son capaces de formar grupos hidroxilo u éxidos que al
someterse a una hidrolisis resultan en moléculas con mejor potencial antitumoral(86,87). La
lipofilicidad es un factor a consideracion, ya que, dependiendo de la longitud de la cadena
hidrocarbonada de los ligandos, la actividad antitumoral y citot6xica puede variar. La presencia
de heteroatomos como N, O o S en el ligando desempefian un papel importante en la geometria

y por lo tanto, afectan la actividad biol6gica de estos complejos (67,85).
Ferroceno

El Ferroceno (ciclopenta-1,3-dieno; hierro (1I); Fe(CsHs)2 fue descubierto a mediados del siglo
XX por Kealy y Pauson, es un metaloceno que consta de dos anillos de ciclopentadienilo unidos
a lados opuestos del atomo central de hierro(89,90). Esta molécula es estable en medios
acuosos y aerdbicos, tiene propiedades redox y electroquimicas favorables para ser usadas
como sondas en reacciones de 6xido reduccion, adicionalmente puede adoptar conformacion
escalonada o eclipsada (91,92). El &tomo de hierro tiene la estructura electrénica de [Ar] 3d64s2,
posee reactividad como un electréfilo super-aromdtico y tiene una oxidaciéon reversible

alrededor de +0.4 V contra SCE30

El Ferroceno no sustituido, es inactivo e insoluble en agua, mientras que los Ferrocenos
sustituidos en el interior de la célula tumoral pueden modificar su estado de oxidacién 2+

(Ferroceno) al estado de oxidacién 3+ (iones ferrocenio). (93-96)

Figura 7. Estructura del ferroceno

Actividad biolégica de los compuestos de ferroceno

Aunque el mecanismo de accidn citotoxica no se conoce, el ferroceno presenta una estructura
que podria explicar su actividad farmacolégica: (i) tiene capacidad de intercalarse entre los
pares bases del ADN. (ii)Su oxidacién a ferrocenio ocurre con facilidad, dando asi una

interaccion mayor con los grupos fosfatos del ADN,(iii) su potencial eléctrico induce la
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formacidn de especies reactivas (ROS) como radicales OHe que pueden reaccionar con el ADN.

(95,97,98)

El ferroceno es una molécula no téxica que puede derivatizarse, funcionalizarse u oxidarse
facilmente a sales de ferrocenio. La actividad citotéxica de las sales de ferrocenio ha sido el
punto de partida para el desarrollo de nuevos derivados anticancerigenos. Compuestos que
contienen Fc han exhibido actividad citot6xica, antitumoral, antipalidica, antifingica y algunos
tienen capacidad de cortar el ADN(99). Se ha descrito que la incorporacién del ferroceno a
farmacos como antibiéticos, analgésicos, antimalaricos y anticancerigenos modificaron su
actividad bioldgica, como en el caso del tamoxifeno, penicilina, cefalosporina biotina, pirazoles,
0 péptidos.(93-96). Ferroceno conjugado con tamoxifeno, cloroquina, esteroides o
antiandrogenos no esteroideos, han presentado mayor actividad citotéxica y antibacteriana

que el farmaco libre.

Estudios de biocompatibilidad muestran que el ferroceno es parcialmente selectivo, ya que
presenta baja actividad citotoxica en células normales. Estudios in vivo en modelo murino han
demostrado efecto en el tratamiento de infecciones ocasionadas por S. aureus o P. aeruginosa.
(97,100)

Ferroceno conjugado con aminodcidos

La actividad biolodgica de los derivados de ferroceno se ha visto influenciada por la sustitucién
del anillo. El ferroceno ha sido modificado en uno o en ambos anillos, con el objetivo de mejorar
su reactividad, modificar sus propiedades fisicoquimicas para usarse como agente reactivo y/o
catalizador, entre las modificaciones mas comunes son las mostradas en la figura 8, estos
derivados han sido utilizados como moléculas precursoras para obtener compuestos
organometalicos mas complejos como los POMs que contiene ferroceno (POM-Fc) (16,101-

103).

OH
Fe Fe Fe
=Y oy e

i ii iii

Figura 8. Derivados de Ferroceno usados en la funcionalizacién de aminoacidos y péptidos
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El acido ferroceno carboxilico monosustituido (i) y disustituido (iii) al igual que el
aminoferroceno (ii) son los derivados de ferroceno mas frecuentemente empleados para
funcionalizar péptidos y aminodcidos, la estrategia mas empleada es la formacién de enlaces
amida entre el grupo carboxilo del ferroceno previamente activado y el grupo a-amino del
aminodcido, esta reaccion se da en condiciones suaves a TA. Existen multiples estrategias, para
activar el grupo carboxilico de (i) y (iii): (a) transformacion en cloruro de acilo con cloruro de
oxalilo o cloruro de tionilo, (b) transformacién del acido carboxilico en el éster de succinimida
o benzotriazol usando carbodiimidas (DIC, DCC o EDC ) junto con N-hidroxisuccinimida (HOSu)
0 HOBt, (c) activacion del acido carboxilico in situ por sales de uranio (HBTU, HATU o TBTU) o
fosfonio (BOP) en presencia de una base terciaria como EtzN. Se recomienda el dltimo método
de activacion, ya que es un procedimiento rapido, de un solo paso y los productos secundarios

se pueden eliminar facilmente(16,101-103).

A la fecha se han sintetizado gran variedad de conjugados de ferrocenil-aminoacido utilizando
gran diversidad de estrategias sintéticas, entre las mas comunes las descritas anteriormente.
Conjugados con Ser, Tyr o Thr, se han preparado por sintesis en solucién usando
EDC/HOBt(104). Ademas, Compuestos monosustituidos fueron preparados a partir de
clorocarbonil-ferroceno con diferentes aminoacidos (His-OMe, Met-OMe, Trp-OMe o Pro-OMe),
posteriormente estos compuestos fueron conjugados con Oro (Au). Estos ligandos de
ferrocenilo unidos a Au (I) exhibieron efecto citotoxico contra las lineas celulares de cancer
humano HeLa, MCF-7 y N1E-115(105). La quimica click (1,3 ciclo adicién catalizada por cobre)
permite la unién entre un grupo alquino y un grupo azida para formar un anillo de triazol,
también ha sido utilizada para obtener conjugados de ferroceno. Para esto es necesario utilizar
derivados de ferroceno que contengan grupos azida o alquino y aminoacidos modificados que

contengan un grupo alquino o azida. (106,107)
Ferroceno conjugado con péptidos

El primer conjugado de ferroceno-péptido sintetizado fue el dipéptido DL-
ferrocenilfenilalanina (Fc-Phe-Ala). La conjugacion de ferroceno con péptidos es de gran
interés, porque estos POMs adoptan estructuras secundarias que podrian estar relacionadas
con diferentes propiedades bioldgicas. La capacidad de formar estructuras secundarias tipo
hoja beta y el autoensamblaje de estos conjugados pueden formar complejos supramoleculares

con actividad citotdxica y antibacteriana(96,101,108-112).
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Los POMs se han sintetizado mediante la metodologia de sintesis de solucién convencional
utilizando el método estandar de carbodiimidas con EDC/HOBt (113-115)/(116). Mediante
SPPS, se han obtenido péptidos de diferente longitud utilizando las estrategias Boc/Bzl o
Fmoc/tBu. Los péptidos funcionalizados con ferroceno Fc-Ahx-SPINNTKPHEAR, Ac-C-Ahx-Fc-
KSPINNTKPHEAR y  Ac-C-Ahx-KSPINNTKPHEAR-Fc-K que contienen secuencias
inmunogénicas de la proteina L1 del VPH fueron sintetizados por SPPS-Fmoc/tBu utilizando
DCC/HOBt(117).Péptidos con oligoargininas fueron conjugados con ferroceno mediante las
estrategias (i) SPPS-Fmoc/tBu, resina Rink amide y la mezcla DIC/HOBt y (ii) SPPS-Boc/Bz],
resina MBHA y BOP/HOBt/DIPEA. Estos POMs presentaron actividad citotéxica contra la linea
celular de leucemia humana (ATCC CC-L240) con ICsg entre 10-100 mM, ademas se establecié
que la incorporacién del ferroceno-CH=CH-CO en la secuencia mejoré la actividad citotoxica.
Con resultados similares, Ardila 2019 evalu6 la actividad antibacteriana de los péptidos Fc-
WRWRW, Fc-RWRWR, Fc-RWQWRWQWR, Fc-RLLR y Fc-RLLRRLR en cepas de E. coli, S. aureus
y P. aeruginosa, encontrando que la incorporacion del ferroceno en el extremo N-terminal de la

secuencia mejord significativamente la actividad antibacteriana(118).
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Planteamiento del problema

Estudios han demostrado que los péptidos sintéticos pueden ser candidatos para el desarrollo
de alternativas terapéuticas para diferentes enfermedades, incluyendo el cancer. Los péptidos
empleados como farmacos destacan por su baja toxicidad, alta especificidad y bajo costo.
También tienen ciertas limitaciones desde el punto de vista farmacolégico, que presentan
susceptibilidad a degradacién enzimatica, que conlleva a disminucién en la biodisponibilidad
del firmaco y una mayor velocidad de eliminacion, ademas de estar sujetos a la generacién de

respuestas inmunoldgicas.

Por ello se han buscado diferentes estrategias sintéticas que permitan obtener péptidos con
mejor perfil bioldgico, se destacan la polivalencia y la incorporaciéon de motivos no naturales,
estas modificaciones tienen como proposito incrementar la estabilidad fisicoquimica y
potenciar la actividad. El grupo de investigacién de Sintesis y Aplicacién de Moléculas
Peptidicas (SAMP) en los ultimos afios ha trabajado en el disefio, sintesis y evaluacion de la

actividad antibacteriana y anticancerigena de péptidos modificados derivados de la LfcinB.

El péptido LfcinB (21-25)pa, con secuencia RWQWRWQWR, ha presentado actividad
antibacteriana, antifingica y citotéxica en diferentes lineas celulares de cancer. Rodriguez en
2018 estableci6 que este péptido present6 actividad anticancerigena selectiva in vitro, ya que
en lineas celulares de cancer de mama present6 actividad, mientras que, en lineas celulares
derivadas de fibroblastos normales, no presenté actividad citotéxica significativa.
Adicionalmente se observo que cuando este péptido fue presentado como dimero, su actividad
citotoxica se potencié (Ver Figura 9). Barragdn en 2020 determiné que la actividad
anticancerigena del péptido LfcinB (21-25)pa y de sus péptidos analogos (scan de alaninas)
contra diferentes lineas celulares derivadas de cancer de mama fue significativa, selectiva y
rapida. Estableci6 que el efecto citotéxico del péptido palindromo depende de todos los
aminoacidos de la secuencia por lo que esta directamente relacionada con la estructura
primaria, ya que el cambio de cualquier aminodcido disminuia la actividad. También se

evidencié que el efecto citotdxico del péptido esta mediado por apoptosis principalmente.
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Figura 9. Efecto citotoxico del péptido LfcinB(21-25)pa (azul) y su dimero LfcinB(21-25)pa12
(verde) contra las lineas HTB132 y PC 201-012. En la grafica de la derecha se observa el eje Y
que corresponde al porcentaje de viabilidad celular de cada linea celular en presencia de
diferentes concentraciones de péptido (0-200 pg/mL). La linea celular derivada de cancer de
mama HTB132 y la linea celular derivada de fibroblastos normales PC 201-012

Por su perfil bioldgico este péptido es de interés terapéutico, en busca de potenciar su actividad
se ha explorado su conjugacion con acido 6-aminohexanoico y la incorporaciéon de motivos
organometalicos. Péptidos conjugados y POMs obtenidos previamente en el grupo han
presentaron algunas dificultades sintéticas, reflejadas en rendimientos de sintesis, estrategias
de purificacién y caracterizacion. Lara en 2018, determiné que las secuencias derivadas de la
proteina L1 de la capside del virus del papiloma humano funcionalizadas con ferroceno Ac-C-
Ahx-(Fc)KSPINNTKPHEAR) y (Ac-C-Ahx-SPINNTKPHEAR(Fc)K), presentaban inestabilidades
después del proceso de liofilizacion. El autor sugiere la degradacién de los POMs, con base en
los resultados de los perfiles cromatograficos (la aparicién de multiples especies). En trabajos
posteriores también se observé alta variabilidad en los procesos de sintesis, obteniendo POMs
con bajas purezas y/o rendimientos, en algunas ocasiones no fue posible obtener el producto
esperado. Lo anterior increment6 el consumo de solventes y reactivos, haciendo los procesos
sintéticos y de purificacion dispendiosos. Por ello es importante establecer diferentes
estrategias que lleven a obtener POMs mediante sintesis mas rapidas, robustas y eficientes. En
el caso de los péptidos anclados a ferroceno es importante estandarizar la SPPS-Fmoc/tBu la
cual implica: El proceso de acondicionamiento de la resina, la estrategia de acople de
aminoacidos y de (i), reacciones de desprotecciéon del grupo alfa amino de los Fmoc-
aminoacidos, la desproteccidon de las cadenas laterales y la separacion del POM del soporte

s6lido, la purificacién y la caracterizacidn del producto final.
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En el caso de los péptidos conjugados con organoestafio IV, Ardila en 2019 determiné que para
la sintesis del POM ([Sn]-Ahx-RRWQWR) mediante SPPS Fmoc/tBu, la sintesis ocurrié en forma
normal lograndose incorporar cada uno de los aminoacidos y el complejo de organoestafio IV.
Sin embargo, durante el proceso de desanclaje se pudo establecer que se el compuesto de
Estafio IV se hidrolizd, no pudiéndose obtener el POM lo cual se determiné por espectrometria

de masas MALDI-TOF (Ver Figura 10).
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Figura 10. (Arriba), Péptido Sn-Ahx-RRWQWR anclado a la resina, la incorporacién del compuesto de
organoestafio IV fue monitoreada por el test de kdiser. Luego de la reaccién de desanclaje del POM de la
resina se obtuvo una especie con masa de 1196,76 que corresponde al POM menos 407 unidades de
masa (Abajo) indicando que el compuesto de organoestafio IV se hidrolizo.
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Para la funcionalizacién de péptidos con organoestafio (IV), se propone como estrategia
obtener de manera eficiente las moléculas precursoras, complejos de aminoacido-
organoestafio (IV), que luego puedan ser incorporadas mediante la quimica click al péptido
previamente sintetizado, sin tener que utilizar medios de reaccién acidos y asi evitar la

hidrolisis del compuesto organoestafio (IV).

Pregunta de investigacion

(Es viable sintéticamente en cuanto a facilidad de sintesis, rendimientos y pureza:
i) obtener complejos Estafio IV- aminoacido polar y ii) obtener péptidos

conjugados con ferroceno?
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Objetivos

Objetivo General:

Optimizar e implementar la ruta sintética para la obtencién de conjugados organometalicos
de: (i) estano IV-aminoacido y (ii) péptidos derivados de la secuencia RWQWRWQWR

funcionalizados con ferroceno.

Objetivos Especificos

Sintetizar y caracterizar bloques tipo organoestafio IV utilizando L o D aminoacidos.

Obtener los péptidos monoméricos RWQWRWQWR, Ahx-RWQWRWQWR y Fc-Ahx-
RWQWRWQWR.

Obtener los péptidos diméricos (RWQWRWQWR);-K-Ahx, (Ahx-RWQWRWQWR)2-K-Ahx y
(Fc- Ahx-RWQWRWQWR),-K-Ahx
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2.Capitulo 1. Sintesis de Complejos de
organoestano (IV) base de Schiff

2.1 Metodologia

En esta parte del trabajo se exploro la obtencién de compuestos de estafio que pueden ser
evaluados como moléculas anticancerigenas y/o utilizados como precursores para obtener
sistemas funcionalizados de organoestafio IV que puedan ser incorporados a cadenas

peptidicas.

Metodologia general para la obtencion de las bases de Schiff Organoestafio

IV.

En trabajos previos se ha reportado la sintesis de compuestos de organoestafio (IV) de
similar naturaleza, donde las estrategias mas usadas son: (I) Obtener la base de Schiff y
luego esta base se hace reaccionar con el 6xido de estafio para formar el complejo
organometalico, y (II) Obtener el complejo de organoestaio IV mediante la reaccién de un
solo paso (one pot), mezclando simultdneamente todos los reactivos, en esta estrategia a
medida que se forma la base de Schiff esta reacciona con el 6xido de estafio para formar el
complejo (66). La sintesis de los compuestos organoestafio (IV)(1) al (8) se realiz6 a través
la reaccion en Unico paso, estrategia (II) (Figura 11, Tabla 2 y 3). Los aminodacidos en forma
de clorhidrato fueron tratados con carbonato de sodio (1:1 equiv) con fin de neutralizar y

obtener el aminoacido con el grupo amino.

Para establecer las condiciones dptimas para la obtencién de los compuestos de
organoestafio (IV) se utiliz6 como modelo la formacién de (1) a partir de L-Lys-OH,

utilizando 6xido de dibutilestafio (IV). A continuacion, se presenta el proceso que se siguio
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y las estrategias utilizadas para la obtencién del compuesto de organoestafio (IV) y el

proceso de purificacién.
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Figura 11. Esquema de la obtenciéon de los compuestos de organoestafio (IV). Las reacciones se
realizaron con salicilaldehido y i) L-lisina y oxido de dibutilestafio, ii) L-cisteina y dibutilestafio iii) L-
acido aspartico y dibutil estafio, iv) L-acido aspartico y difenilestafio, V) D-acido aspartico y dibutilestafio,
vi) D-acido aspartico y difenil estafio, vii) L-acido glutamico y dibutilestafio, viii) L-acido glutdmico y
difenil estafo.

=E

Estrategia I. El aminoacido neutralizado disuelto en MeOH fue mezclado con salicilaldehido
(1:1 equiv) y dejado en reflujo por 2h a una temperatura mayor de 90°C, luego que la base
de Schiff se formd, se adicioné el 6xido de dibutilestafio (IV) o 6xido de difenilestafio (IV)
(1 equiv) y lamezcla se dejo en reflujo usando una trampa Dean-Stark a temperatura mayor
de 90°C por 6h o 18h respectivamente. En esta estrategia se utilizaron dos formas de

adicion del aminodacido para la formacion de la base de Schiff, (I-A) en la primera se mezcl6
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toda la solucién del aminoacido con el salicilaldehido y (I-B) la segunda consisti6 en el goteo

de la solucion del aminoacido sobre el salicilaldehido.
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Figura 12.Reaccion entre la L-lys-OH con salicilaldehido para formar la base de Schiff, luego se adiciond
el dibutilestafio (IV), estrategia I. Se observa la formacion del complejo de organoestafio (IV)
monosistituido (1) (producto deseado) y el complejo de organoestafio (IV) disustituido (1b).

Estrategia II. La solucién del aminoacido neutralizado fue mezclada con salicilaldehido y el
6xido de estafio (IV) (1:1:1 equiv) y la mezcla se dejé en reflujo usando una trampa Dean-
Stark a temperatura mayor de 90°C hasta 6h (6xido de dibutilestafio (IV)) o 18h (6xido de
difenilestafio (IV)). Luego la mezcla de la reaccién se dejé en agitacion constante (AC) hasta
que la mezcla de reaccion alcanzé TA, luego la mezcla de reaccion se rotaevapord para

eliminar el disolvente (Ver figura 13).
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Figura 13. Reaccidn entre la L-lys-OH con salicilaldehido y dibutilestafio (IV) por la estrategia II
(reaccién en un solo paso). Se observa la formacion de los complejos de organoestaiio (IV)

monosistituido (1) y disustituido (1b).
Purificacion de los compuestos de Organoestaiio (IV).

Debido a que algunos de los compuestos de organoestafio (IV) obtenidos presentaban
particularidades como labilidad a medios acidos y baja solubilidad en solventes acuosos se

exploraron diferentes estrategias de purificacion:

Método (A). Luego de que la mezcla de reaccion fue sometida a reflujo esta fue enfriada con
AC hasta TA, luego la mezcla fue filtrada para eliminar el 6xido de estafio remanente y el
filtrado fue rotaevaporado hasta reducir el volumen hasta 1-3 mL. Luego la mezcla fue
diluida con DCM y lavada varias veces con soluciéon acuosa de KOH, hasta disminuir
significativamente la intensidad del color de la fase organica. La fase acuosa que contenia
el compuesto de organoestafio (IV), fue almacenada a -20°C hasta congelacion, luego

sometida al proceso de liofilizacidon obteniéndose un so6lido de color rojo.

Método (B). La mezcla de reaccion luego del proceso de reflujo fue enfriada hasta TA y fue
filtrada para retirar el 6xido de estafio remanente, y el sobrenadante soportado sobre celita.

El solido obtenido fue lavado 5 veces con n-hexano y el compuesto de organoestaiio (IV)
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fue extraido de la celita agregando solventes de mayor polaridad como MeOH o acetona.
Finalmente, la soluciéon fue rotaevaporada para eliminar el solvente y el soélido fue

almacenado en un desecador hasta su uso.

2.2 Resultados y Discusion

La obtencion de complejos de organoestafio (IV) fue inicialmente estandarizada utilizando
L-Lys-OH.HCI, L-Lys-OH, butilestafio (IV) y difenilestafio (IV) con el fin de obtener (1). Se
evaluaron diferentes condiciones experimentales como solventes, temperatura, tiempo de
reaccion y la estrategia sintética (Tabla 2). Se pretendia obtener (1) basados en la mayor
reactividad del grupo alfa-amino del aminoacido respecto al grupo amino épsilon de la

cadena lateral, lo que conllevaria a obtener (1) como el producto principal.

Tabla 2. Estrategias sintéticas y condiciones utilizadas para la obtencion de (1)

Cantidad (g)
Experimento| Solvente Condiciones /Rendimiento Resultado/observaciones
(%)
Estrategia II. (i)L-Lys-
Benceno/EtOH O.H - Sa}llcﬂaldehldo, Se obtuvo el compuesto
1 (41 v7v) dibutilestafio (v), 1,06/65 (1b)
' Reflujo por 5h a >90°C ’
Estrategia I-A. (i) L-Lys-
OH/Salicilaldehido, No se obtuvo el producto
2 EtOH Reflujo por 2h a >900C; - debido a la Insolubilidad de
(ii) dibutilestafio (IV), reactivos
Reflujo por 3h a >90°C
Estrategia I-A. (i) L-Lys-
Benceno/EtOH OH/S;hcﬂaldehldo, El producto final se pb_tuvo
3 (41 v/v) Reflujo por 2h a >90¢°C. 0,6 como una mezcla de iminas,
' (ii) dibutilestafio (IV), compuestos (1 + 1b)
Reflujo por 3h a >90°C
Estrategia I-B. (i) L-Lys-
Benceno/EtOH OH.HF}I/Sallcﬂaldehldo, El producto final se pb_tuvo
4 (41 v/v) Reflujo por 2h a >90°C. 0,60 como una mezcla de iminas,
' (ii) dibutilestafio (IV), compuestos (1+1b)
Reflujo por 3h a >90°C.

Se evaluaron cuatro metodologias para la obtencién de (1), tres de ellas corresponden a la
estrategia | (experimentos 2, 3 y4) y una a la estrategia Il (experimento 1), en las cuales se

utilizaron dos medios de reaccion EtOH, Benceno/EtOH (4:1 v/v). Como se puede observar
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cuando se utiliz6 EtOH como solvente (experimento 2) el aminodcido y el salicilaldehido
fueron solubles y se permitio la reaccién para formar la base de Shifft, luego se adiciond el
oxido de dibutilestafio (IV) el cual fue insoluble lo que impido la formacién del complejo de
organoestafio (IV) (1). Cuando se utilizé Benceno/EtOH (4:1 v/v) como solvente y se
adiciond el aminoacido y el salicilaldehido fueron solubles al igual que el 6xido de estafio,
obteniéndose de la mezcla de (1) y (1b) (experimento 3). Basados en la reactividad
diferencial de los grupos alfa y épsilon amino del aminoacido, se adicion6 el aminoacido
por goteo buscando favorecer la formaciéon de (1), sin embargo, el producto mayoritario
obtenido fue (1b). De los experimentos realizados solo el experimento 1, permitié obtener
el compuesto de organoestaiio (IV) (1b), el cual es un compuesto de organoestafio (IV)
disustituido en los dos grupos amino, lo cual no permite la incorporaciéon de un linker,

impidiendo ser usado como precursor para la conjugacién de péptidos.

El complejo de organoestafio (IV) (1b) fue analizado por 'H-Resonancia magnética Nuclear
(RMN), donde se identificaron las sefales correspondientes a los protones de los grupos
funcionales iminas (H-1"y H-1) en 8.3 y 8.5 ppm, los protones aromaticos (H-2, H-3, H-4, H-
5, H-2’, H-3’, H-4’ y H-5’) entre 6.6-7.5 ppm. Mientras que los protones H-6 y 2H-7 se
encuentran en 4.0 y 3.6 ppm respectivamente. Entre 2.0y 1.2 ppm se encuentran las sefiales
correspondientes a los 18 protones de los grupos metileno y en 1.0-0.6 se encuentran las

sefales de los 6 protones de los grupos metilo.
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Figura 14. Espectro 'H-RMN del compuesto organoestafio (IV) (1b). Se observan las sefiales de los
protones de (1b) observandoselos desplazamientos quimicos y la integracion de cada sefial.

En la Figura 15, se observan entre 0.6-2.2 ppm las sefiales de los protones de naturaleza
alifatica que corresponden a los grupos metilos y metilenos. Entre 1.2-2.1 ppm se
encuentran las sefiales correspondientes a los grupos metileno, para estas sefiales se
observan un mayor numero de protones a lo esperado para (1b), esto debido posiblemente
a presencia de trazas de solventes, principalmente n-hexano. Entre 0.8 y 0.92 ppm se
observan dos sefiales triples las cuales cada una integra para tres protones que

corresponde a los grupos metilos (8/9).
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3H-8f9 3H-8/9

PROTOMES DE LOS GRUPOS METILENO

Figura 15.. Ampliacion del espectro tH-RMN del compuesto organoestafio (IV) (1b) entre 2.5-0.5 ppm.

H-6

a5

Figura 16. Ampliacion del espectro 1H-RMN del compuesto organoestafio (IV) (1b) entre 3-4.5 ppm.

En la Figura 16 se observa la sefial para el protéon H-6 en 4,03 ppm que integra para un
protén y con multiplicidad de sefal triple. La sefial en 3.58-ppm es una sefial multiple que
integra para dos protones, que corresponden a dos hidrégenos en la posicion-7 del grupo

metileno.
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H-1/1| | H-1/1'

Figura 17.Ampliacion del espectro 'H-RMN del compuesto organoestafio (IV) (1b) region entre 6-9
ppm.

En la Figura 17, se observa entre 8.30 y 8.25 ppm dos sefiales simples que integran para un
protén cada una que corresponden a los protones H-1y H-1’ de los grupos imino. Entre 6,7-
7,5 ppm se observan las sefiales de los protones correspondientes a los grupos CH de los
dos anillos aromaticos. La multiplicidad y la integraciéon corresponden con la estructura

quimica de (1b)

En la figura 18 se observa el espectro 13C-RMN para (1b), entre 161-174 ppm se observan
las sefiales que corresponden a los 5 carbonos cuaternarios. La sefial del carbono
carbonilico se localiza en 173.67 ppm, entre 117-138 ppm se observan las sefiales de los 8
carbonos de los grupos CH de los anillos aromaticos. Mientras que en 68.76 y 59.14 ppm se
observan las sefiales de los carbonos C-6 y C-7 respectivamente. Entre 21-36 ppm se
encuentran las sefiales correspondientes de los carbonos de los grupos metileno mientras

que entre 13.5-13.6 ppm se encuentra los dos carbonos de los grupos metilo.
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AROMATICOS

METILENOS Y METILOS

CUATERNARIOS

Figura 18.Espectro 13C-RMN del compuesto organoestafio (IV) (1b).

CARBONOS CUATERNARIOS AROMATICOS
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Figura 19. Ampliacién del espectro 13C-RMN del compuesto organoestafio (IV) (1b).

En la figura 19 se observan las 5 sefiales entre 161-173 ppm, corresponden a los carbonos
cuaternarios, lograndose identificar el carbono carbonilico que estara mas desplazado

hacia campo bajo. Estas sefales estan de acuerdo con la estructura de (1b).
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Figura 20.Ampliacion del espectro 13C-RMN del compuesto organoestaiio (IV) (1b).

Entre 137-117 ppm se observan las 8 sefiales de los carbonos de los grupos CH de los

anillos aromaticos de (1b) (Figura 20).

c-7
C-6

Figura 21. Ampliacién del espectro 13C-RMN del compuesto organoestafio (IV) (1b).

En la Figura 21 se observan dos sefiales en 68.76 y 59.14-ppm que corresponden a los
carbonos de los dos grupos imino C-6 y C-7 respectivamente, lo que concuerda con la

estructura quimica de (1b).
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Figura 22. Ampliacion del espectro 13C-RMN del compuesto organoestafio (IV) (1b).

En la figura 22 se observan las sefiales correspondientes a los carbonos de los dos
grupos metilo de (1b).

2922
single pulse non decoupled gated NOE ~0.75

196,82

r T T T
100 50 0 -50 -100
f1 (ppm)

Figura 23. Espectro 119Sn-RMN del compuesto organoestaiio (IV) (1b).

En la figura 23 se observa la sefial en -196.82 ppm caracteristico del atomo de estafo
pentacoordinado con los ligandos butilo y el aminodacido, lo que concuerda con la estructura

quimica de (1b).
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Tabla 3. Resumen de la caracterizaciéon de (1b) por RMN.

Senal Grupo Desplazamiento quimico ppm (Multiplicidad)
6H-8/9 | CHs 0.786 (s), 0.801 (s), 0,816 (s), 0.901 (s), 0.916 (s), 0.930 (s)

18H CH: 1.242 (m), 1.387 (m), 1,525 (m), 1.610 (m), 1.752 (m), 1.912 (m), 2.070 (m)
2H-7 CHz 3.587 (m)

H-6 CH 4.033 (1)

2H-2/2" | CH (ar) 7.213-7.194 (d), 7.157-7.133 (d)

2H-3/3’ | CH (ar) 7.414 (1), 7.280 (1)

2H-4/4" | CH (ar) 6.849 (1), 6.711 (1)

2H-5/5" | CH (ar) 6.924-6.907 (d), 6.787-6.770 (d)

2H-1/1’ | CH Imina 8.306 (s),8.251 (s)

5C Cuaternario | 173.679 (C=0),172.198, 169.555, 166.147,161.198

8C CH (ar) 137.958,135.635,132.274,1313.305, 122.697,118.761,117.396, 117.050
C-6 CH 68.760

C-7 CHz 59.149

9C CH: 36.120, 30.443, 27.066, 26.978, 26.768, 26.626, 22.865, 22.423, 21.769

2C CHs 13.690, 13.584

Sn Sn (IV) 196.82

El andlisis de (1b) por espectrometria de masas ES- API muestra una sefial en 587.2 m/z,
que corresponden al i6n [M+H]*, el cual corresponde a la masa esperada para (1b),
confirmando los resultados obtenidos en los experimentos de RMN. A partir de (1b) se

intent6 obtener (1) mediante hidrolisis acida, sin embargo, no fue posible debido a que el

complejo de estanio también fue 1abil, hidrolizando el complejo pentacoordinado.

i T AT A AR TILANT R T8 TID r-aPn. Fou, . Tiag. 5

% P & &= = ey

Figura 24. Espectro de masas ES-API del compuesto (1b)

El compuesto (1b) fue cristalizado en solucion de EtOH/benceno y se caracterizé por
difraccion de rayos X, los datos se encuentran en la tabla 4.
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Figura 25. Estructura compuesto (1b)

Tabla 4.Datos difraccion de rayos X del compuesto 1b

Propiedad 1b
Formula quimica C28H38N204Sn
Peso molecular 547.16
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial C2/c
a(d) 26.097(3)
b (A) 10.7720(11)
c(d) 21.360(2)
a(9) 90.0
b (°) 106.015(3)
c( 90.0
Temperatura (K) 296(2
Volumen (A)3 5771.6(10)
Z 8
Tamafio del cristal 0.15x0.11x0.09
Intervalo & (°) 2.35a27.21
-35<h<35
Indices -14<k<14
-29<1<27
Reflexiones 7926
Reflexiones unicas (Rint) 3191
Datos/Restricciones/Pardmetros 7825 /0 /460
indices R todos los datos R1=0.1724
wR2 =0.0603

Los analisis por difraccion de Rayos X muestran que el atomo de estafio esta
pentacoordinado, el nitrégeno coordina al &tomo de estafio con longitud de 2.145(4) 4, la
unién de N-C de la base de Schiff se compone por dobles enlaces, los resultados también
arrojan que los angulos de enlace 0O-Sn-0 son de 157.31 grados y para los Bu-Sn-Bu son de

134.5 grados (tabla 5). La disposicion de los atomos, su coordinacion y geometria estan
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conforme a los reportados en la literatura para complejos de organoestao [V derivados de

aminodcidos y salicilaldehido. (64,66,67)

Tabla 5. Longitudes de los enlaces de los atomos selectos y Angulos de enlace del compuesto 1b

Longitud de enlace Angulos de enlace

Atomos A Atomos Angulo
Sn1 N5 2.145(4) N5 Sn1 03 74.80(15)
Snl 03 2.169(4) 05 Sn1 N5 82.61(14)
Snl 05 2.097(4) 05 Sn1 03 157.31(14)
SnlC17 2.128(8) 05 Sn1 C17 96.9(3)
Sn1C19 2.113(7) 05 Sn1 C19 94.9(2)
N5 C22 1.270(6) C17 Sn1 N5 109.6(3)
N5 C1 1.488(6) C17 Sn1 03 92.7(3)
02 C24 1.336(7) C19 Sn1 N5 115.4(3)
03C23 1.295(7) C19 Sn1 03 92.9(2)
04 C23 1.200(7) C19 Sn1 C17 134.5(3)
05 C16 1.312(6) C22 N5 Snl 125.2(3)
C3 N6 1.482(9) C1 N5 Snl 115.9(3)
N6 C5 1.258(8)

Obtencion de los complejos de organoestafio (IV) (2) a (7).

Los complejos de organoestafio (IV) fueron obtenidos de acuerdo con las condiciones
relacionadas en la tabla 5. Los compuestos de organoestaiio (IV) funcionalizados con los
aminoacidos D o L-Aspartico y L-Glutdmico fueron obtenidos utilizando el 6xido de
dibutilestafio (IV) o el 6xido de difenilestafio (IV) como ligandos. Estos compuestos fueron
caracterizados por FTIR (tabla 6), ya que fueron analizados sin purificar, se buscé correlacionar
las sefiales en IR caracteristicas al compuesto formado. Siendo las sefiales mas relevantes
aquellas que involucraban la formacién de la imina proveniente de la formacién de la base de
Schiff (sefial comprendida entre 1670-1615 cm-1), adicionalmente se observaron las sefiales
aromaticas en los compuestos coordinados con difenilestafio (3100-3000cm-1) y de manera
analoga las sefales de los alcanos procedentes de la coordinacién con oxido de dibutilestafio
(2900-2980 cm1), posteriormente se realizd espectrometria de masas, encontrando sefiales

corresponden al ion [M+H]* esperado de cada molécula (anexo 2).
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Tabla 6. Caracterizacién IR de los compuestos 3-7

FT-IR, Seiial cm'1/ compuesto
Grupo funcional 3 4 5 6 7
Imina 1654 1616 1616 1654 1627
C=0 --- 1800
CH:z 1462 1446 1427 1427 1420
Aromaticos -- 3040 3020
Cetonas 1735 1735 -- ----
CHs 2958 2958 - - 2927
O-H 3425 3421 3406 3421 3421

Los compuestos (3), (4) y (7), fueron obtenidos bajo condiciones las experimentales
utilizadas para el compuesto 1b: Los compuestos fueron caracterizados por RMN 1H, (ver
el anexo 1) IR y ES-API. Estos compuestos fueron almacenados a TA en un desecador hasta

realizar la purificacidn.

Para la sintesis de los compuestos 5, 6 y 8 fue necesario modificar la metodologia debido a
la baja solubilidad del 6xido de difenilestafio, se cambi6 el sistema de solventes para lograr
la disolucién completa de todos los reactivos y fue necesario utilizar mayores temperaturas
para hacer el reflujo (tabla 7). Estas reacciones fueron monitoreadas mediante TLC y
observadas a una longitud de onda de 365 nm, se observo que las reacciones requirieron
mayor tiempo. En la figura 25 muestra la mezcla de reaccién para la obtencién de (3), la
coloracién azul indica la formacién del complejo, la figura 25a muestra la placa TLC a
tiempo de reaccion Oh en la que se observan los reactivos de partida, punto S
correspondiente a salicilaldehido y A al aminoacido acido aspartico, la figura C corresponde

es una placa TLC a tiempo final 18h donde se observa la formacion de los productos.
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Tabla 7.Compuestos de organoestafio (IV) sintetizados por la estrategia II.

Rendimiento EM, m/z
Compuesto Condiciones Aspecto
(%) [M+H]*

(i)L-Lys-OH, Salicilaldehido, dibutilestafio (IV), Benceno/EtOH

(1b) 72 587,2 585,3 Sé6lido amarillo oscuro
(4:1 v/v), Reflujo por 5h a >90°C
(i)L-Cys-OH/Salicilaldehido, dibutilestafio (IV), Benceno/EtOH

) - - 457,1 Sélido Marrén
(4:1 v/v), Reflujo por 8h a >90°C
(i)L-Asp-OH/Salicilaldehido, dibutilestafio (IV), Benceno/EtOH

3) 71 470,0 Sélido Naranja
(4:1 v/v), Reflujo por 8h a >90°C

468,1

(i)D-Asp-OH/Salicilaldehido, dibutilestafio (IV), Benceno/EtOH

@ 52 469,8 Sélido Naranja
(4:1 v/v), Reflujo por 8h a >90°C
(i)L-Asp-OH/Salicilaldehido, difenilestafio (IV), Tolueno/MeOH

(5) 84 510,0 Sélido Blanco hueso
(5:1 v/v), Reflujo por 18h a >90°C 4:1

508,0

(i)D-Asp-OH/Salicilaldehido, difenilestafio (IV), Tolueno/MeOH

(6) 43 509,6 Sélido Blanco hueso
(5:1 v/v), Reflujo por 18h a >90°C 4:1
i)L-Glu-OH/Salicilaldehido, dibutilestafio (IV), Benceno/MeOH

(7) 82 484,1 482,2 Solido blanco
(4:1 v/v), Reflujo por 8h a>90°C 4:1
i)L-Glu-OH/Salicilaldehido, difenilestafio (IV), Tolueno/MeOH

(8) 76 522,0 522,1 Sélido amarillo

(5:1 v/v), Reflujo por 18h a >90°C 4:1
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Figura 26. Monitoreo de la reaccion para el complejo de organoestafio IV (3) A) TLC reactivos de partida
Tiempo cero B) Mezcla de reaccién fluorescente después de 18h de reaccién indicando la formacién del
compuesto C). Mezcla de reaccién dos productos y un producto con baja migraciéon y TLC tiempo 8h C.

Para el compuesto (2), se obtuvo un so6lido marrén que corresponde a compuesto
pentacoordinado segun el espectro RMN 119Sn, sin embargo, no se pudo asignar las sefiales
del espectro de 'H RMN, y el andlisis por espectrometria de masas no se observo el i6n

[M+H]* esperado. Sugiriendo que no fue posible obtener el compuesto (2)

Purificacién de los compuestos de Organoestaiio IV

La purificacion de estos complejos de organoestaio (IV), fue realizada en forma similar a la
descrita para (1b), sin embargo, se observé que la mayoria de los complejos de
organoestafio (IV) se adsorbieron irreversiblemente a la celita, luego se utilizé silice
observandose el mismo fen6meno y por ultimo se intenté con alimina en la cual los
complejos de organoestafio (IV) también se adsorbieron irreversiblemente. Lo anterior se
puede explicar, teniendo en cuenta que (1b) es un compuesto de organoestafio disustituido
por lo que no tiene grupos polares reactivos libres que interactiien electroestaticamente
con los sitios polares de la celita, silice o alumina. Mientras que los compuestos de
organoestafio (IV) monosustituidos (3) al (8) poseen grupos polares reactivos de las
cadenas laterales de los aminoacidos empleados (Asp y Glu) que interactiian fuerte e
irreversiblemente con los grupos polares de la celita (grupos aluminato), silice (grupos

silanol) o alimina (grupos hidroxilo). Debido a esta situacién se disefi6 una metodologia
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alterna basada en la solubilidad y afinidad del salicilaldehido y el compuesto de
organoestafio (IV) en medios acuosos y solventes organicos. Para esto el compuesto de
organoestafio IV fue disuelto en DCM, se realizé una extraccion liquido-liquido con una
solucién acuosa de KOH pH=10. La extraccion liquido-liquido, permitié extraer el
compuesto organometalico, asegurando la desprotonacion del grupo carboxilo de la cadena
lateral de los aminoacidos, haciendo el complejo méas polar e incrementando su solubilidad
en el medio acuoso. El salicilaldehido es el mayor contaminante en la mezcla de reaccion, el
cual tiene afinidad por el medio organico Se requirieron de 5 a 7 extracciones con la
solucién acuosa para retirar completamente el organoestafio IV de la fase organica. La
purificacién fue monitoreada por TLC, visualizaciéon en camara UV a 254 y 365 nm y se

realizaron analisis por cromatografia RP-HPLC.
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Figura 27. Perfil cromatografico de la fraccién acuosa después de la extraccién liquido-liquido del

compuesto (3) con Tr= 3.5 min.

Luego la solucién acuosa conteniendo el complejo de organoestafio (IV) fue congelada a -
20°Cy liofilizada obteniéndose el sélido. El compuesto liofilizado es obtenido en forma de
sal, sin embargo, para las posteriores reacciones no fue necesario neutralizarlo. El analisis

cromatografico se realizé disolviendo el compuesto en la fase movil (TFA al 0,05% en agua).
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En el caso de las reacciones en las que se utilizo tolueno en el medio de reaccion, se observo
que en el proceso de rotaevaporacion, el tolueno arrastroé el salicilaldehido, facilitando el
proceso de purificacion. Luego del proceso de purificacién los compuestos de organoestano

(IV) obtenidos fueron almacenados en la oscuridad y en desecador.

Figura 28. Muestra del sé6lido obtenido para el compuesto (5)

Resumen capitulo I

e Se evaluaron diferentes rutas sintéticas para la obtencion de conjugados
organometalicos de estafio IV conjugados con L- Lisina, L-cisteina, L y D- Acido
Aspartico y L Acido glutamico.

e Se evidencio que la reaccidn en un solo paso fue la estrategia 6ptima para obtener
los complejos de organoestafio [V

e Se establecieron dos estrategias para la purificacion para los compuestos de
organoestafio [V, obteniéndolos con altas purezas.

e Se obtuvieron y caracterizaron 7 complejos organoestafio IV. Siendo 4 de estos no
reportados en la literatura consultada al momento de redactar este documento



63

e Los resultados obtenidos muestran que fue posible disefiar e implementar las
metodologias de sintesis y purificacién de complejos Estafio V- aminoacido polar,
lo que nos permiti6 contestar la primera parte de la pregunta de investigacion: ;Es
viable sintéticamente en cuanto a facilidad de sintesis, rendimientos y pureza: i)
obtener complejos Estafio IV- aminoacido polar?

e Los resultados obtenidos en este capitulo dan cumplimiento al primer objetivo
especifico: Sintetizar y caracterizar bloques tipo organoestafio IV utilizando L o D
aminoacidos.

Conclusion:

Es viable sintéticamente en cuanto a facilidad de sintesis, rendimientos y pureza obtener
conjugados organometalicos de estafio IV utilizando los aminodacidos L- Lisina, L-cisteina,
Ly D- Acido Aspartico y L Acido glutamico y los 6xidos de dibutilestafio o difenilestafio,
mediante la reaccion en un solo paso via la formacion de la base de Schiff.
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3.Capitulo II. Péptidos Organometalicos con
Ferroceno.

3.1 Metodologia

3.2 Obtencion de péptidos y péptidos organometalicos

Sintesis de los péptidos. A través de la SPPS usando la estrategia Fmoc/tBu se obtuvieron los
péptidos y POMs derivados de la LfcinB, siguiendo la metodologia implementada en el
laboratorio del grupo de investigacién SAMP. El proceso general se dividio6 en las etapas que se

describen a continuacién (Figura 29):

Adecuacion de la resina y remocion del grupo Fmoc para la desproteccion del grupo alfa
amino. La resina Rink Amide (100 mg; 0,46 meq/g) fue hinchada por tratamiento con DMF por
8 h, con AC a TA. La eliminacién del grupo Fmoc se realizé tratando la resina o resina-péptido
con 4-metilpiperidina al 2,5% en DMF por 15 min a TA (3 x 1 min). Luego la solucién fue
eliminada por filtracién y la resina o resina-péptido fue lavada con DMF (6x1 min) y DCM (3x1

min). Luego se realizd el monitoreo de la reaccién mediante el test de Kaiser.

Reaccion de activacion de los Fmoc-aminoacidos y acople del aminoacido a la resina. La
preactivacion se realizé mezclando Fmoc-aminoacido/DCC/6-CI-HOBt (1:1:1 equiv; 5 excesos
respecto alos mEq de resina) en DMF con AC a TA. Luego la mezcla de reaccion fue adicionada
alaresina o resina-péptido y se dejé en reaccion por 4+/- 1 h con AC a TA. La solucién de acople
se retiré mediante filtracion y la resina-péptido fue lavada con DMF (3x1 min) y DCM (3x1 min).
Luego se realiz6 el monitoreo de la reacciéon mediante el test de Kaiser. Si la prueba fue positiva
(coloracion azul) se repite el procedimiento descrito anteriormente para el acople de los

aminoacidos hasta prueba negativa del test de Kaiser (coloracién amarilla).
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Reaccion de monitoreo o test de Kaiser. Para realizar el test de Kaiser se prepararon las
siguientes soluciones: (S1): 40 g de Fenol disueltos en 10 mL de etanol absoluto (EtOH).
(S2): 65 mg de KCN disueltos en 100 mL de agua. (S3): 1 mL de S2 fue diluido con piridina
hasta 50 mL. (S4): Se mezcl6 S1y S3 (1:10 v/v) (S5): 1,25 g de ninhidrina disueltos en 25
mL de EtOH. Para realizar la prueba, se tom6 una fracciéon de la resina-péptido seca
(aproximadamente 1-3 mg) y se adiciono las soluciones S4 y S5 (2:1; v/v), se mezclo y se

calenté a 962C por 5 min, y se observo la coloracidn.

Reaccion de remocion de las cadenas laterales y desanclaje del péptido del soporte
solido. La reaccion de desproteccidn de las cadenas laterales y separacion del péptido de
la resina se realiz6 tratando la resina-péptido seca con el coctel de clivaje que contenia
TFA/agua/TIS/EDT (93/2/2.5/2.5 v/v) por 8-18 h con AC a TA. El péptido crudo se obtuvo
por precipitacion con éter etilico frio, luego el péptido crudo fue lavado con éter etilico y
centrifugado por 5 min a 3000 rpm y el sobrenadante descartado (5x). Finalmente, el s6lido

obtenido se dej6 a TA hasta sequedad.

Incorporacion del acido ferroceno Carboxilico. La sintesis de los péptidos
funcionalizados con ferroceno se llevd a cabo por SPPS usando la estrategia Fmoc/tBu,
como fue descrito anteriormente. Para la funcionalizacion de los péptidos con ferroceno, el
acido ferroceno carboxilico (Fc-COOH) fue incorporado en el extremo N-terminal de la
cadena peptidica. Para determinar las condiciones 6ptimas de la incorporaciéon del Fc-

COOH ala cadena peptidica se evaluaron las siguientes estrategias de acople:

i. Método de las carbodiimidas. La incorporacién del Fc-COOH a la cadena peptidica se
realizé en concordancia con (119) con algunas modificaciones. (a) El Fc-COOH y DCC, (1:1;
3 excesos respecto a los mEq de resina) fueron disueltos en DMF, y la mezcla de reaccién
se dejé en AC a TA por 15 min. Después, la mezcla de reaccion se adiciond a la resina-
péptido y se dejo en reaccion por 4 h con AC a TA. Luego se eliminé la mezcla de reaccién
por filtracion y se realizaron varios lavados con DMF (3x 1 min) y DCM (3x 1 min). Luego
la reaccion se monitore6 mediante el test de Kaiser, en el caso donde la prueba fuese
positiva, se procedia a repetir el procedimiento descrito. (b) El Fc-COOH y DIC, (1:1; 3

excesos respecto a los mEq de resina) fueron disueltos en DMF, y la mezcla de reaccion se
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dejé en AC a TA por 15 min. Después, la mezcla de reaccion se adicion6 a la resina-péptido
y se dejé en reaccion por 4 h con AC a TA. Luego se elimin6 la mezcla de reaccién por
filtracion y se realizaron lavados con DMF (3x 1 min) y DCM (3x 1 min). Luego la reaccion
se monitored mediante el test de Kaiser, si la prueba fue positiva entonces se repitio el

procedimiento descrito.

ii. Método de las sales de Uronio. La incorporacion del Fc-COOH a la cadena peptidica se
realiz6 de acuerdo con la referencia (118)con algunas modificaciones. El Fc-COOH y TBTU
(3 excesos respecto a los mEq de resina) fueron disueltos en DMF y la mezcla de reaccion
fue puesta en ACy TA por 5 min. Luego se adicion6 DIPEA (9 excesos respecto alos mEq de
resina) y se dejo en AC a TA por 10 min. Luego la mezcla de reaccion fue adicionada a la
resina-péptido y se dejo por 4h en AC a TA. Después, se eliminé la mezcla de reaccién por
filtracion y se hicieron varios lavados con DMF (3x 1 min) y DCM (3x 1 min). Una vez
finalizado, la reaccion se monitore6 mediante el test de Kaiser, si la prueba fuese positiva

entonces se repitid el procedimiento descrito.

Caracterizacion de los péptidos:

La caracterizacién de los péptidos se llevo a cabo mediante cromatografia liquida en fase

reversa RP-HPLC y espectrometria de masas MALDI-TOF.

Caracterizacion por Cromatografia RP-HPLC. La caracterizacion de los péptidos fue
realizada de la siguiente manera. El péptido crudo o purificado (10 pL; 1 mg/mL) fue
inyectado en un cromatografo Agilent serie 1200 utilizando el siguiente sistema
cromatografico: columna monolitica Chromolith® C18 (50x4,6 mm), lectura a 210 nm,
elucion por gradiente del 5/50% de solvente B (0,05% de TFA en ACN) en 17 min,
temperatura ambiente y flujo de 2 mL/min, solvente A (0,05% de TFA en H»0).

Purificacién por extraccion en fase solida (SPE). La purificacion de los péptidos se llevo
a cabo mediante el método de extraccion en fase sdlida (SPE) de acuerdo con lo descrito en
la referencia (120)presentando algunas modificaciones. Columnas SPE (LC-18, 1 g y
tamafio de particula 40-60 um) fueron activadas y equilibradas de acuerdo con las

recomendaciones del proveedor. El péptido fue disuelto en el solvente A (100 mg/mL) y
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cargado en la columna, luego se realiz6 eluciéon del péptido utilizando un gradiente
creciente de solvente B (0-50%). Las fracciones obtenidas fueron analizadas por
cromatografia RP-HPLC y las fracciones que contenian el péptido puro fueron colectadas y

liofilizadas.

Espectrometria de masas. Los péptidos fueron analizados por espectrometria de masas
MALDI-TOF MS en un espectrometro de masas Ultra Flex III TOF-TOF (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemania) en modo reflectrén, utilizando un objetivo de acero pulido MTP384
(Bruker Daltonics). El péptido (1 mg/mL) fue mezclado con acido alfa-ciano-4-hidroxi-
cindmico (1 mg/mL) en una relaciéon 18:2,5 v/v. La mezcla se aplicé sobre la placa porta
muestra y se dejd secar para su lectura. La potencia del laser se estableci6 entre 2700 y

3000 V.

3.3 Resultados y Discusion

3.3.1 Sintesis de péptidos y péptidos Organometalicos

En este trabajo se sintetizaron, purificaron y caracterizaron 6 péptidos derivados de la
secuencia palindromica RWQWRWQWR empleando la estrategia SPPS- Fmoc/tBu. Estas
secuencias, fueron disefiadas con el propésito de establecer la mejor metodologia de
obtencién de péptidos monoméricos y diméricos derivados de esta secuencia
funcionalizados con ferroceno. La sintesis se realizé utilizando dos reactores (Figura 40);
reactor 1 (péptidos monoméricos) y reactor 2 (péptidos diméricos), esto con el objetivo de:
i) facilitar la sintesis, ii) garantizar la homogeneidad en los productos finales, (iii) evaluar
el efecto de la incorporacién de dos moléculas no naturales a la cadena peptidica (Ahx y

Ferroceno) y (iv) reducir costos y mitigar el impacto ambiental.
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Figura 30. Disefio experimental para la sintesis de péptidos monomérico y diméricos. i) Arriba se observa un solo reactor que contiene 450 mg de
resina, en el cual se anclaron los Fmoc-aminoacidos hasta completar la secuencia obteniendo RWQWRWQWR-Resina, luego se retir6 del reactor la
tercera parte de la resina-péptido para obtener el péptido LfcinB (21-25)pa. Luego se prosiguio la sintesis en el reactor uniendo el Ahx para obtener
Ahx-RWQWRWQWR-Resina y se retiré del reactor la mitad de la resina péptido para obtener el péptido Ahx-LfcinB (21-25)pa. Luego con el péptido-
resina remanente en el reactor se unié el Fc-COOH para obtener Fc-Ahx-RWQWRWQWR-Resina que luego permitié obtener el péptido Fc-Ahx-
LfcinB (21-25)pra. ii) Abajo se observa un solo reactor que contiene 450 mg de resina, en el cual se anclaron los Fmoc-aminoacidos hasta completar
la secuencia obteniendo (RWQWRWQWR)2-K-Ahx-Resina, luego se retir6 del reactor la tercera parte de la resina-péptido para obtener el péptido
dimérico LfcinB (21-25)pa2. Luego se prosiguid la sintesis en el reactor uniendo el Ahx para obtener (Ahx-RWQWRWQWR)2-K-Ahx-Resina y se
retird del reactor la mita de la resina-péptido para obtener el péptido Ahx-LfcinB (21-25)pa. Luego con el péptido-resina remanente en el reactor
se unio el Fc-COOH para obtener el péptido (Fc-Ahx-RWQWRWQWR)2-K-Ahx-Resina que permite obtener Fc-Ahx-LfcinB (21-25)pal.






¢ Sintesis de péptidos

En la sintesis de péptidos por SPPS, algunos autores sugieren que la dificultad en los acoples
de los aminoacidos a la cadena peptidica esta principalmente mediada por el impedimento
estérico y a su vez este efecto puede verse mas notorio al incrementar la longitud de la
cadena(48,49,121). En la Figura 31 se muestra el nimero de ciclos de reacciéon necesarios
para la incorporacion completa de cada aminoacido, Ahx o Fc en la secuencia, donde el
péptido fue sintetizado desde el extremo C terminal al N terminal. El namero de ciclos de
reaccion de acople esta directamente relacionado con la dificultad de acople del aminoacido

activado a la cadena peptidica, siendo esta dificultad mayor en los Gltimos acoples.

Durante la SPPS- Fmoc/tBu se requiere incorporar los Fmoc-aminoacidos a la cadena
peptidica anclada al soporte soélido, lo que requiere que la incorporaciéon del Fmoc-
aminodacido sea completa, si no se obtendran péptidos deleccionados lo que puede causar
bajos rendimientos, gran cantidad de especies no deseadas, lo que conlleva a obtener

productos de menor pureza y gran dificultad en el proceso de purificacién.

Por lo anterior la SPPS requiere que se utilicen excesos de reactivos para que las reacciones
se completen en el menor tiempo posible. Luego de hacer la reaccién de acople se espera
que todos los grupos aminos libres de la cadena peptidica creciente anclado al soporte
sélido reaccionen con el grupo carboxilo del Fmoc-aminoacido que se desea incorporar, por
lo que el test de Kaiser sera negativo (coloraciéon amarilla). Cuando el test de Kaiser es
positivo (coloracién azul) indica la existencia de grupos aminos libres sobre la cadena
peptidica anclada al soporte sélido, indicando que se requiere hacer nuevamente la
reaccion. Para realizar esta segunda reaccion se pesa nuevamente los reactivos y se pre-
activa el Fmoc-aminoacido (formacion del éster reactivo) como estd descrito en la
metodologia. El aminoacido pre-activado se adiciona a la resina-péptido y se deja en
reaccion, luego se filtra la solucion y la resina-péptido es lavada. Nuevamente se realiza el
test de kaiser, si la prueba es negativa indica que la reaccion fue completa, pero si el test es
positivo indica la presencia de grupos aminos libres, teniendo que llevar a cabo el

procedimiento nuevamente hasta que la incorporacion del Fmoc-aminoacido sea completa.
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Figura 31. Ciclos de la reaccién de acople de los Fmoc-aminoacidos requeridos para la sintesis de los
péptidos monoméricos y dimericos

Por lo tanto, el numero de ciclos de reaccién de acople indica el nimero de veces que se
repitio la reaccion de acoplamiento, en este documento se define como ciclo de reaccion de
acople. Se puede observar que para los aminoacidos resaltados en negro y subrayados
(' RWQWRWQWR?) se requirieron el mismo nimero de ciclos de reaccién de acople tanto
para la sintesis del monémero y del dimero, sugiriendo que el proceso sintético del dimero
que involucra la incorporacién de estos aminoacidos no se ve afectado. Los resultados
muestran que la sintesis de péptidos monomeéricos, la reaccion de acoplamiento del Fmoc-
Trp (OtBu)-OH (2W) y Fmoc-Ahx-OH (1°Ahx) requirié menor nimero de ciclos de reaccién
que para la sintesis de péptidos diméricos, lo que sugiere que la incorporacién de estos
aminodacidos podria verse afectada por la creciente cadena doble y el hecho de que el dltimo
aminoacido anclado a la cadena péptido-resina fue Fmoc-Arg(pbf)-OH el cual posee un
grupo protector voluminoso en la cadena lateral.

En la sintesis de los dimeros, los aminoacidos que presentaron la mayor dificultad para ser
incorporados en la cadena peptidica fueron los residuos °R, 2W y W, ya que requirieron
tres ciclos de reaccion de acople. Los aminoacidos 8W, 7Q y 1R necesitaron dos ciclos de
reaccion de acople mientras los demas solo requirieron un ciclo de reaccion de acople.

Si se observa el comportamiento del nimero de ciclos de reacciéon de acople en los

mondmeros y dimeros, se evidencia que se requirieron el mismo niimero de ciclos para la
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incorporacion de Fmoc-Arg (Pbf)-OH en las posiciones R, >R y °R, Fmoc-GIn (OtBu)-OH en
las posiciones 3Q y 7Q, y Fmoc-Trp (OtBu)-OH en las posiciones W, ®W y 8W, lo que sugiere
que la doble cadena involucrada en la sintesis de dimeros no afect6 la incorporacién de

estos aminoacidos.

La dificultad de incorporacion de los aminoacidos a la cadena peptidica durante la SPPS
radica principalmente en el impedimento estérico, que ocurre cuando el aminoacido que se
desea unir y el aminoacido unido en el extremo de la cadena en crecimiento poseen grupos
voluminosos en su cadena lateral. La Fmoc-Arg(Pbf)-OH es una molécula voluminosa ya
que el grupo protector del grupo guanidino es el Pbf (2,2,4,6,7-penta-metil-
dihidrobenzofurano-5-sulfonilo), mientras que el Fmoc-trp(OtBu)-OH tiene en su cadena
lateral un grupo indol el cual es voluminoso y de naturaleza aromatica (122)(123) (49). En
términos generales se puede evidenciar que la sintesis del péptido monomérico y dimérico

no presentaron dificultad y la sintesis no present6 grandes dificultades.

La mayor dificultad en la sintesis de los péptidos monoméricos y diméricos se observo en
el acople de las moléculas de naturaleza no proteica como el Fmoc-Ahx y Fc-COOH. Para la
incorporacion del Fc-COOH durante la sintesis por SPPS del péptido monomérico y
dimérico se requirieron 5 y 7 ciclos de reacciéon de acople respectivamente. Lo anterior
incrementé significativamente tanto el costo como el tiempo de la sintesis, ya que cada ciclo
de reaccion consume Fc-COOH, reactivos de acople y solventes. En busca de optimizar el
acople del Fc-COOH a la cadena peptidica palindrémica durante la SPPS se evaluaron tres
diferentes estrategias de acople: éster simple (DCC/Fc-COOH, 3:3 equivalentes respecto a
la sustitucién de la resina, 4h), éster modificado (TBTU/Fc-COOH/DIPEA, 3:3:15
equivalentes respecto a la sustitucion de la resina, 4h) y éster simple con DIC (DIC/Fc-

COOH, 3:3 equivalentes respecto a la sustitucion de la resina, 4h) (tabla 8).
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Tabla 8. ciclos de acople necesarios para incorporar el motivo organometalico a los péptidos Ahx-
LfcinB(21-25)paiy Ahx-LfcinB(21-25)pa.

Ester activo del Fc-COO-X

Condiciones experimentales

DCC
: {\I O
O/LK@

HN)\
[ij <

Primer ciclo de reaccion
Fc-COOH/DCC (1:1 equiv; 3 excesos respecto a la
sustitucién de la resina), DMF,4h, AC, TA

Segundo ciclo de reacciéon

Fc-COOH/DCC (1:1 equiv; 3 excesos respecto a la
sustitucion de la resina), DMF/DCM (1:1 v/v), 4h,
AC, TA

TBTU Tercer ciclo de reaccion
0) Fc-COOH/TBTU/DIPEA (1:1:5 equiv, 3 excesos
respecto a la sustitucion de la resina), DMF/4h,
N0 |
I | Cuarto ciclo de reaccién
N-NH Fe Fc-COOH/TBTU/DIPEA (1:1:5 equiv, 3 excesos
H @ respecto a la sustitucién de la resina), 1:1 v/v
DMF/DCM 4h, AC, TA
Quinto ciclo de reaccién
DIC Fc-COOH/DIC (1:1 equiv, 3 excesos respecto a la

sustitucién de la resina), DMF/4h, CA, TA

Sexto ciclo de reaccién

Fc-COOH/DIC (1:1equiv, 3 excesos respecto a la
sustitucién de la resina), DMF/DCM (1:1 v/v), 4h,
AC, TA

Séptimo ciclo de reaccion

Fc-COOH/DIC (1:1 equiv, 3 excesos respecto a la
sustitucién de la resina), DMF/DCM/Trit6n X-100
(1:1:0,2 v/v), 4h, AC, TA

Para la incorporacion del Fc-COOH se requirio realizar 7 ciclos de reaccion de acople; el
primer ciclo de reaccion se utiliz6 como solvente DMF para disolver los reactivos, sin
embargo, cuando la reaccion no fue completa se utiliz6 la mezcla DCM/DMF con el objetivo
de hinchar de permitir que la resina se hinche por la menor polaridad que confiere el DCM
y asi facilitar el acceso a os sitios reactivos en la péptido-resina. Debido a que no se observé
un cambio apreciable del test de Kaiser (azul) se realizo6 el tercer ciclo de reaccién con sales

de uronio (TBTU), esta metodologia permite la formacién del éster activo de una manera
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mas rapida facilitando la reacciéon de acoplamiento, sin embargo los resultados del test de
Kaiser indicaban que no se habia completado la reaccién por lo que fue necesario hacer uso
de la carbodiimida (DIC) que es menos voluminosa y que puede facilitar el acceso a los sitios
reactivos. El ultimo recurso requerido para que la reaccién de acople del Fc-COOH fuera
completa se utilizo TriténX-100 que es un tenso activo que promueve la desagregacion de

las cadenas facilitando el acceso a los sitios reactivos.

En cuanto a las reacciones de desproteccidn, en reportes previos referentes a la sintesis de
este péptido y otros péptidos lineales derivados de LfcinB, se trat6 la resina o el péptido-
resina con una solucion de desproteccion de 4-metil piperidina al 2.5% en DMF durante 15
minutos a TA (3x), esta estrategia demostro ser eficaz para eliminar el grupo Fmoc de
manera similar a otras metodologias que utilizan concentraciones entre el 20 y el 100% de
piperidina o 4-metil piperidina en DMF. Con base a estos informes, se seleccion6 2,5% de
4-metil piperidina en DMF durante 15 minutos a T.A (3x) como punto de partida para la
reaccion de eliminacién de Fmoc. Los resultados mostraron un comportamiento similar
para todos los aminoacidos de la secuencia, mientras que para la desproteccién del Fmoc-
Ahx-péptido-resina la coloracién de la solucidén del test de Kaiser fue mas tenue comparada
con los otros aminoacidos. Para los péptidos funcionalizados con ferroceno no fue
necesario realizar la reacciéon de desproteccién ya que esta molécula no posee el grupo

Fmoc.

e Desanclaje del soporte solido y desproteccion de las cadenas laterales

Una vez se acoplaron todos los Fmoc-aminoacidos y el Fc-COOH a la cadena creciente, se
obtuvieron los siguientes productos (i) Ahx-R(Pbf)-W(0OtBu)-Q(OtBu)-W(OtBu)-R(Pbf)-
W(OtBu)-Q(0tBu)-W(0tBu)-R(Pbf)-resina, (ii) R(Pbf)-W(0tBu)-Q(0tBu)-W(0tBu)-R(Pbf)-
W(OtBu)-Q(0tBu)-W(0tBu)-R(Pbf)-resina), (iii) Fc-Ahx-
R(Pbf)W(0tBu)Q(OtBu)W(OtBu)R(Pbf)W(0tBu)Q(OtBu)W(OtBu)R(Pbf)-resina, (iv)
[R(Pbf)W(0OtBu)Q(OtBu)W(OtBu)R(Pbf)W(0tBu)Q(OtBu)W(OtBu)R(Pbf)].-K(Trt)-Ahx-
resina, (v) [Ahx-
R(Pbf)W(0tBu)Q(OtBu)W(OtBu)R(Pbf)W(0tBu)Q(OtBu)W(OtBu)R(Pbf)]2-K(Trt)-Ahx-
resina y (vi) [Fc-Ahx-
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R(Pbf)W(0tBu)Q(OtBu)W(OtBu)R(Pbf)W(0tBu)Q(OtBu)W(OtBu)R(Pbf)]2-K(Trt)-Ahx-

resina.

El siguiente paso fue desanclar el péptido de la resina y eliminar los grupos protectores de
las cadenas laterales. Estos procesos se realizan simultdneamente debido a que el enlace
entre el péptido-resina como también el enlace de los grupos protectores de las cadenas
laterales son labiles a condiciones acidas. Por lo anterior los productos péptido-resina
fueron tratados con una solucién acida que contienen TFA al 92,5% (v/v), y moléculas
nucleofilicas (“scavenger”) que son agua 2,5%, TIS 2,5% y EDT 2,5% (v/v) los cuales
reaccionan con los carbocationes generados por la desproteccién de los grupos protectores
(Pbf, OtBu y Trt) y evitar que estos carbocationes reaccionen de manera irreversible con

algunas cadenas laterales desprotegidas del péptido (123) Figura 32.

%

TFA/EDT/TIS/Agua

HN NH HN, NH, HN, NH,
HN Oa_ _NH, NH OS__NH, NH
0 0 o o
X N X X NH
B 2
HoN N N N N
i H H H
0 = 0 — o = 0 — o
NH - NH NH
g ~ — g

figura 32.Proceso de desanclaje del péptido LfcinB (21-25)pal.

La concentracion de TFA garantiza que todos los grupos protectores sean removidos y se

logre la separacion del péptido del soporte sélido. Se ha establecido que el grupo protector
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Pbf de la cadena lateral de la Arg, requiere como minimo 4h de reacciéon para que sea
completamente removido. Debido a que estas secuencias contienen varios residuos de Arg,
se debe establecer un tiempo 6ptimo de reaccién para asegurar que las cadenas laterales
de todos los residuos de Arg sean desprotegidos, en este contexto se evaluaron diferentes
tiempos de reaccion (4, 8, 12, 16, 24 y 48 h) y se estableci6 que el tiempo 6ptimo para esta
reaccion del péptido LfcinB (21-25)pa fue de 8 h de reaccién. Para la reaccidon de clivaje del
péptido monomérico se utilizé una relacién entre el peso de péptido-resina y el volumen
de soluciéon de TFA, 1:10 (p/v) este parametro fue establecido en trabajos anteriores en el
grupo de investigacion. Para el clivaje de los péptidos diméricos se evaluaron: (i) relaciéon
peso resina/volumen de coctel de clivaje y (ii)tiempos de reaccion de clivaje. Para el primer
factor se evaluaron dos relaciones 1:10, 1:20 (p/v), donde la relacién 6ptima para el
desanclaje de los péptidos diméricos fue de 1:20 (p/v). Para establecer el tiempo 6ptimo
de desanclaje se monitoreo la reacciéon a 8, 12 y 18h. Observando que a las 18 horas se
completd la reaccién. Una vez terminada la reaccidn, los péptidos fueron precipitados y
lavados con éter etilico, esto con el fin de eliminar los subproductos de la reaccién, tales
como el agua, TIS, EDT y el TFA. Luego, el precipitado del péptido Ahx-LfcinB (21-25)pa, fue
disuelto en solucién acuosa que contenia TFA al 0,05% (v/v) y analizados por
cromatografia RP-HPLC, el perfil cromatografico se observé gran cantidad de especies (ver
figura 33A). Se atribuy¢ este fenémeno al proceso de sintesis, asumiendo que las reacciones
de acople y desprotecciéon fueron incompletas generando especies deleccionadas. Esta
solucion fue almacenada en la nevera a 4°C y fue analizada nuevamente pasados 3 dias,
sorpresivamente el perfil cromatografico mostré una especie principal (ver figura 33B),
con mayor pureza que la muestra analizada inmediatamente después de ser disuelta (figura

33A).
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Figura 33 A. Perfil cromatografico del péptido Ahx-LfcinB(21-25)pa crudo. El péptido luego de ser
separado de la resina fue precipitado por tratamiento con éter etilico y el precipitado analizado por RP-
HPLC. A) solucion del péptido recién preparada (tiempo 0 min) y B) solucién del péptido después de
almacenamiento por 4 dias a 4°C.
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Figura 34. Perfiles cromatograficos del péptido Ahx-LfcinB (21-25)pai2. Luego de la separacion del
péptido dimérico de la resina y fue precipitado por tratamiento con éter etilico. El s6lido fue disuelto en
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solucién acuosa que contiene TFA al 0,05% y almacenado a 4°C. Alicuotas de la solucién fueron tomadas
a diferentes tiempos (0.5, 12, 24 y 72 h) y analizadas por RP-HPLC.

Con el propodsito de definir el tiempo éptimo de almacenamiento a 4°C de los productos
crudos en solucién acuosa con TFA 0,05% (v/v), se tomaron alicuotas de la solucién acuosa
a diferentes tiempos y estas fueron analizadas por cromatografia RP-HPLC. Para el péptido
Ahx-LfcinB(21-25)pa2 se tomaron alicuotas a tiempos de almacenamiento a 4°C de 0, 0,5,
24, y 72 h. Los resultados muestran que el tiempo minimo de almacenamiento a 4°C
requerido para este péptido debe ser de 24 h. (ver figura 34). Este fendmeno ha sido
relacionado con el proceso de remocion del grupo protector de la cadena lateral del Trp el
cual involucra reacciones secundarias; en un primer paso se libera tinicamente el grupo
terbutilo (figura 35), dejando el grupo indol protegido con un grupo N-carbamato. Luego el
proceso de descarboxilacién del acido carbdmico ocurre lentamente en soluciéon acuosa
(124). Los resultados obtenidos estdn en concordancia con lo descrito por Binner en 2019
que evidencié la eliminaciéon incompleta del grupo protector Boc del Trp en un péptido de
21 aminoacidos. El identificé por espectrometria de masas una especie que corresponde a
la masa del péptido mas +44Da ((C=0)OH), indicando la presencia de este intermediario
(125,126). Luego de almacenar el péptido en solucién acuosa a bajas temperaturas se
observé la remocién completa del grupo protector. Como alternativa para revertir este
proceso se recomienda liofilizar el péptido en solucién acuosa con acido acético al 0,1M
repetidamente, ya que este intermediario el acido carbamico se descarboxila facilmente en
medios acuosos acidos. Otros autores han sugerido que el proceso de remocion total del
grupo Boc puede verse favorecido con el aumento del porcentaje de TFA en el coctel de

clivaje. (127).

Péptido Péptido Péptido

@ TFA @ Agua- TFA 0,05% @
—_—
N N>:O N E

o HO CO,

Figura 35. Reaccién de remocién del grupo protector Boc del triptéfano. Se describe los dos pasos
propuestos para la remocién del grupo protector.
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e Analisis cromatografico

El perfil cromatografico de la mayoria de los péptidos crudos presentd una especie
principal, sin embargo, el perfil cromatografico de los péptidos diméricos conjugados con
Ahxy/o ferroceno presentaron mas de una especie sugiriendo que la incorporacion del Ahx
y/o el ferroceno afect6 significativamente el proceso de sintesis. Lo anterior puede deberse
a varias razones como: (i) incorporaciéon incompleta del Ahx y/o ferroceno a la cadena
peptidica, (ii) remocién parcial del ferroceno durante la reacciéon de clivaje, (iii) hidrolisis

parcial del metaloceno durante el proceso de desanclaje del soporte sélido, etc.

e Purificacion de los péptidos

Los péptidos son moléculas complejas y cada secuencia posee propiedades fisicas y
quimicas unicas, lo que hace que algunos parametros de sintesis sean particulares, esto
resulta en que péptidos que con secuencias similares pueden presentar diferencias en la
solubilidad, tiempos de retencion, hidrofobicidad, polaridad, etc. Como se puede observar
en la Tabla9, el porcentaje de pureza cromatografica de los péptidos disminuye a medida
que se incrementa la complejidad de la estructura, obteniendo mayor pureza para los
péptidos monomeéricos respecto a los diméricos. Al comparar la pureza de los tres péptidos
monoméricos, se evidencia que a medida que aumenta la longitud de la secuencia la pureza
del producto final decrece. Este mismo comportamiento se observa para los péptidos
diméricos, siendo mas evidente cuando los péptidos fueron funcionalizados con el Ahx y el
ferroceno. Los resultados muestran que la incorporacion del ferroceno en la sintesis del
péptido dimérico afecta significativamente la pureza del producto final, sugiriendo que la
incorporacién del Fc-COOH a secuencias diméricas present6 la mayor dificultad, ya que
requirieron numerosos ciclos de reaccion de acople y los productos crudos presentaron

baja pureza respecto a los péptidos monoméricos.
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Tabla 9.Caracterizacién de los péptidos obtenidos por cromatografia RP-HPLC y espectrometria de

masas MALDI-TOF

EM MALDITOF (m/z)
RP-HPLC
[M+H]+
tr Area
Cddigo Secuencia Tedrica Exp
(min) (%)
LfcinB (21-25),,, RWQWRWQWR 5,9 97 1485,77 1486,75
Ahx-LfcinB (21-25),,, Ahx RWQWRWQWR 5,8 95 1598,85 1600,32
Fc-Ahx-LfcinB (21-25),, Fc Ahx RWQWRWQWR 7,1 90 1810,86 1811,98
LfcinB (21-25),,, (RWQWRWQWR),K Ahx 6,7 95 3195,69 3196,41
Ahx-LfcinB (21-25),_, (Ahx-RWQWRWQWR),K Ahx 6,4 80 3421,86 3434,94
Fc-Ahx-LfcinB (21-25),,,,, (Fc-Ahx-RWQWRWQWR),K Ahx 7.7 50 3846,85 3848,74

El proceso de purificacion fue realizado por cromatografia RP-SPE, esta metodologia
consiste en eluir los péptidos utilizando gradientes crecientes de solvente B (ACN con
0,05% de TFA) comenzando en 0% B (100% A) hasta 50% B (50% A) para incrementar
escalonadamente la fuerza de la fase mévil. Este gradiente es calculado a partir del tiempo
de retencidn de los péptidos que fue determinado por RP-HPLC (metodologia descrita por
Insuasty et al 2019). Para el caso de los péptidos monoméricos LfcinB (21-25)pay Ahx-
LfcinB (21-25)pa, el proceso de purificacion fue sencillo ya que consistié principalmente en
la remocion de los atrapadores y los aniones trifloracetato. Los rendimientos en estos
péptidos fueron altos, obteniendo pocas fracciones enriquecidas con el péptido. (figura 36

y 37)
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Figura 36. Programa de purificacion del péptido LfcinB (21-25)ral. Perfil cromatografico del péptido crudo (arriba)
y fraccién de péptido con mayor pureza (abajo). A la derecha se observa el programa de purificacién utilizado.
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Figura 37. . Programa de purificaciéon del péptido Ahx-LfcinB (21-25)pa. Perfil cromatografico del péptido crudo
(arriba) y fracciéon de péptido con mayor pureza (abajo). A la derecha se observa el programa de purificacién
utilizado.

La incorporacion del ferroceno confiri6 menor solubilidad en agua y mayor hidrofobicidad
a los péptidos (tabla 10), donde los tiempos de retencién aumentaron considerablemente
en mas de 1 min, por ejemplo, el péptido Ahx-LfcinB (21-25) pa presentd tr= 5,8 min

mientras que el péptido Fc-Ahx-LfcinB (21-25)pa presenté un tg= 7.1 min. Para la
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purificacion de este péptido se requiri6 hacer un programa de purificacién mas extenso que
permitiera separar las dos especies mayoritarias, la de tiempo 5.8min correspondiente al
péptido (Ahx LfcinB (21-25)pa, que presentd una pureza cromatografica del 92% y la
segunda especie de 7.0min que corresponde al POM . El proceso de purificacion muestra
que el péptido quedo distribuido en 8 fracciones, siendo la fraccion 17 la que presento

mayor pureza (figura 38)
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Figura 38. . Programa de purificacion del péptido Fc-Ahx-LfcinB (21-25)pal. Perfil cromatografico del péptido crudo
(arriba) y fracciéon de péptido con mayor pureza (abajo). A la derecha se observa el programa de purificacién
utilizado.

El método de purificacion utilizado fue adecuado, ya que permitié obtener la mayoria de
los péptidos con alta pureza, los programas de purificaciéon cortos como los empleados con
los péptidos monoméricos son ttiles para purificar eficientemente péptidos diméricos, la
Unica variacién consiste en iniciar con una pendiente mayor del gradiente. Estos péptidos
diméricos se obtienen crudos con purezas inferiores a las de los monémeros, esto debido a
su complejidad sintética y estructural. Sin embargo, después de realizar los procesos de

purificacion se obtuvieron con purezas similares a los péptidos monoméricos
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Figura 39. . Programa de purificacién del péptido dimérico LfcinB (21-25)pai2. Perfil cromatografico del péptido
crudo (arriba) y fraccion de péptido con mayor pureza (abajo). A la derecha se observa el programa de purificacion

utilizado.
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Figura 40. . Programa de purificaciéon del péptido dimérico Ahx-LfcinB (21-25)pa2. Perfil cromatografico del
péptido crudo (arriba) y fraccién de péptido con mayor pureza (abajo). A la derecha se observa el programa de

purificacidon utilizado.

El POM dimérico presenté un porcentaje de pureza cromatografica del 50%, debido a la

presencia de multiples especies con tiempos de retencion cercanos, lo que dificulté obtener

fracciones enriquecidas con el péptido puro. Se realizaron proceso de repurificaciéon con las
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fracciones enriquecidas, sin embargo, no se logr6é la separacién, sugiriendo que las

impurezas coeluyen con el péptido(figura 41)
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Figura 41. Programa de purificacion del péptido Fc-Ahx-LfcinB (21-25)pai. Perfil cromatografico del péptido crudo

(arriba) y el programa de purificacion utilizado.
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e Caracterizacion por espectrometria de masas

Los péptidos crudos fueron analizados por espectrometria masas MALDI-TOF con el
objetivo de determinar la sefial correspondiente al ion [M+H]* esperado. Para todos los
péptidos lineales y el péptido dimérico LfcinB (21-25)2 ra, se observo una sola sefial que
correspondia a la masa esperada. Para el péptido diméricos Ahx-LfcinB (21-25)2 pa se
observé la presencia de 2 sefiales, una de las cuales corresponde al péptido de interés
(3434,941) y la otra que corresponde a la masa del péptido precursor LfcinB (21-25)pa2
(3207,042). Esta ultima sefial indica que la incorporaciéon del Ahx a la secuencia no fue
completa sugiriendo que la sintesis de péptido dimérico funcionalizado con Ahx es

compleja. (figura 42)
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Figura 42. Espectro de masas MALDI-TOF del péptido Fc-Ahx-LfcinB (21-25)par, purificado (Figura 11).
Se observa una especie (3207 u) que corresponde al péptido LfcinB (21-25)pas.

En el caso del péptido dimérico funcionalizado con ferroceno se observan dos sefiales
mayoritarias que corresponde al péptido funcionalizado en las dos cadenas con ferroceno
(3848.743 u) y la otra especie corresponde al péptido funcionalizado con ferroceno en una
sola cadena (3636.592 u). (Figura 42), estos resultados sugieren que la incorporacién del

ferroceno a la secuencia fue incompleta a pesar del numero significativo de ciclos de
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reaccion de acople realizados. Varios autores recomiendan usar fenol en el coctel de clivaje
para prevenir que la pérdida del motivo organometalico, sin embargo, en la sintesis del
péptido lineal no se observé este fendmeno a pensar que el coctel de clivaje no contenia
fenol. Estos resultados indican que en la sintesis de los péptidos diméricos Ahx-LfcinB(21-

25)paiz y Fc-Ahx-LfcinB(21-25)pa2 la incorporaciéon de Fmoc-Ahx y al Fc-COOH son los

puntos criticos en la sintesis (figura 43)
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Figura 43. Espectro de masas MALDI TOF del péptido Fc-Ahx-LfcinB (21-25)par

Con base en los resultados anteriormente discutidos, se presentan las condiciones 6ptimas

de sintesis de los péptidos sintetizados en este trabajo.



Tabla 10. Condiciones de reaccion estandarizadas

Fc-Ahx-LfcinB(21-25)pa2

Fc/DIC DMF/DCM (1:1)

18h, TA, AC.

Tiempo de
Reaccion de Reaccion de Desanclaje y
Almacenamiento
Parametros Reaccion de acople desproteccion del desproteccion de grupos
del péptido crudo
grupo alfa-amino protectores
a4oC
LfcinB(21-25)pa DCC/HOBT 4h AC DMF TFA/TIPS/EDT/agua
Ahx-LfcinB(21-25)ra DCC/HOBT 4h AC DMF (92,5/2,5/2,5/2,5. %v/v), relacion Minimo 24h Agua -
resina-péptido: solucion 1:10 V), TFA 0,05%
AA/DCC/HOBT 4h AC pep (®/v) °
Fc-Ahx-LfcinB(21-25)pal 8h, TA, AC.
Fe/DIC DMF/DCM (1:1) Piperidina al 2,5% en
i . DMF, 15 min, TA, AC (3x).
LfcinB(21-25)par2 DCC/HOBT 4h AC (3x) TFA/TIPS/EDT /agua
Ahx-LfcinB(21-25)pai2 DCC/HOBT 4h AC (92,5/2,5/2,5/2,5. %v/v), relacion Minimo 24h Agua -
resina-péptido: solucién 1:20 (p/v), TFA 0,05%
AA/DCC/HOBT 4h AC




Resumen capitulo II

e Se obtuvieron 6 péptidos purificados y caracterizados por cromatografia RP-HPLC y
espectrometria de masas MALDI-TOF. Donde dos de estos fueron péptidos
organometalicos que contienen ferroceno.

e Se estableci6 que la sintesis de péptidos diméricos se ve afectada por la longitud de la
secuencia y la incorporacion de Ahx y Fc

e La incorporacién incompleta del Fc fue el factor que incidi6 en mayor medida en la
pureza del péptido final

e Se identificaron los puntos de mejora y las condiciones éptimas para la sintesis de los
péptidos LfcinB(21-25)pa, Ahx-LfcinB(21-25)pa, Fc-Ahx-LfcinB(21-25)pa, LfcinB(21-
25)paiz, Ahx-LfcinB(21-25)paz y Fc-Ahx-LfcinB(21-25)par

e Los resultados obtenidos permitieron establecer que la sintesis de los péptidos
monoméricos funcionalizados con Ahx y ferroceno es viable, mientras que la
para los diméricos funcionalizados fue posible identificar los puntos criticos de
la sintesis y posibles puntos de mejora, dando a la segunda parte de la pregunta
de investigacion: ;Es viable sintéticamente en cuanto a facilidad de sintesis,
rendimientos y pureza: obtener péptidos conjugados con ferroceno

e Se dio cumplimiento a los objetivos 2 y 3 planteados en este trabajo (Obtener
los péptidos monoméricos RWQWRWQWR, Ahx-RWQWRWQWR y Fc-Ahx-
RWQWRWQWR.y obtener los péptidos diméricos (RWQWRWQWR)2-K-Ahx,
(Ahx-RWQWRWQWR);-K-Ahx y (Fc- Ahx-RWQWRWQWR)2-K-Ahx)

Conclusiones

Los resultados obtenidos permitieron establecer las condiciones para la sintesis de
péptidos monoméricos y diméricos que contienen la secuencia plaindrémica
RWQWRWQWR. La conjugaciéon de secuencias monomeéricas con Ahx y/o ferroceno
procedid en buena manera lograndose obtener productos con alta pureza. La pureza de los
péptidos es afectada por la polivalencia, la longitud de la secuencia y la incorporacién de

moléculas no peptidicas como el Ahx y el ferroceno.
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4.Capitulo ll. Sintesis de bloque
Organometalico (Linker) vy Péptidos
Organometalicos con Organoestano (V)

Teniendo en cuenta el complejo pentacoordinado es hidrolizado cuando es sometido al
tratamiento acido durante el proceso de desproteccion de las cadenas laterales y
separacion del POM el soporte sélido, es necesario disefiar una estrategia alternativa para
funcionalizar los péptidos con los compuestos de organoestafio. Para esto se propone
funcionalizar los complejos de estafio mediante la incorporacion de un linker que
contengan grupos amino o tiol, los cuales posibilitaran unir el compuesto de organoestafo
al péptido en solucién. Para la sintesis e incorporaciéon del linker al compuesto de
organoestafio (IV) se utilizaron dos aproximaciones (i) sintesis en solucion y (ii) sintesis en

fase sélida.
Sintesis en solucion-Metodologia

En esta aproximacion para la obtencion del linker se disefi6 la siguiente ruta sintética:

(i) Unidén de etilendiamina (ED) y el acido 6-maleimido hexanoico (AMhx) para
generar el linker ED-AMhx, mediante la formacion de un enlace amida entre el
acido carboxilico del AMhx y un grupo amino de la ED.

(ii) Luego el linker ED-AMhx se une al compuesto organoestaio (IV) mediante la
formacién del enlace amida entre el grupo amino libre de la ED-AMhx y el grupo
carboxilo del compuesto de organoestafio (IV) (Org-Sn (IV)) para obtener El
bloque ED-AMhx-Org-Sn (IV).
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(iii)  El bloque ED-AMhx-Org-Sn (IV) se une al péptido mediante la quimica click, a
través de la reaccion selectiva entre el grupo maleimido y el grupo tiol de la
cadena lateral de la cisteina del péptido. De acuerdo con la literatura esta

reaccion es rapida, especifica y llevada a cabo en solventes polares como agua y

etanol.
Q o
- ) OH + B -_ U
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Figura 44.Esquema de obtencion del bloque organometalico OrgSn(IV)-ED-AMhx por sintesis en

solucioén.

Para la sintesis del linker ED-AMhx, una soluciéon de ED en DCM (20uL/mL) fue adicionada
lentamente mediante goteo a una solucién que contiene AMhx/DCC (1:1 equiv) en DCM.
Luego la mezcla de reaccién fue dejada en AC y TA durante 6 h, posteriormente el solvente

fue eliminado por rotaevaporaciony el sélido almacenado. La reaccion fue monitoreada por

TLC.
Resultados y discusion

Para la obtencién del linker ED-AMhx, el AMhx fue tratado con DCC para formar el éster
activo para posteriormente adicionar por goteo la ED con el fin de favorecer la formacion
de la ED mono sustituida ED-AMhx. Sin embargo, aunque la reaccion se realiz6 a 4°C y la
adicion de la ED con goteo lento el producto mayoritario de la reaccion fue la ED-
disustituida ED-(AMhx): la cual no permite la unién del complejo érgano estafio, debido a
que no tiene un grupo reactivo por el bloqueo de los dos grupos amino, adicionalmente en

el perfil cromatografico de la reaccion se observa la aparicion de multiples especies.
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(Figuras 44 y 45). Teniendo en cuenta lo anterior no se continuo con esta ruta sintética,

para la obtencion del bloque organometalico

Figura 45. Esquema de la reaccion de formacion del linker monosustituido ED-AMhx y disustituido ED-
(AMhx): especie principal.
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Figura 46. Perfil cromatografico de la mezcla de reaccién para la sintesis del Linker ED-(MAhx)2 por
sintesis solucion.

Sintesis en fase solida- Metodologia

La incorporacion del compuesto de organoestafio (IV) a una secuencia peptidica por medio
de la quimica click, requiere que el péptido tenga un grupo tiol y el compuesto de

organoestafio (IV) este unido a un linker que contenga el grupo maleimido. Para esto se
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diseno la ruta sintética que se muestra en la Figura 48 y 53. El soporte s6lido seleccionado
fue la resina cloruro de 2-clorotritilo debido a que esta resina tiene alta sustitucion lo que
permite obtener cantidades apreciables del linker y segundo la separacion de la cadena
peptidica del soporte sélido se puede realizar con condiciones acidas suaves (TFA 5% en
DCM). La ruta se basa en unir la ED a la resina de tal forma que queda un grupo amino
disponible para unir posteriormente los residuos de Fmoc-Ala mediante SPPS-Fmoc/tBu
convencional y el ultimo residuo acoplado a la cadena fue el AMhx mediante un enlace
amida entre el grupo amino libre de la cadena y el grupo carboxilo del AMhx utilizando la
estrategia de las carbodiimidas con DCC. Luego el linker es separado de la resina y mediante
sintesis en solucion y quimica click, el grupo maleimido del linker es unido al grupo tiol de

la cisteina del péptido (figura 48).

Para la sintesis del linker en fase solida se disefiaron y sintetizaron cuatro péptidos en los
cuales se utiliz6 la Alanina como espaciador: L: AMhx-ED, L1: AMhx-Ala-ED, L2: AMhx-Ala-
Ala-ED, y L3: AMhx-Ala-Ala-Ala-ED. Los residuos de Ala se utilizaron como espaciadores
por dos razones (i) facilitar la uniéon del AMhx y (ii) establecer nimero minimo de residuos
de Ala requeridos para que el linker se precipite en éter etilico y asi obtener de manera
rapida y eficiente el linker (Figura 47). Una vez obtenido el linker AMhx-Ala(n)-ED, este se
utiliz6 para unir el compuesto de organoestafio (IV) (compuesto (4) obtenido en el primer
capitulo) en solucién mediante la formacion del enlace amida entre el grupo amino libre
del linker y el grupo carboxilo del compuesto de organoestafio (IV) (bloque L3-4) (figura
48).
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Figura 47. Estructura quimica de los linkers sintetizados. L: AMhx-ED; L1: AMhx-Ala-ED; L2: AMhx-Ala-
Ala-ED; L3: AMhx-Ala-Ala-Ala-ED.
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Figura 48.Esquema de la obtencidon del linker (L3-4): OrgSn(IV)-ED-Ala-Ala-Ala-AMhx, que serd utilizado para la funcionalizacién de los péptidos.
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El procedimiento realizado fue: La resina cloruro de 2-clorotritilo (50 mg; 1,7 meq/g) seca
fue tratada con ED (1:1 equiv; 3 excesos respecto a los mEq de resina) y luego se adicion6
5 mL de DCM seco y la mezcla de reaccion se dejo en AC a TA por 5h. Luego la mezcla de
reaccion fue filtrada y se adicion6 5mL de metanol al filtrado y se dejo en reaccién a TA 'y
AC por 3 h, obteniendo H:N-CH2-CHz-NH-Resina. Los Fmoc-aminoacidos fueron
incorporados mediante la preactivaciéon: el Fmoc-aminoacido/DCC/6-ClI-HOBt (1:1:1
equiv; 5 excesos respecto a los mEq de resina) fueron disueltos en DMF/DCM (1:1 v/v) con
ACaTA por 15 min. Luego la mezcla de reaccion se adicioné a la resina y se dejé en reacciéon
por 5h con AC a TA. Luego la solucion se retir6 mediante filtracion y la resina-aminoacido
fue lavada con DMF (3x1 min) y DCM (3x1 min). Luego se realiz6 el monitoreo de la reaccion
mediante el test de Kaiser, en el caso que la prueba fuese positiva (coloracién azul) se repite
el procedimiento descrito hasta prueba negativa (coloracién amarilla). Luego de unido el
Fmoc-aminoacido a la resina, esta se trat6 con 4-metilpiperidina al 2.5% en DMF con AC y
TA por 10 min (2x), luego la resina-péptido fue lavada con DMF (5x) y DCM (3x) y la
reaccion fue monitoreada mediante el test de Kaiser. Las reacciones de acople y
desproteccion se realizaron consecutivamente hasta que todos los residuos de Ala fueron
incorporados, luego se procedié a unir el AMhx en manera similar a la descrita
anteriormente. Luego la separacion del péptido de la resina se realizé tratando la resina-
péptido seca con el céctel de clivaje que contenia TFA/DCM (50/50 v/v) por 6 h con AC a
TA. El péptido crudo se obtuvo por precipitacion y lavado con éter etilico frio (5x), luego
fue centrifugado por 5 min a 3000 rpm y el sobrenadante descartado. Finalmente, el sélido

obtenido se dej6 a TA hasta sequedad.

Resultados y discusion

La sintesis de los linkers por SPPS-Fmoc/tBu procedid de forma normal, sin dificultad para
acoplar la ED, los aminoacidos y el AMhx. Luego de completada la secuencia la resina-
péptido fue tratada con solucién de desanclaje y desproteccién de las cadenas laterales y
cada linker fue tratado con éter etilico con el fin de precipitarlo y obtenerlo como un
producto sélido, sin embargo para los linkers L, L1 y L2 no fue posible obtenerlos como un

sélido, por lo que se requirié eliminar el exceso de TFA por rotaevaporacion, lo que conllevo
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a obtenerlos como liquidos viscosos de color amarillo, la eliminacién del TFA se hizo por
arrastre con EtOH y fue un proceso dispendioso. Mientras que el linker L3 cuando fue
tratado con éter etilico este precipit6 como un solido blanco obteniéndolo de manera

rapida y facil

Tabla 11. Linker sintetizados

Apariencia fisica del
Linker Secuencia
precipitado
L H,;N-CH,-CH;-AMhx Aceite de color amarillo
L1 H,;N-CH,-CH;-Ala-AMhx Aceite de color amarillo
L2 H,;N-CH,-CH;-Ala-Ala-AMhx Aceite de color amarillo
L3 H;N-CH,-CH;-Ala-Ala-Ala-AMhx Sélido de color blanco

El linker ED-AMhx (L) fue caracterizado por espectroscopia IR, (Figura 34C) y se compar6
con el espectro IR de la ED (Figura 49A). En el espectro IR de la ED se observa la sefal del
grupo amino 3433 cm, los estiramientos C-C en 2964 cm! y las sefiales caracteristicas de
CHzen 1465-cm 1. Mientras que en el espectro del linker (L) se observa la apariciéon de una
sefial en 1627cm™ que corresponde vibracion del C=0 de amidas, como también el

estiramiento N-H del nitrégeno de la amida en 1577cm-! (grupo maleimido).
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Figura 49. Espectros FT-IR de A). Etilendiamina, B). AMhx. y C). Linker (L)

El linker (L) también fue caracterizado por RP-HPLC, el perfil cromatografico muestra

una especie mayoritaria con tR= 2.1 min, mientras que la sefial en 0.63 min corresponde

al frente del solvente producido por el cambio de la fase moévil. Se observa que el

producto final no contiene el AMhx como contaminante, mientras que se observan

especies menores en tR= 6.5 min y tR=8.9 min (figura 50). Estos resultados muestran

que es posible obtener los linkers por esta metodologia. Por lo anterior se utilizé la

misma metodologia para obtener los linkers (L1), (L2) y (L3).



98

| 3.8 N/\/\/\H’DH
600 W

200 1
ﬂ_l..:N"-I_:_ll. |l .-'.'_IJ.' L"L"N N | e [ S S S S - -
0 1 2 3 4 A & T a 9 10
Minutes
14
1200 B
1000 ﬁ\\ H
21 .'/v\/\‘ﬂ:w.\‘l-lz
3 800 \’&h L
E
600
400
- A
0
0 1 2 3 4 5 G 7 8 9 10
Minutes

Figura 50. Perfil cromatografico de A. AMhx y B. Linker (L)

El linker (L3): AMhx-Ala-Ala-Ala-NH-CH2-CH2-NH, fue el péptido de menor longitud que
se precipité con éter etilico frio, esto permitié hacer varios lavados al sélido con éter etilico
para remover el TFA, lo cual incremento significativamente los rendimientos. Debido a la

alta pureza del producto crudo, no se requirié hacer pasos de purificacion, adicionales.

Formacion de Bloque organometalico: AMhx-Ala-Ala-Ala-NH-CH2-CH2-NH-OrgSn(1V)
(L3-4). La unio6n del linker (L3) y el compuesto de organoestafio (IV) (4) (1:1 equiv) se
realizé mediante la formacion del enlace amida utilizando DCC, la reaccién procedi6
rapidamente para obtener el bloque (L3-4), l1a reaccion fue monitoreada por TLC. Luego la
mezcla de reaccion fue rotaevaporada para remover el solvente, y el producto crudo fue
utilizado para la reaccién de quimica click. El bloque (L3-4) fue caracterizado por
espectrometria de masas MALDI-TOF obteniéndose la masa correspondiente al producto

esperado (Figura 51).
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Figura 51.Espectros de masas MALDI-TOF del bloque organometalico AMhx-Ala-Ala-Ala-NH-CH2-CH3-
NH-OrgSn(1V) (L3-4) PM teérico= 944.630 u; [M+H]* teérico= 945.630 u.

Funcionalizacion del péptido LfcinB(20-25). por la reacciéon de Michael (Quimica
Click): OrgSn(I1V)-NH-CHz-CHz-NH-Ala-Ala-Ala-AMhx-[LfcinB (20-25):]: 4-L3-[LfcinB
(20-25)2]. De manera preliminar se exploré la funcionalizacion de un péptido derivado de
la LfcinB con el bloque (L3-4), para esto se utilizé el péptido LfcinB (20-25)2:
(RRWQWR):2K-Ahx-C, el cual fue sintetizado y suministrado por el grupo de investigaciéon
SAMP. Este péptido tiene un residuo de cisteina en el extremo carboxi terminal el cual fue
utilizado para que reaccionara selectivamente con el grupo maleimido del bloque (L3-4)
(reaccion de Michael),

Como antecedentes es importante mencionar que Rodriguez en 2018 describié la
metodologia y la cinética de oxidacion para la obtencién del tetramero LfcinB(20-25)4 a
partir del dimero precursor LfcinB (20-25)2. El proceso de oxidacién se realiz6 en
condiciones basicas usando carbonato de amonio (pH= 8), en medio acuoso, AC a TA por
6h. Insuasty en 2018, realiz6 el monitoreo de la cinética de la reaccion por quimica click
entre el AMhx y L-Cys-OH, obteniendo L-Cys(AMhx)-OH de manera rapida y la reaccion se

complet6é en menos de 2 h cuando se realizé en H>O0.



100

?nu; 52 A
600
|
50
-
T 40
1
300
20
|
W'iﬁ_*v_________r)u
ot
a 1 2 3 4 5 2] 7 8 8 L]
Minutes
80
EOO 1
700 5.6 B mj; 0 ¢
' 800
800 g 5.8
e 3
T a0 £ 400
300 300 65
200, 200/
100 \ 100
) il e DH
o 1 2 3 4 5 & 7 & 9 MM 9o 1 2 3 4 5 6 7 B8 9 10
Minutes Minutes

Figura 52. Monitoreo de la reaccién por quimica click entre el péptido LfcinB (20-25)2 y el bloque (L3-
4). (A) péptido LfcinB(20-25)z2; (B) péptido LfcinB(20-25)4 y (C) Mezcla de reaccidn: péptido LfcinB(20-
25)2 tR=5.2 min; LfcinB(20-25)4 tR=5.6 min; OrgSn(IV)-ED-Ala-Ala-Ala-AMhx-[LfcinB (20-25)2]: 4-L3-
[LfcinB (20-25)2] tR=6.5 min.

Teniendo en cuenta los reportes anteriores y para evitar la formacion de tetrametro, la reaccion
se llevé a cabo disolviendo (1 equiv) del péptido LfcinB(20-25), en agua destilada y 1 equiv del
bloque (L3-4) en metanol/DMSO (2:1v/v) y mezclando las soluciones; se dej6 en reaccién con
ACaTA.,lareaccion fue monitoreada por cromatografia RP-HPLC. En la figura 52C se observa
el perfil cromatografico después de 24h de reaccién, donde se evidencia la presencia de 3
especies mayoritarias que corresponden al péptido precursor LfcinB(20-25),, tR=5.2 min, el
producto de oxidacidon el péptido que conduce a la formacién del péptido tetramérico
LfcinB(20-25)4 y la tercera especie posiblemente el POM que contiene el compuesto de
organoestafio (IV): 4-L3-[LfcinB (20-25):]. Se estableci6 que la cinética de la reaccién fue
diferente a la observada entre la L-Cys-OH y el AMhx ya que la reaccion después de24h no fue
completa. Debido a la labilidad del complejo pentacoordinado de estafio en medio acido, el pH

del medio de reaccion fue neutro.
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Figura 53. Estructura del boque(4-L3): OrgSn(IV)-NH-CHz-CH2-NH-Ala-Ala-Ala-AMhx y el péptido LfcinB (20-25)2. También se observa la
estructura del péptido tetramérico LfcinB (20-25)4 subproducto formado por la oxidacion del péptido dimérico el péptido funcionalizado con el

compuesto de organoestafio (IV) 4-L3-[LfcinB (20-25)z].
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Se observa que la reacciéon de oxidacion del grupo tiol para formar el puente disulfuro
compitié con la reacciéon de Michael (quimica click), sugiriendo que las condiciones de
reaccion deben ser evaluadas para que la reaccién de Michael sea la predominante. Ademas,
se debe tener en cuenta que la reaccion de Michael esta favorecida por solventes polares
proticos, a medida que la polaridad del medio disminuye, el rendimiento decrece hasta un
punto en el que no procede, sugiriendo que la reacciéon de formacién del péptido se ve mas

favorecida que la formaciéon del POM

Resumen capitulo III

e Se establecieron las condiciones éptimas de reaccion y se implemento la sintesis en
fase sélida del linker L3(AMhx-Ala-Ala-Ala-NH-CHz-CH2-NH>)

e Seestablecieron las condiciones 6ptimas de reaccién y se implemento la sintesis del
bloque organometalico AMhx-Ala-Ala-Ala-NH-CH2-CH2-NH-OrgSn(IV) (L3-4), el
cual puede ser utilizado como precursor para la obtencion de POM.

e Ellinker y el bloque organometalico fueron obtenidos con alta pureza, por lo cual
no se requirio6 de purificacion

e De manera preliminar se estableci6 que la funcionalizacion de péptidos mediante la
reaccion de Michael se ve afectada significativamente por la formacion del puente

disulfuro de los grupos tiol del péptido

Conclusion

A partir de los compuestos organoestafio obtenidos en el capitulo I fue posible obtener
linker, el bloque organometalico por sintesis en fase sélida y de manera preliminar se
evalud la reaccion de Michael parala incorporacién del bloque al péptido mediante quimica

click.






5.Conclusiones

Se implemento una estrategia sintética para la obtencion de compuestos organoestaio IV
pentacoordinados, derivados de aminoacidos polares L-Lisina, L-acido glutamico, L-acido

aspartico y D-acido aspartico.

Se disefi6 una ruta sintética para la obtencion de a) el linker (AMhx-Ala-Ala-Ala-NH-CH:-
CH2-NH>) por sintesis en fase so6lida y b) el bloque organometalico AMhx-Ala-Ala-Ala-NH-
CH2-CH2-NH-OrgSn (IV) por sintesis en solucién. Estos compuestos fueron obtenidos en
buenos rendimientos y sin necesidad de purificarlos, haciendo la sintesis mas rapida,

econdmica y mas amigable con el medio ambiente

La funcionalizaciéon con bloques organometalicos con péptidos por la via de adicién de
Michael (quimica clic), en solucién, se ve afectada por la formacién de puentes disulfuro
entre los grupos tiol, lo que incide significativamente en la obtenciéon del péptido

organometalico conteniendo compuestos de organoestafio (IV).

Se identificaron los parametros o6ptimos para la sintesis de péptidos y péptidos

organometalicos de ferroceno derivados de la secuencia palindromica RWQWRWQWR

Se determiné que la incorporacion de ferroceno a péptidos diméricos afecta significativa

mente los rendimientos y la pureza de los productos

Las metodologias aqui disefiadas y optimizadas permiten obtener péptidos
organometalicos conjugados con ferroceno u organoestafio IV como contribucidn al disefio

de posibles farmacos para el tratamiento del cancer.
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A Anexo: Caracterizacion compuestos
Organoestaino IV

A continuacién, se muestran los espectros de masas de los compuestos de organoestafio 1V,

sintetizados en el capitulo 1
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Figura A254. Espectro de masas ES-API del compuesto (3)
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B. Anexo: Caracterizacion de péptidosy
péptidos Organometalicos

En el presente anexo se muestra para cada péptido obtenido y descrito en la Tabla 11,

su estructura, secuencia de aminoacidos, comportamiento de la sintesis caracterizacion

del péptido por RP-HPLC (péptido crudo y péptido puro) y espectro de masas MALDI-

TOF .

Tabla 12. Caracterizacion de los péptidos obtenidos por cromatografia RP-HPLC y

espectrometria de masas MALDI-TOF

EM MALDITOF (m/z)

RP-HPLC
[M+H] *
tr Area
Codigo Secuencia Tedrica Exp
(min) (%)
LfcinB (21-25),,, RWQWRWQWR 5,9 97 1485,77 1486,75
Ahx-LfcinB (21-25), Ahx RWQWRWQWR 5,8 95 1598,85 1600,32
Fc-Ahx-LfcinB (21-25), Fc Ahx RWQWRWQWR 7,1 90 1810,86 1811,98
LfcinB (21-25),,, (RWQWRWQWR),K Ahx 6,7 95 3195,69 3196,41
Ahx-LfcinB (21-25),,, (Ahx-RWQWRWQWR),K Ahx 6,4 80 3421,86 343494
Fc-Ahx-LfcinB (21-25),,  (Fc-Ahx-RWQWRWQWR),K Ahx 7,7 50 3846,85 3848,74
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C. Anexo: Mecanismos de reaccion.

Los mecanismos de reaccion asociados a la obtencion de los compuestos de organoestafio IV,
bloque organometdlico y la sintesis de péptidos en fase solida empleando la estrategia

Fmoc/tBu
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II. Adicion de Michael- quimica clic
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[V. Unionresina 2 cloro tritil a etilendiamina: sustitucion nucleofilica

V. Remocion del grupo Fmoc
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VI. Activacion del aminoacido
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VII. Acople del aminoacido
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IX. Des anclaje soporte solido
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