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RESUMEN

Los péptidos de bajo peso molecular como los dimeros y trimeros al igual que el
quitosano (CTS), un polimero natural derivado de los desechos de la industria pesquera, han
mostrado excelente actividad como agentes terapéuticos con potencial aplicacion en el area
biomédica. Con la combinacion de estos compuestos puede darse la posibilidad de obtener
nuevas moléculas con propiedades bioldgicas y mecénicas potenciadas; de acuerdo a
reportes recientes la insercion de péptidos a quitosano ha tenido efectos positivos, entre los
que se incluyen la mejora de las propiedades mecénicas, estabilidad térmica, morfologia,
capacidad de descomposicion y biofuncionalidad. La influencia de este tipo de péptidos
acoplados a quitosano en la sintesis y actividad biolégica de biomateriales compuestos ha
sido poco explorada, y debido a que la sintesis de péptidos de cadena corta presenta
ventajas respecto a la de sus analogos de peso molecular elevado entre las que destacan su
relativa facilidad de sintesis, menores reacciones colaterales, rendimiento global mas alto,
con menores tiempos en el proceso de sintesis, por mencionar algunas, su incorporacion al
CTS representa un campo de estudio altamente atractivo para la generaciéon de compuestos

hibridos con potencial actividad bioldgica.

Este trabajo presenta la sintesis de compuestos hibridos N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-
CTS (7) y N-Boc-S-Bn-L-Cys-L-Cys-CTS (8) y su caracterizacion espectroscépica mediante
FTIR y termogravimétrica. La metodologia empleada propone por primera vez el uso de
nanofibras de quitosano solubles en agua para la incorporacion de quitosano de alto peso

molecular, el cual es poco empleado debido a su baja solubilidad.

(8) N-Boc-S-Bn-L-Cys-L-Cys-CTS

(7) N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-CTS

Palabras claves: quitosano, péptidos, compuestos hibridos, polimero, biofuncionalidad.
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ABSTRACT

Chitosan (CTS), a natural polymer obtained from fish industry waste and low
molecular weight peptides such as dimers and trimers have shown excellent activity as
therapeutic agents with potential application in the biomedical field. The combination of these
compounds may produce new molecules with enhanced mechanical and biological
properties; according to recent reports the insertion of peptides to chitosan has produced
positive effects including the improvement in mechanical properties, thermal stability,
morphology, degradability and biofunctionality. The influence of peptides attachment to
chitosan in the synthesis and biological activity of composite biomaterials production is little
explored, eventhough the synthesis of small peptides is more advantageous compared to
their high molecular counterparts including relative ease of synthesis, fewer side products
and reactions, higher yield, lower synthesis time, to name a few. Therefore, the low molecual
peptides attachment to chitosan is a highly attractive field of study for the production of hybrid
compounds with potential biological activity.

This work presents the synthesis of N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-CTS (7) and N-Boc-S-
Bn-L-Cys-L-Cys-CTS (8) hybrid compounds and their FTIR spectroscopic and
thermogravimetric characterization. The methodology of synthesis proposes for the first time
the use of water soluble chitosan nanofibers for the incorporation of high molecular weight
chitosan which is commonly difficult to handle due to its low solubility.

(8) N-Boc-S-Bn-L-Cys-L-Cys-CTS

(7) N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-CTS
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Abreviaturas, formulas y acronimos

o PP Alfa
s Grados Celsius
A Aminoacidos
ACO . . Acetato de etilo
AL Alanina
N o Arginina
] PP Acido Aspartico
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CHaCl o, e Diclorometano
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COSY Espectroscopia de Correlacién Homonuclear
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Dz e Benciloxicarbonil
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DM Dimetil formamida
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INTRODUCCION

En la actualidad los biomateriales se utilizan ampliamente en aplicaciones médicas,
tales como la administracién de farmacos y la ingenieria de tejidos [1]. Un biomaterial puede
ser cualquier material biocompatible y se define como cualquier sustancia, elemento o
combinacién de estos, ya sea sintético o natural en su origen, capaz de ser transformado en
un componente que se puede adaptar al cuerpo humano y que desarrolla una funcién en el
mismo [2]. Un biomaterial debe mostrar propiedades mecanicas apropiadas, estabilidad
quimica y dar lugar a una respuesta adecuada de un organismo in vivo a partir de células o

tejidos ex vivo o invitro [3].

El contacto directo entre un biomaterial y un tejido es necesario para evaluar y tratar
el problema en cuestion, por lo tanto factores como la toxicidad y la antigenicidad deben
estar por debajo de los valores del umbral, y la compatibilidad es la Gnica condicién

indispensable que debe cumplirse [1].

Los biomateriales mas utilizados, incluyen aleaciones metdlicas, polimeros,
ceramicos, sustancias bioldgicas y materiales compuestos por dos o mas componentes.
Dentro de los biomateriales compuestos los polimeros, ya sean de origen sintético o natural
se han convertido en una fuente muy importante para este fin y han sido ampliamente
empleados en catéteres, valvulas del corazdn, implantes oculares y biosensores, esto debido
a sus propiedades ajustables y singularidades como su facil manejo, biocompatibilidad,
bioabsorbabilidad y bioresorbabilidad. Los polimeros mas utilizados son: cloruro de polivinilo,
polipropileno, polimetilmetacrilato, poliestireno, acido polilactico, y polimeros naturales
(biopolimeros) como el quitosano, la celulosa, el acido hialurénico, el coladgeno y la gelatina
[4].

En general, los biopolimeros se utilizan en forma de peliculas, los biopolimeros de
alto peso molecular son ampliamente utilizados debido a que proporcionan una gran fuerza
de cohesion y capacidad de fusion. El grado de cohesion de la matriz del biopolimero afecta
las propiedades tales como la densidad, compacidad, porosidad, permeabilidad, flexibilidad y
fragilidad. Casi todos los biopolimeros naturales pueden ser utilizados para la preparacion de

peliculas y fibras [5].
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Dentro de los biopolimeros, el quitosano es ampliamente utilizado en la fabricacion de
biocompuestos ya que posee excelentes propiedades biolégicas, entre las cuales se
encuentran la biocompatibilidad con células humanas, la regeneracion de tejidos y su
actividad antimicrobiana, aunado su bajo costo debido a que proviene de los desechos de la
industria pesquera. Estudios recientes indican que el quitosano es mas versatil en la
liberacion de farmacos, diagnéstico, dispositivos para el reconocimiento de células tumorales

y dispositivos quirurgicos que van desde geles anti-adherentes hasta cubiertas estériles [6].

En este mismo sentido, el uso de péptidos como potenciales agentes terapéuticos
tiene como grandes ventajas su alta especificidad y su gran actividad. Esto implica que en
general tienen poca toxicidad, pocos efectos secundarios y que se administran en pequefias
dosis, reduciendo asi las cantidades de producto a sintetizar. Asi mismo no se acumulan en
el organismo, ya que poseen una vida media relativamente corta, lo que los hace buenos

candidatos para la sintesis de biomateriales compuestos [6].

Los péptidos presentan un amplio espectro de potenciales beneficios clinicos.
Actualmente hay seis amplias categorias para la aplicacién terapéutica de péptidos:
antibiéticos/antifangicos (antimicrobianos), antivirales, desordenes en el sistema inmune,

enfermedades cardiovasculares, desordenes neuronales y cancer [7].

Se han diseflado materiales compuestos a base de péptidos de elevado peso
molecular como una nueva clase de biomateriales, debido a sus propiedades quimicas,
fisicas y biolégicas Unicas, en donde se ha observado que la insercion de péptidos a
quitosano en forma de nanofibras ha tenido efectos positivos en los que incluyen la mejora
de las propiedades mecanicas la estabilidad térmica, la morfologia, la capacidad de
descomposicion y la biofuncionalidad de las fibras [3]. Algunos ejemplos incluyen
polipéptidos tipo elastina, polipéptidos derivados de leucina, péptidos anfifilicos vy
oligopéptidos idnicos. También se han incorporado nanoparticulas de insulina, en peliculas
de guitosano utilizadas como mucoadhesivo bucal [8], mientras que quitosano de bajo peso
molecular (CBPM) combinado con nisina (un péptido antimicrobiano con 34 residuos de
aminoacidos), presenta muy buena actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus
[9].

Los péptidos de bajo peso molecular han mostrado excelente actividad como agentes

terapéuticos [10], sin embargo, la influencia de este tipo de péptidos en su acoplamiento a
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quitosano para la sintesis de biomateriales compuestos con potencial actividad biolégica ha
sido poco explorada, aun cuando la sintesis de péptidos de cadena corta presenta ventajas
respecto a la de sus analogos de peso molecular elevado entre las que destacan su relativa
facilidad de sintesis, no presentar reacciones colaterales, tener rendimiento global mas alto y

menores tiempos de sintesis, solo por mencionar algunas [11].

En este contexto, se ha demostrado que pentapéptidos antitumorales Tyr-lle-Gly-Ser-
Arg al ser acoplados a quitosano han demostrado mayor actividad antimetastasica en
menores dosis que el péptido parental [12], incluso péptidos de dos residuos de aminoacido
de cisteina muestran actividad anticancerigena [13], mientras que el grado de alanilacion en
la membrana de S. aureus ha resultado vital para la actividad de agentes antibacterianos

catiénicos [9].

Las técnicas para el acomplejamiento de péptidos a quitosano asi como su
caracterizacion no son del todo trivial, y se dividen principalmente en dos; en la primera
ocurre una interaccion electrostatica dadas las caracteristicas policatiénicas del quitosano,
mientras que en la segunda se da por la generacion de un enlace formal. Un ejemplo de la
formacién compuestos mediante interaccion electrostética es el caso de la incorporacion de
L-cisteina, un agente antimicrobiano reconocido entre capas de quitosano y alginato de
sodio, este compuesto presentd un incremento de un 70 a 90% en la actividad
antimicrobiana respecto a su homologo sin L-cisteina [14], mientras que mediante la
formacion de un enlace formal, se ha sintetizado un complejo de quitosano de bajo peso con

un tripeptidico de Ser-Thr-Tyr [15].

La incorporacion de péptidos al quitosano ha generado efectos positivos en los que
se incluyen: la mejora de las propiedades mecanicas, la estabilidad térmica, la morfologia, la
capacidad de descomposicién y la biofuncionalidad, sin embargo, el uso de péptidos de bajo
peso molecular, los cuales poseen una excelente actividad como agentes terapéuticos ha
sido poco explorado. De tal forma que la incorporacion de éstos péptidos podria dar lugar a

la generacién de compuestos con propiedades bioldgicas y fisicas mejoradas.

Por otro lado, el manejo de quitosano de alto peso molecular ha representado en
general un reto importante en la sintesis de compuestos debido a su dificil solubilidad,
aunado al hecho de que la sintesis de compuestos hibridos quitosano-peptidicos emplea

agua como medio de reaccién y el quitosano es insoluble en este medio. Una alternativa
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para el uso de quitosano de alto peso molecular soluble en agua para la sintesis de estos

compuestos hibridos, es el uso de nanofibras de trifluoroacetato de quitosano, las cuales son
solubles en agua.

Por lo anterior el presente trabajo propone la sintesis de un compuesto hibrido a base
de péptidos de bajo peso molecular funcionalizados a quitosano de alto peso molecular. Los
péptidos empleados son trimeros de L-alanina asi como dimeros de L-cisteina, y por primera
vez se propone el uso de nanofibras de quitosano solubles en agua como materia prima para
la generacion de compuestos quitosano-peptidicos incorporando asi quitosano de alto peso
molecular comunmente de dificil manejo en la sintesis de biomateriales debido a su baja
solubilidad.
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ANTECEDENTES

2.1 Biometeriales

Un biomaterial puede ser cualquier material biocompatible y se define como cualquier
sustancia, elemento o combinacién de estos, ya sea sintético o natural en su origen, capaz
de ser transformado en un componente que se puede adaptar al cuerpo humano y que

desarrolla una funcién en el mismo [2].

Un biomaterial debe mostrar propiedades mecanicas apropiadas, estabilidad quimica
y dar lugar a una respuesta adecuada de un organismo in vivo a partir de células o tejidos ex

Vivo o invitro [3].

Los biopolimeros han sido ampliamente estudiados dadas aplicaciones farmacéuticas
en la liberacién de principios activos, localizacion de los farmacos en su diana terapéutica y
sobrepaso de barreras fisioldgicas (tisulares y celulares). Asi mismo, es notable la
importancia de su uso para el disefio de nuevos dispositivos biomédicos combinados, en los
cuales la necesidad de incorporar sustancias con actividad farmacoldgica ha llevado a la
generacibn de novedosas alternativas para el tratamiento de enfermedades en el ser
humano. La aplicacibn de estos materiales en el campo biomédico y en sistemas
terapéuticos farmacéuticos conlleva a la formacién de una interfase con el sistema bioldgico,
que requiere alta biocompatibilidad por parte del polimero. Los polimeros biocompatibles se
pueden obtener de fuentes naturales o sintéticas y al ser introducidos en el sistema biol6gico

se consideran biomateriales poliméricos o biopolimeros [16].

Dentro de los biopolimeros, el quitosano ha sido ampliamente utilizado en la
fabricacion de biocompuestos ya que posee excelentes propiedades biolégicas, entre las
cuales se encuentran la biocompatibilidad con células humanas, la regeneracion de tejidos y
su actividad antimicrobiana, aunado a su bajo costo. Estudios recientes indican que el
quitosano es mas versatil en la liberacion de farmacos, diagnéstico, dispositivos para el
reconocimiento de células tumorales y dispositivos quirargicos que van desde geles anti-
adherentes hasta cubiertas estériles [17]. En este mismo sentido, el uso de péptidos como
potenciales agentes terapéuticos tiene como grandes ventajas su alta especificidad y su gran
actividad, razén por se han disefilado compuestos a base de péptidos de elevado peso
molecular como una nueva clase de biomateriales, haciendo uso de sus propiedades

guimicas, fisicas y biologicas unicas [2].
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2.2 Quitosano

La quitina y el quitosano, su derivado principal, son polimeros naturales y constituyen
recursos naturales renovables. Su interés cientifico es cada vez mayor debido a su amplio
campo de aplicacion relacionado con la quimica, bioquimica, farmacologia, ciencia de los
alimentos y la ciencia macromolecular [17]. El quitosano puede ser definido como una
poliamina lineal de alto peso molecular con grupos amino e hidroxilo reactivos (Figura 1). Se
comporta como un poli electrdlito catidnico y por debajo de pH 6.5 presenta una alta
densidad de carga, se adhiere facilmente a las superficies negativamente cargadas y puede

formar quelatos con iones metélicos [17].

HO HO HO
NH, NH, 5 NH
i Jo A

Figura 1. Estructura del Quitosano

El quitosano muy raramente se presenta como tal en la naturaleza. Por lo que suele
obtenerse por desacetilacién de la quitina en soluciones alcalinas concentradas (Figura 2).
La estructura de estos dos compuestos sélo difiere en que presentan una sustitucion
acetamida, para el caso de la quitina y una sustitucion amino en el quitosano. Tan posible es
el paso de quitina a quitosano por desacetilacion como la reversion de éste a quitina por

acetilacion [18].

OH OH OH
o)
HO o) % o) °

HO
nH| HO HO

<L oK X

Figura 2. Estructura de la Quitina
Por su naturaleza policationica, el quitosano ha sido usado para la complejacién de
proteinas acidicas en una variedad de fluidos biol6gicos, los cuales pueden ser manipulados

con relativa facilidad [19].
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Pocos polimeros biolégicos tienen un contenido tan alto de aminas primarias como el
guitosano, mismas que confieren importante propiedades funcionales al quitosano y que
pueden ser explotadas para la biofabricacion. El pH sustancialmente altera el estado y las
propiedades del quitosano; a bajo pH las aminas se protonan y se cargan positivamente, el
quitosano se convierte en poli electrdlito catidnico soluble en agua, sin embargo a pH altos,
las aminas del quitosano se desprotonan por lo que el polimero pierde su carga y se
convierte en insoluble en agua, es importante destacar que en el quitosano con un pH
cercano a la neutralidad es decir, entre 6 y 6.5, se produce una transicion entre soluble e
insoluble, el cual es un intervalo particularmente conveniente para aplicaciones biolégicas
[20]. Cuando se utiliza como soporte liberador de farmacos, el quitosano se caracteriza por
su gran biocompatibilidad y por poder ser absorbido totalmente in vivo. Por su capacidad de
intercambio i6nico, el quitosano disminuye apreciablemente el nivel de colesterol de la
sangre, de modo similar a como lo hace la colestiramina. Por otra parte se ha estudiado el
empleo de membranas de quitosano en el transporte de iones, la didlisis de la sangre y la

liberacion controlada de medicamentos [17].

Las funciones antibacterianas del quitosano y sus derivados se deben a su naturaleza
cationica, se cree que es el factor primario que contribuye a su interaccion con la superficie

de la célula microbiana cargada negativamente, produciendo un deterioro de la actividad
bacteriana [21]. La actividad antibacteriana del quitosano depende de su grado de
acetilacion, su peso molecular y el disolvente empleado [22]. Dentro de las aplicaciones
farmacologicas, el quitosano ha destacado como: antibacteriano [23], anticancerigeno [24],

anticoagulante [25] y antifingico [26].

De acuerdo con la cantidad de monémeros unidos a la cadena de quitosano, se
puede clasificar al quitosano en bajo y alto peso molecular, las caracteristicas de estos
difieren considerablemente, se ha encontrado que el quitosano de alto peso molecular
presenta mejoras en las propiedades térmicas y mecanicas, los resultados muestran mejor
resistencia a la traccion y alargamiento, sin embargo, el quitosano de bajo peso molecular ha
mostrado superior permeabilidad en la formacién de membranas y peliculas [27]. Una de las
propiedades fisicas que también se ven afectadas es la solubilidad, se ha demostrado que el
quitosano de bajo peso molecular muestra una mejora en la solubilidad en soluciones

acuosas [28]. Otra de las principales diferencias entre el quitosano de bajo y alto peso
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molecular es la actividad biologica, reportes muestran que el quitosano alto peso molecular

ha mostrado tener mayor efecto antifingico [28].

2.3 Péptidos

Un péptido es una cadena de aminoacidos unidos mediante enlaces amida de forma

similar a como lo hacen las proteinas (Figura 3).
Enlace peptidico

0 0 R’ \ o
H N\)J\ HO )J\/NHz
N \:)I\OH “ YoH \ﬂ/v\H £
R’ R o
Dipéptido

Dos a-aminoacidos

Figura 3. Enlace Peptidico.

Hay 20 aminoacidos naturales denominados proteinogénicos, que son los que se
encuentran codificados en el ADN y son los componentes basicos de las proteinas (Tabla 1).
Los péptidos también pueden incorporar otros aminoacidos, que se conocen como no
naturales, no proteinogénicos o no codificados, ademas de muchos otros derivados

estructurales como heterociclos, azucares, etc [29, 30].

Aminoacido Abreviacion Simbolo Aminoacido Abreviacion Simbolo
Glicina Gly G Metionina Met M
Alanina Ala A Serina Ser S
Valina Val \% Treonina Thr T
Leucina Leu L Lisina Lys K
Isoleucina lle I Arginina Arg R
Prolina Pro P Histidina His H
Fenilalanina Phe F Asparagina As N
Tirosina Tyr Y Glutamina GIn Q
Tript6fano Trp W Acido Glutamico Glu E
Cisteina Cys C Acido Aspartico Asp D

Tabla 1. Principales 20 Aminoacidos.
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Los péptidos presentan un amplio espectro de potenciales beneficios clinicos,
actualmente hay seis amplias categorias para la aplicacion terapéutica de péptidos:
antibiéticos/antifangicos (antimicrobianos), antivirales, desordenes en el sistema inmune,

enfermedades cardiovasculares, desordenes neuronales y cancer [7].

Los péptidos antimicrobianos (PAM) generalmente contienen de 15 a 45 residuos de
aminoacidos, son moléculas efectoras de la inmunidad innata que se caracterizan por el
amplio rango de patdgenos susceptibles y la baja induccion a la resistencia [31]. Se ha
encontrado que tanto los péptidos antimicrobianos naturales como los sintéticos muestran un
amplio espectro de actividades frente a bacterias gram-negativas y gram-positivas,

incluyendo cepas de bacterias, algunos hongos, virus y parasitos [32].

Storm y colaboradores reportaron una clase de péptidos antimicrobianos de cadena
corta compuestos de secuencias ricas en Arg y Trp [10]. El andlisis farmacéforo en estos

péptidos reveld que las cadenas tan cortas como trimeros de secuencias tales como Arg-

Trp-Arg y Trp-Arg-Trp tienen actividad antimicrobiana (figura 4).

NH,
HN=<
HN NH NH
— =
o
H
N\/U\ OH
H,N y N H
2 H N
(0] g O H,N
0]
HN

Figura 4. Estructura Arg-Trp-Arg y Trp-Arg-Trp [10].

Por otro lado péptidos antimicrobianos ricos en cisteina son elementos fundamentales
de la defensa inmune innata contra las infecciones bacterianas y fangicas, entre la familia de
los artropodos y en mayor medida entre los invertebrados [33], la cisteina es un aminoacido

cuya cadena R es un grupo tiol o sulfidrilo que le confiere gran reactividad a la molécula.

En un trabajo reciente, Biswadip y colaboradores reportaron la actividad

anticancerigena de cuatro dipéptidos antimicrobianos con dos fragmentos de cisteina A, B, C

y D (Figura 5), mostrando que tenian una potente actividad contra células cancerigenas [13].
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Figura 5. Péptidos antimicrobianos base cisteina con actividad anticancerigena [13].

Estas caracteristicas incomparables también se han mostrado con las unidades
fundamentales de los péptidos, los aminoacidos, Chen reportd que la captacién de alanina
reduce significativamente la carga de la superficie celular aniénica de S. aureus,

debilitandola y haciéndola propensa a un agente antibacteriano [9].
2.4 Compuestos Quitosano Peptidicos

La incorporacion de péptidos a las cadenas de quitosano se ha reportado a través de
dos tipos vias: donde ocurren interacciones electrostaticas y forma través de la formacion de

un enlace formal.

En los compuestos donde la incorporacion se da mediante interacciones por fuerzas
electrostaticas, estas ocurren por la naturaleza policationica del quitosano y los grupos
cargados negativamente que existen en algunos aminodacidos, por ejemplo el acido aspartico
(Asp) y el acido glutamico (Glu) [34]. Otro ejemplo de esto es el reportado en 2014 donde se
encontré que el amino&cido L-cisteina, un agente antimicrobiano reconocido fue incorporado
entre capas de quitosano y alginato de sodio sobre una muestra de algodon, la pelicula
multicapa con L-cisteina mostré mejores propiedades antibacterianas contra Staphylococcus
neumonia aureus y Klebsiella, los resultados son de un 70 a 90% de incremento en la
actividad antimicrobiana respecto a su homologo sin L-cisteina [14]. A través de este mismo

tipo de interacciones, la nisina (un péptido antimicrobiano 34 residuos) se ha incorporado a
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guitosano de bajo peso molecular (CBPM) originando un agente antibacteriano catiénico que
inhibe el crecimiento bacteriano mediante la interaccion con la pared de la célula con carga
anionica [9]. En este mismo sentido también se han incorporado nanoparticulas de insulina
en peliculas de quitosano las cuales se han utilizado como mucoadhesivo bucal, el uso de
peliculas de quitosano funcionalizadas produjo una mejora de 1.8 veces comparado con la

aplicacion ex vivo de insulina [8].

A través de la formacion de un enlace formal, Nishiyama reporta el acomplejamiento
de un péptido de cinco residuos de aminoacido a base de Tyr-lle-Gly-Ser-Arg, resultando un
material compuesto que ha demostrado mejores resultados en cuanto a la actividad
antimetastasica y en menores dosis que el péptido parental, para este compuesto se
propuso una sintesis de cinco pasos con el uso de agentes acoplantes y disolventes de
caracteristicas téxicas como la N,N-Dimetilacetamida (DMAc) [12]. Con el uso de
condiciones mas suaves, se ha reportado la sintesis de un complejo quitosano-peptidico a
través de la formacion de un enlace entre las cadenas del quitosano de bajo peso molecular
y el péptido Ser-Thr-Tyr utilizando como solventes agua y dimetilsulfoxido (DMSO), asi como

un agente acoplante [15].

Como puede observarse la incorporacion de péptidos al quitosano, ya sea a través de
interacciones electrostaticas o por la formacién de un enlace formal ha mostrado en todos los
casos una mejora 0 potenciacion de las cualidades de los componentes actuando
individualmente, tomando ventaja de que el quitosano exhibe excelentes propiedades
biolégicas, como biocompatibilidad, regeneracién de tejidos y actividad antimicrobiana al
proporcionar sitios que se pueden emplear para el montaje de péptidos y que por su parte
los péptidos pueden mejorar las propiedades mecanicas y térmicas de polimero. Los
péptidos de cadenas cortas han demostrado poseer una actividad antimicrobiana homologa
a las de sus semejantes de cadenas mucho mas extensas, y en el caso de la sintesis se
minimiza la produccién de residuos secundarios y el uso de grupos protectores. Es asi que
debido a sus propiedades individuales, la combinacion quitosano-péptidos resulta altamente

atractiva en el desarrollo de biomateriales compuestos.

Por otro lado, en su mayoria los compuestos quitosano-péptidos hasta ahora
desarrollados contienen quitosano de bajo peso molecular debido que el quitosano de alto
peso molecular es de dificil manejo dada su baja solubilidad y es el mas utilizado en la

sintesis de compuestos base quitosano. Es asi que la produccién estos compuestos
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conteniendo quitosano de alto peso molecular representa un reto importante de sintesis. Una
alternativa para este fin propuesta en el presente trabajo es el uso de nanofibras de acetato
de quitosano como materia prima debido a que son solubles en agua, esto representa una
solucion viable para la generacién de compuestos hibridos quitosano-peptidicos con el uso
de quitosano de alto peso molecular.
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JUSTIFICACION

Se propone la sintesis y caracterizacién de compuestos hibridos quitosano-peptidicos

con base en los siguientes fundamentos:

El quitosano es un polimero natural abundante, barato, biodegradable, biofuncional y
biocompatible, presenta la facil formacion de peliculas y su acomplejamiento con péptidos ha
demostrado tener efectos positivos en sus caracteristicas funcionales y biolégicas, y el uso
de quitosano de alto peso molecular en las sintesis de biomateriales representa un reto

importante.

Los péptidos de bajo peso molecular, de 2 hasta 5 residuos de aminoéacido, han
demostrado actividad biolégica importante como antimicrobianos y anticancerigenos. La
sintesis de péptidos con potencial actividad terapéutica con 2 y 4 residuos de aminoacidos
acoplados a polimeros naturales los hace buenos candidatos en la produccion a gran escala.

Su incorporacion a las cadenas del quitosano ha sido poco estudiada.

Las caracteristicas de ambos materiales propicia la funcionalizacion para la formacion
del compuesto hibrido, y después de una exhaustiva blsqueda en la bibliografia se encontré
gque la informacién sobre la integracién de compuestos tan versatiles como los péptidos en la
matriz del quitosano es muy escasa, por lo que esta investigacion ofreceria informacion
importante sobre la sintesis y caracterizacién de un biomaterial que ofrece una combinacion

Unica de propiedades.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y caracterizar los compuestos basados en los péptidos N-Cbz-L-Ala-L-Ala-

L-Ala-OH (4), N-Boc-S-Bn-L-Cys-L-Cys-OH (6), acoplados a quitosano para dar lugar a los
compuestos hibridos: N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-CTS (7) y H2N-S-Bn-L-Cys-L-Cys-CTS (8).

H Q H o 0) /S
o N AL 19
Y o T OH o._N \ OH
o = o = >( T H/\f(
@] @]
S
(4) N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-OH
(6) N-Boc-S-Bn-L-Cys-L-Cys-OH
OH OH OH
o) o o O OH
HO LO
H&/ H@ HO
NH Ox-NH o NH
/A HNj'I///

(7) N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-CTS
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OH
O HO HO NH
0=
(@]
\ S\ }:o

H,N
(8) N-Boc-S-Bn-L-Cys-L-Cys-CTS
OBJETIVOS PARTICULARES

a) Sintesis y caracterizacion de los péptidos 4 y 6 por medio de técnicas espectroscopicas
(RMN, IR).

b) Acoplamiento de los péptidos 4 y 6 a quitosano de alto peso molecular (CTS).

¢) Formacion y caracterizacién de peliculas de los compuestos 7 y 8.
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METODOLOGIA

Estrategia Sintética; Compuestos peptidicos.

La obtencion del trimero de L-alanina 4 describe en el esquema general 1.
Inicialmente con el acoplamiento via anhidridos mixtos del carbamato de L-alanina a y el
aminoéster de L-alanina b se obtuvo el dimero correspondiente 1 al cual se le realizé una
hidrdlisis en medio basico obteniendo el producto 2, mediante una reacciéon de condensacion
intermolecular con el aminoéster a se dio lugar al trimero diprotegido 3 y como ultimo paso
en la ruta sintética, se hidrolizé el trimero diprotegido para la obtencién del trimero

monoprotegido 4.

0
HEN\/!L H Q 0
H
r OH % a iBBCI, DIEA @\/0 N\_)LN By 0 N\)LN OH
: AN P E’ LOH . \g’ -

4 THF H
0 6 THF/H,0 -2 o}
HzN\_)LO/ 1 0
L-Alanina £ iBBCI, DIEA | HaN -
=0
b THF :
SUUS NS WITR<UN BBV S
0 ‘
TN\,)LNJ\WN\.)LOH LioH O\g’”\_)\w N Ao
: H H THF/H,0 : H :
o = g ¢ = B
4 3

Esquema general 1. Sintesis de N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-OH (4)

Por otro lado la obtencién del dimero de L-cisteina 6 (esquema general 2) se inicié
con la obtencién del carbamato ¢ y aminoester d de L-cisteina, los cuales se acoplaron via
anhidridos mixtos para obtener el dimero correspondiente 5 al cual se le realiz6 como ultimo

paso en la ruta sintética una hidrélisis en medio basico obteniendo el producto 6.
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Esquema general 2. Sintesis de N-Boc-S-Bn-L-Cys-Cys-OH (6)

Estrategia Sintética; Sintesis de compuesto hibrido.

Una vez obtenidos los aminoacidos y péptidos objetos de este estudio se procedio
con el acoplamiento entre el quitosano y los péptidos utilizando un agente acoplante. Para
fines exploratorios se inicia con el acoplamiento con los carbamatos de L-alanina a y L-
cisteina c, siguiendo la técnica descrita por Jayaraman [15], pero haciendo una significativa
variacion al utilizar CTS de alto peso molecular el cual ha demostrado tener mejores
propiedades tanto morfolégicas como bioldgicas, sin embargo, para emplear CTS de alto
peso molecular en el presente trabajo se propone el uso de nanofibras de quitosano las
cuales son solubles en agua al presentarse en forma de una sal (triflouacetato de quitosano).
La formacion de esta sal se genera por la interaccion del quitosano y el disolvente empleado
en el proceso de electrospinning, el acido trifluoroacético. Adicionalmente se emplea un
medio neutralizante (base). De acuerdo a lo explicado anteriormente, la ruta sintética queda

de la siguiente manera (esquema general 3):
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Esquema general 3. Sintesis de compuesto hibrido

Una vez que acoplados los carbamatos de los aminoacidos L-alanina a y L-cisteina c

para dar lugar a los compuestos hibridos quitosano-aminoéacido, se procede con la sintesis
de los compuestos hibridos de N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-CTS (7) y S-Bn-L-Cys-Cys-CTS (8),

objetos de este trabajo, empleando la misma metodologia descrita para los compuestos

hibridos quitosano-aminoacidos. Por lo que se propone los siguientes esquemas de

reaccion:

OH OH OH

HO HO HO
NH NH
wy

J

wy L wy  Jn
S N N
OTNH OTNH OTNH
" "y "
HN 1y HL HL 1y
o’\§ o © o ©

S, o

Esquema 1. Sintesis del compuesto N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-CTS (7)
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Esquema 2. Sintesis del compuesto S-Bn-L-Cys-Cys-CTS (8)
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DISCUSION DE RESULTADOS

Sintesis de Péptidos

De acuerdo al objetivo del presente trabajo, se comenzé con la seleccion de los

aminoacidos y grupos protectores de los péptidos a sintetizar. En cuanto a la obtencion del

trimero de L-alanina, el primer paso en la ruta sintética fue la proteccion del grupo amino de

la alanina con cloroformiato de bencilo y como base NaOH, reaccionado a 0 °C con agitacion

por 24 h, obteniéndose cristales blancos con un punto de fusién de 72-74 °C, con un

rendimiento de 85%.

CszI
H,N \)LOH

NaOH

L-Alanina

SV

a

Esquema 3. Preparacion de N-Cbz-L-Ala-OH (a)

El espectro de RMN H de este compuesto (figura 6), muestra en 9.00 ppm una sefial
caracteristica de OH 12, en 7.30 ppm una sefial mdultiple caracteristica aromaticos,

confirmando la presencia del grupo protector Cbz que integra para 5 hidrogenos, en 5.15
ppm dos sefiales dobles asignadas al metileno 5 del grupo Cbz la cual integra para dos

hidrégenos, en 4.40 ppm se observa una sefial multiple del metino 2 que integra para un

hidrégeno y en 1.40 ppm una sefial doble del metilo 3, la cual integra para tres hidrogenos.

Aromaticos
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~
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Figura 6. Espectro RMN *H de N-Cbz-L-Ala-OH (a) en CDCls
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Por otro lado, la L-alanina se hizo reaccionar con metanol y cloruro de tionilo durante

24 horas a 0 °C en agitacion, obteniendo el éster metilico b como cristales hidroscépicos en

(e}
HN \)LOH >
= MeOH

o

forma de agujas con un rendimiento de 97%.
(0]
socl
- HZN\.)LO/

L-Alanina

Esquema 4. Preparacion de H:N-L-Ala-OMe (b)

El espectro de RMN H de este compuesto (figura 7), muestra en 4.10 ppm una sefial
cuadruple del metino 2 que integra para un hidrogeno, en 3.80 ppm una sefal simple para el
metilo 4 del éster que integra para tres hidrégenos y en 1.50 ppm una sefial doble asignada

al metilo 3 que integra para tres hidrégenos.
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Figura 7. Espectro RMN *H de H:N-L-Ala-OMe (b) en CDsOD

Una vez obtenidos a y b se procedié al acoplamiento via anhidridos mixtos, utilizando
como agente activante el acido carboxilico iso-butilcloroformiato (iBBCI), como base
diisopropiletilamina (DIEA) y como disolvente tetrahidrurofurano (THF), reaccionando durante
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24 h a 0 °C, se obtuvieron cristales blancos con un punto de fusion de 84-86 °C, con un

rendimiento de 87%.

iBBCI

DIEA, THF

Esquema 5. Preparacion de N-Chz-L-Ala-L-Ala-OMe (1)

En el espectro de RMN H de este compuesto (figura 8), se observa en 7.30 ppm una
seflal multiple caracteristica de los grupos aromaticos, debido a la presencia del grupo
protector Chz la cual integra para 5 hidrégenos, en 6.70 ppm una sefial simple ancha
caracteristica de amida NH-5, en 5.50 ppm una sefal simple ancha caracteristica de amida
NH-2, en 5.15 ppm una sefal simple por la presencia del metileno 8 del grupo Cbz la cual
integra para dos hidrégenos, en 4.60 ppm una sefial multiple para el metino 5 que integra
para un hidrégeno, en 4.30 ppm una sefial multiple para el metino 2 que integra para un
hidrogeno, en 3.70 ppm una sefial simple por la presencia del metilo 15 del éster la cual

integra para tres hidrégenos, en 1.33 ppm dos sefales dobles con J= 7.9 Hz por la presencia

de los metilos 3y 6, la cual integra para seis hidrégenos.
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Figura 8. Espectro RMN *H del N-Cbz-L-Ala-L-Ala-OMe (1) en CDCls;
El siguiente paso en la ruta sintética fue la hidrdlisis de N-Cbz-L-Ala-L-Ala-OMe (1) en

medio béasico con hidroxido de litio (LiOH) y como disolventes THF, H.O y MeOH,
reaccionando por 4 h a 0 °C, obteniendo un sélido blanco con punto de fusion 126-128 °C y

LiOH, MeOH ©\/o N J\n/OH
o) o
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THF/H,0
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un rendimiento de 85%.
@\/O
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0

Esquema 6: Preparacion de N-Chz-L-Ala-L-Ala-OH (2)

ZT
e
T

En el espectro de RMN !H de este compuesto (figura 9) se observan las sefales

caracteristicas del dipéptido N-Chz-L-Ala-L-Ala-OMe (1), a excepcién de la sefial en 3.70
ppm del metilo del éster que no esté presente, corroborando que la reaccion de hidrdlisis se

llevd a cabo correctamente.
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Figura 9. Espectro RMN *H dipéptido del N-Cbz-L-Ala-L-Ala-OH (2) en CDs;OD
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Una vez obtenido N-Cbz-L-Ala-L-Ala-OH (2) se procedié a acoplarlo al fragmento b,

via anhidridos mixtos, como se muestra en el Esquema 7. El tripéptido N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-
Ala-OMe (3) se obtuvo en forma de cristales finos con un rendimiento de 57% y punto de

fusién de 86-88 °C.
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Esquema 7: Preparacion de N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-OMe (3)

El espectro de RMN H de este compuesto (figura 10) exhibe en 7.30 ppm una sefial
multiple caracteristica de los grupos aromaticos, por la presencia del grupo protector Chz la
cual integra para 5 hidrégenos, en 7.10 ppm sefal doble ancha caracteristica de amida con
J= 6.5 Hz de NH-8, en 6.90 ppm una sefial doble ancha caracteristica de amida con J= 7.7
Hz de NH-2, en 5.50 ppm sefial doble de amida con J= 7.1 NH-5, en 5.10 ppm dos sefiales
dobles con J= 12.1 de 11 del grupo Cbz la cual integra para dos hidrégenos, en 4.50 ppm
una sefal multiple para los metinos 2 y 8 que integra para dos hidrogenos, en 4.20 ppm una
sefial multiple para el metino 5 que integra para un hidrogeno, en 3.70 ppm una sefial simple
del metilo de éster 18 que integra para tres hidrégenos y en 1.40 ppm tres dobles
traslapadas por la presencia de los metilos 3, 6 y 9, con J= 7.2 la cual integra para nueve

hidrogenos.
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Figura 10. Espectro RMN H del N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-OMe (3) en CDCl

Una vez obtenido el trimero de L-alanina diprotegido, el siguiente paso en la ruta
sintética fue la hidrélisis en medio basico con hidréxido de litio (LiOH), empleando como

solventes THF, H,O y MeOH, reaccionando por4 h a0 °C

s N¢ ¢L o (7Y UL ﬁw
4

THF/HzO
3

0°C,4h
Esquema 8. Preparacion de N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-OH (4)

En el espectro de RMN !H de este compuesto (figura 11) se observan las sefales
caracteristicas del tripéptido N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-OMe (4), a excepcion de la sefial en
3.70 ppm del metilo del éster la cual desaparece, corroborando que la reaccion de hidrélisis

se llevé a cabo correctamente
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Figura 11. Espectro RMN *H del N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-OH (4) en DMSOds

En cuanto a la obtencion del dimero de L-cisteina, el primer paso en la ruta sintética
fue la bencilacion de la L-cisteina, la reaccién se llevé a cabo por medio de la adicion de
bromuro de bencilo (BnBr) y TEA a la L-cisteina, reaccionando por 2h a 0 °C; obteniéndose
el producto como un polvo fino con punto de fusion de 218-220 °C, con un rendimiento 85%.

(0] @]
H5N H>N
2 fLOH ) fLOH
BnBr
SH 3 S
TEA
L-cisteina 0°C2h K@
S-Bn-L-Cys

Esquema 9. Obtencion de S-Bn-L-Cys

Una vez formado el tioeter de la L-cisteina el siguiente paso fue la formacion del

carbamato de terbutilo d, para lo cual se hizo reaccionar la S-Bn-L-cisteina con diterbutil
dicarbonato (Boc,O), TEA como base, en una mezcla H.O/MeOH, a temperatura ambiente

durante 48 h, obteniéndose el producto como una miel amarilla, con un rendimiento 95%.
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Esquema 10. Obtencion de N-Boc-S-Bn-L-cisteina-OH (c)

En el espectro de RMN 'H de este compuesto (figura 12) se observa en 7.26 ppm una
sefial caracteristica de grupos aromaticos, del grupo protector bencilo, en 6.07 ppm sefial
simple ancha del OH 13, en 5.36 ppm la sefial doble con J= 7.3 Hz NH, en 4.51 ppm una
sefial multiple para el metino 2, en 3.74 ppm una sefial simple para el metileno 4 que integra
para dos hidrogenos, en 2.90-2.70 una sefial doble de dobles para el metileno con J= 16, 12
Hz 3 que integra para dos hidrégenos, en 1.45 ppm una sefial simple por la presencia de los
metilos equivalentes de grupo Boc 12, 12’y 12”7, la cual integra para nueve hidrégenos.
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Figura 12. Espectro RMN 'H de N-Boc-S-Bn-L-Cys-OH (c) en CDCls
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Por otro lado, la obtencion del éster metilico de la L-cisteina d se llevdo a cabo

mediante la reaccién con metanol y cloruro de tionilo a 0 °C, obteniéndose el producto como
un polvo fino de punto de fusion de 188-190 °C, con un rendimiento de 65%.
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E— .
S o°c S
| 24n |
S-Bn-L-Cys d

Esquema 11. Obtencion de S-Bn-L-Cys-OMe (d)

En el espectro de RMN *H de este compuesto (figura 13) se observa en 7.31 ppm una
sefal caracteristica de aroméaticos, por la presencia del grupo protector bencilo, en 3.95 ppm
una sefal doble de dobles con J= 8.2, 4 Hz de 2 que integra para un hidrégeno, en 3.80 ppm
una sefial simple para el metilo 11 que integra para tres hidrégenos y en 2.88-2.70 una sefial

doble de dobles con J= 14.8, 8.3 Hz, para el metileno 3, que integra para dos hidrégenos.
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Figura 13. Espectro RMN 'H de S-Bn-L-Cys-OMe (d) en CDsOD

Una vez obtenidos ¢ y d se procedi6 a su acoplamiento via anhidridos mixtos,
utilizando como agente activante al iBBCl, como base DIEA y como disolvente THF,
caracteristico.

reaccionando durante 24 h a 0 °C, el producto de la reaccién fue una miel amarilla de olor

Esquema 12: Obtencién de N-Boc-S-Bn-L-Cys-Cys-OMe (5).

El espectro de RMN *H del producto resultante (figura 14) se observa en 7.26 ppm
una sefial mdltiple caracteristica de los grupos aromaticos, por la presencia del grupo
protector bencilo la cual integra para 10 hidrégenos, en 4.61 ppm una sefial doble con J= 6.7

Hz para el metino 2 y 4.31 ppm una sefial doble con J= 4.1 Hz para el metino 4, en 3.75 ppm
grupo protector Boc.

una sefial doble de dobles con J= 8.1, 3.4 Hz para los metilenos 6 y 6" que integra para 4
hidrégenos, en 3.30 ppm una sefal traslapada para el metilo del grupo éster 15y de 2.60 a
3.00 ppm un sistema de dos dobles de dobles para los metilenos 5y 5" que integra para 4

hidrégenos y en 1.45 ppm una sefial doble con J= 5.2 Hz que integra para 9 protones por el
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Figura 14. Espectro RMN H de S-Bn-L-Cys-Cys-OMe (5) en CD;0OD

sintética fue la hidrdlisis en medio basico con hidréxido de litio (LIOH) empleando como
solventes THF, H,O y MeOH, reaccionando por 4 h a 0 °C.
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Esquema 13. Obtencion de N-Boc-S-Bn-L-Cys-Cys-OH (6)
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Una vez obtenido el dimero de L-cisteina diprotegido 5, el siguiente paso en la ruta
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En el espectro de RMN 'H de este compuesto (figura 15) se observan las sefiales
caracteristicas del dipéptido, ademés de apreciar que la sefial de 3.30 ppm caracteristica del

éster metilico desaparece lo cual es una prueba de la hidrélisis de N-Boc-S-Bn-L-Cys-Cys-
OMe (5).
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Figura 15. Espectro RMN 'H de S-Bn-L-Cys-Cys-OH (6) en CDClz
Sintesis de Compuestos Hibridos

Una vez sintetizados los compuestos peptidicos, se llevé a cabo la sintesis y
caracterizacion de los compuestos hibridos quitosano-peptidicos, las pruebas preliminares
se realizaron con los aminoacidos N-protegidos tanto de L-alanina a como de L-cisteina c.
Una vez obtenidos estos compuestos, se realizaron los acoplamientos peptidicos y se
caracterizaron por IR. Adicionalmente, se comparoé el efecto de los disolventes en la reaccién
de acomplejamiento y finalmente, se realiz6 la caracterizaron mediante RMN de un

compuesto hibrido en forma de nanofibras obtenido mediante el proceso de electrospinning.

La reaccion de acomplejamiento de los aminoacidos se realiz6 utilizando como medio
de reaccion la mezcla de disolventes DMSO/H,O, como agente acoplante a la 1-Etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y empleando N,N-Diisopropiletilamina (DIEA) como
medio neutralizante de las nanofibras de quitosano, esta mezcla de sometié a reacciéon a 0

°C durante 3 h obteniéndose como producto una pelicula quebradiza.
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El producto resultante se caracterizd6 mediante espectroscopia de infrarrojo, utilizando

la técnica de ATR. La figura 16 muestra un comparativo de los espectros IR de quitosano y el
producto de reaccion donde es posible observar diferencias importantes: en la banda de
2970 cm™ se observa un cambio atribuido a la vibracion de tensién (v) C-H en especifico por
la presencia de metilos en el producto de reaccién, en 1717 cm™ se evidencia la aparicién de
una banda de v C=0 de éster por la presencia del carbamato de L-alanina, mientras que en
las vibraciones en 1640 cm? y 1532 cm? se observan cambios significativos con un
significativo aumento en su intensidad como un evidente desplazamiento. La primera sefial
corresponde a la vibracién de v C=0 de amida y la segunda a la vibracién de flexién (&) N-H
de amida, y sus cambios tanto en intensidad como en posicion se atribuyen a la formacion
de enlaces amidicos entre los grupos NH; del quitosano y la N-Cbz-L-Ala, mientras que en
1061 cm™ y 1026 cm™ se observan sefiales intensas asociadas a v de C-OH asi como las de
C-N. En base a estos cambios se propone que la interaccién entre el quitosano y el
compuesto hibrido N-Chz-L-Ala-CTS (7a), se lleva a cabo mediante la formacion de enlaces
amida. La estructura del producto resultante se propone en el esquema 14 y en el espectro

de la figura 16.
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Figura 16. Espectro de FTIR N-Cbz-L-Ala-CTS (7a) vs CTS.
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Esquema 14. Obtencion de N-Cbz-L-Ala-CTS (7a).

La figura 17 muestra un comparativo de los espectros IR de quitosano y el compuesto
resultante de la reaccién entre el N-Boc-S-Bn-L-Cys-OH (c) y el quitosano. Se observan
diferencias importantes: la banda de 2977 cm™ presenta un significativo incremento en la
intensidad, asi como un evidente desplazamiento lo cual es atribuido a la presencia de
vibraciones v C-H por la presencia de metilenos en la molécula en 1737 cm™ se observa la
aparicion de una banda que corresponde a vibraciones v C=0 de éster lo que sugiere la
formacion de un enlace tipo éster entre el grupo carboxilo del aminoacido y los grupos
oxidrilo del quitosano, a diferencia del compuesto formado entre el quitosano y la N-Cbz-L-
Ala presentado anteriormente, las bandas de 1651 cm™ y 1567 cm™ atribuidas, la primera a
vibraciones v C=0 de amida y la segunda a vibraciones & N-H de amida no presentan
cambios ni en posicién ni en intensidad, por lo que se rectifica el acomplejamiento entre el
quitosano y el S-Bn-L-Cys mediante la formacién de enlaces tipo éster con los grupos
oxidrilo del quitosano, descartando la formacién de amidas con los grupos amino libres.
Finalmente en 1062 cm™ y 1026 cm™ se observan sefiales intensas asociadas a v de C-OH
asi como de C-N. En base a lo anterior, se propone la estructura mostrada en la figura 17 y

el esquema 15.
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Figura 17. Espectro de FTIR S-Bn-L-Cys-CTS (8a) vs nanofibras de CTS

Esquema 15. Obtencion de S-Bn-L-Cys-CTS (8a)

Adicionalmente se acomplejo N-Boc-L-Ala-OH a quitosano para corroborar la
desproteccion de grupo protector Boc en presencia del Trifluoroacetato de quitosano de

acuerdo al esquema 16.
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Esquema 16. Obtencion de L-Ala-CTS (7b).

La figura 18 muestra un comparativo de los espectros IR del quitosano y del
compuesto hibrido producto de su reaccion con N-Boc-L-Ala. En la banda de 3362 y 3285
cm?® hay un cambio de desplazamiento asi como de intensidad por el cambio en las
interacciones por puentes de hidrégeno, de 2927 cm™ se observa un cambio atribuido por la
presencia de vibraciones v C-H, por la presencia de metilos en la molécula, las bandas de
1648 cm? y 1567 cm™ atribuidas, la primera a vibraciones v C=0 de amida y la segunda a
vibraciones & N-H de amida sufren cambios de intensidad, desplazamiento vy
ensanchamiento, por lo que se rectifica el acomplejamiento por la formacién de amidas con
los grupos amino libres del quitosano, mientras que en 1060 cm™® y 1027 cm™ se observan
sefiales intensas asociadas a v de C-OH asi como de C-N. De esta forma como producto de
la reaccidn entre el quitosano y la N-Boc-L-Ala se propone la estructura mostrada en la figura

18 y el esquema 16.
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Figura 18. Espectro de FTIR N-Cbz-L-Ala-CTS (7b) vs CTS.

Una vez caracterizados los compuestos a base de los carbamatos de los
aminoacidos, se procedié al acoplamiento con los péptidos (esquema 1). EI compuesto
resultante se caracterizé6 mediante espectroscopia de infrarrojo, utilizando la técnica de ATR.
La figura 19 muestra un comparativo de los espectros IR de quitosano y el compuesto
hibrido resultado de la reaccion entre la N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-OH (4) y el quitosano
donde es posible observar diferencias importantes: la banda de 2971 cm™ presenta un
cambio significativo en intensidad atribuido a la vibracién v C-H por la presencia de metilos
en la molécula, en 1719 cm? se observa la banda de vibracion v C=0 de éster por la
presencia del carbamato del péptido, mientras que las bandas de 1640 cm™® y 1532 cm?
correspondientes a vibraciones v C=0O de amida y a vibraciones & N-H de amida
respectivamente, presentan cambios evidentes en su intensidad y posicion lo cual es
atribuido a la formacién de enlaces amidicos, mientras que en 1062 cm™® y 1026 cm™ se
observan sefiales intensas asociadas a vibraciones v C-OH asi como de C-N. En base a
estas observaciones, se propone la estructura mostrada en la figura 19 como producto de

reaccion entre el quitosano y la N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-OH (4).



Sintesis de compuestos hibridos Quitosano Peptidicos ﬁp agina |41

guf [
| / | I
851 / = T
g &0 ‘ f."’ '36 w Hm g M M= ’;&:-{/ﬂ“ ﬁj‘r 3
£ | / ¥ L X =< &% t
g \ / R 4 8 g
': i i III o, HH o NH E o
* H \ {l"r H_-NTW i n‘j""« 8 z
1 fi k 2l o w
i / o7 S0 A 0
i A fo]
81 \ ©) ©) >
| \
60l \ s ____CTS
&
{ /& Chz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-CTS (DMSO/H,0)

13 -
1 =
2

o0 o 3 0 =0 w0
Wavenumbers (cm-1)

Figura 19. Espectro de FTIR N-Cbhz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-CTS (7) vs CTS.

Otra molécula objetivo de este trabajo es la S-Bn-L-Cys-L-Cys-CTS (8) para la cual se
siguié la misma ruta sintética (esquema 2). El producto de reaccién se caracterizd por
espectroscopia de infrarrojo, utilizando la técnica de ATR. La figura 20 muestra un
comparativo de los espectros IR de quitosano y el compuesto resultante donde es posible
observar diferencias importantes: en las bandas de 2928 Y 2873 cm™ se observa un cambio
atribuido a la presencia de vibraciones v C-H por la presencia de metilenos y metinos
respectivamente en la molécula, otras bandas que se ven claramente modificadas son las de
1648 cm? y 1567 cm™ por vibraciones de v C=O de amida y & N-H en respectivamente
presentan cambios significativos en intensidad, asi como un evidente desplazamiento, esto
se atribuye a la formacion de enlaces amidicos, mientras que en 1062 cm™ y 1026 cm™ se
observan sefiales intensas asociadas a vibraciones v de C-OH asi como de C-N. Con lo

anterior, se propone la estructura mostrada en la figura 20.
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Figura 20. Espectro de FTIR S-Bn-L-Cys-L-Cys-CTS (8) vs CTS
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PRUEBAS ADICIONALES

Una vez sintetizados los compuestos hibridos N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-CTS (7) y S-
Bn-L-Cys-L-Cys-CTS (8) objetivo del presente trabajo, se hicieron pruebas adicionales para
confirmar lo observado en IR. Dichas pruebas se hicieron sobre y en base al compuesto
hibrido N-Cbz-L-Ala-CTS (7a). Dentro de estas pruebas se incluyen el electrohilado de un
compuesto hibrido N-Cbz-L-Ala-CTS (8a) asi como su caracterizacion por RMN vy el
comparativo con nano fibras de CTS, si bien las sefiales de RMN de compuestos poliméricos
son complejas y dificiles de asignar, pueden arrojar informacién valiosa, de tal forma que
para obtener informacion que pudiera ayudar corroborar la obtencion del compuesto hibrido
se hizo un comparativo entre nanofibras de quitosano y nanofibras del compuesto N-Cbz-L-
Ala-CTS (7a), mismas que se obtuvieron por la técnica de electrospinning. Del analisis del
espectro de RMNH se observa lo siguiente: a campo bajo en la region de los aromaticos se
observa en 7.30 ppm una sefial multiple asociada a presencia del grupo protector Chz, por
otro lado en 4.10 ppm aparece una sefial multiple caracteristica del metino de la alanina y en
1.20 ppm dos sefnales dobles con J de acoplamiento de 1.20 para cada sefal caracteristica
de grupos metilos y la aparicion de sefiales mas angostas es indicativo de la presencia de
especies de menor peso molecular.

Nanofibras de Cbz-L-Ala-CTS (DMSO/H,0)
Nanofibras de CTS

T
1.16

1.24 1.20
f1 (ppm)

T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
1 (ppm)

Figura 21. RMN *H comparativo de N-Cbz-L-Ala-CTS (7a) vs Trifluoroacetato de CTS en DO
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También se compararon mediante IR las diferencias entre el compuesto N-Chz-L-Ala-

CTS (7a) producto de la reaccion y las interacciones que se pudieran dar entre el CTS y la
N-Cbz-L-Ala-OH (a) al ser solamente mezclados, es decir, sin ser acoplados. En la figura 14
se observa el comparativo de los espectros de IR; se evidencian dos especies totalmente
diferentes, donde existen diferencias importantes: la banda de 3322 cm?® se ve
significativamente alterada en intensidad y desplazamiento, est4d banda esta asociada a
vibraciones OH y NH: las cuales se presentan como una sola banda de gran amplitud debido
a la formacién de enlaces por puentes de hidrogeno, en la banda de 2934 cm™ se observa
un cambio atribuido a la vibracién v C-H sp® en donde hay un cambio de intensidad y
desplazamiento debido a la diferencia entre un compuesto que presenta solamente
interaccién electrostatica y un compuesto con enlaces formales, en las bandas de 1693 cm?
y 1532 cm correspondientes a vibraciones v C=0 de amida y vibraciones & N-H de amida
respectivamente, se observan diferencias significativas entre los dos espectros; bandas mas
anchas con una mayor intensidad y un significativo desplazamiento en el espectro del
compuesto hibrido en el que se propone la formacion de un enlace formal, mientras que las
vibraciones en 1061 cm® y 1023 cm? asociadas a vibraciones v de C-OH y C-N
experimentan diferencias considerables en su intensidad. Con base en las diferencias tan
drasticas de los espectros de la mezcla sin acomplejar respecto del compuesto hibrido en el
que se presume existe la formacién de enlaces formales, se puede asegurar que se trata de
dos productos totalmente diferentes, por lo que es otra prueba adicional que ayuda a ratificar

lo propuesto en el presente trabajo.
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Figura 22. Espectro de FTIR N-Cbz-L-Ala-OH/CTS sin acoplar vs N-Cbz-L-Ala-CTS (7a).

Con el fin de estudiar el efecto del disolvente en la reaccién de acomplejamiento, se
utiliz6 como Unico medio de reaccion DMSO haciendo un cambio a lo reportado por
Jayaraman y colaboradores [15] quienes utilizan la mezcla DMSO/H-0, el resultado de dicho
cambio se analiz6 por espectroscopia de infrarrojo, utilizando la técnica de ATR. La figura 23
muestra un comparativo de los espectros IR empleando los diferentes disolventes. La banda
de 3369 cm asociada al acoplamiento de vibraciones OH y NH., la cual se presenta como
una banda ancha debido a la formacion de puentes de hidrogeno, no presenta cambios
aparentes, mientras que las bandas de 2925 cm™ y 2876 cm atribuidas a la v C-H por la
presencia de metilos en la molécula presentan ligeros cambios en su posicion e intensidad,
la sefial en 1732 cm™ asociada a vibraciones v C=0 de éster por la presencia del carbamato
de L-alanina mostré un cambio de intensidad y posicion, esto posiblemente por la presencia
de una mayor cantidad de moléculas de N-Cbz-L-Ala-OH en la cadena polimérica, las
bandas de 1640 cm™ y 1532 cm asociadas a vibraciones v C=0 de amida y & N-H de amida
respectivamente, experimentan cambios significativos lo que sugiere la formacion de enlaces
amidicos, mientras que las bandas en 1061 cm™ y 1026 cm™ correspondientes a vibraciones
v de C-OH experimentan cambios de intensidad moderados. Es asi que el cambio de
disolvente pudiera tener como efecto la adicion de un numero mayor de moléculas de

aminodcido a la cadena polimérica.
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Figura 23. Espectro de FTIR N-Chz-L-Ala-CTS (DMSO) vs N-Cbz-L-Ala-CTS
(DMSO/H-0)

Los materiales poliméricos son susceptibles a los cambios de temperatura, es decir
sus propiedades y comportamiento varia en funcién de estd, por lo tanto las técnicas de
analisis térmico adquieren especial relevancia en estudios de caracterizacién de estos
materiales.

El analisis termogravimétrico (TGA) es una técnica que mide el cambio en la masa de
una muestra respecto al tiempo o a la temperatura mientras se somete la muestra a un
programa de temperatura controlado en una atmésfera controlada y permite detectar
procesos en los que se origina una variacion de la masa tales como descomposiciones,
sublimaciones, reduccién, desorcion y absorcion, caracteristicas particulares de cada
compuesto analizado. En este trabajo se realizé un analisis térmico del quitosano, asi como
a los productos finales; los compuestos hibridos N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-CTS (7) y S-Bn-L-
Cys-L-Cys-CTS (8) con la finalidad de determinar posibles diferencias en el comportamiento
térmico de ambos materiales que den pauta a su diferenciacion.

La figura 24 muestra un comparativo del comportamiento termogravimétrico del
quitosano y el compuesto hibrido N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-CTS (7). Ambos componentes
presentan un comportamiento similar el cual consiste en tres etapas: La primera pérdida de
peso se registra al pasar de 30 °C hasta aproximadamente 100 °C con una disminucion de

un 9.5% de la masa total del quitosano y 3.5% del compuesto hibrido, esta disminucién en la
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masa se atribuye a la evaporacion de humedad contenida en las muestras, la cual esta
presente debido a que el quitosano es un polimero que absorbe humedad del ambiente muy
facilmente. Generalmente en muestras de este tipo se considera que pueden contener agua
“libre” y agua “ligada”. El agua “libre” se libera con gran facilidad y es precisamente la que
corresponde a la eliminada en esta primera etapa, a través de este andlisis se observa que
el compuesto hibrido tiene una menor capacidad de absorcion de humedad del ambiente por
lo que difiere significativamente del comportamiento comin del quitosano puro ante la
humedad del ambiente. EI mayor contenido de agua libre en el quitosano respecto del
compuesto hibrido se debe a que en el quitosano hay una mayor cantidad de grupos amino
disponibles para la formacién de enlaces por puentes de hidrégeno con el agua, no asi en el
compuesto hibrido. Con este resultado es posible confirmar que los grupos amino del
quitosano estan ocupados formando enlaces amido con la N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-OH (4),
tal y como mostraron los resultados por el andlisis de IR. La segunda etapa o pérdida de
masa se presenta por la degradacion térmica de la cadena polimérica del quitosano, en esta
etapa el compuesto hibrido muestra significativas diferencias, en la grafica se observa que la
degradacion térmica del quitosano ocurre en un rango de 275 a 320 °C perdiéndose un
53.5% de la masa total de la muestra, mientras que el compuesto N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-
CTS (7), presenta una disminucion en la masa de un 40% en un rango de 240 °C a 280 °C,
es decir, la temperatura de degradacion térmica del compuesto hibrido es menor.
Finalmente, en una tercera etapa se observa la combustién de carbono; para el quitosano a
una temperatura superior a 320 °C y para el compuesto a base de alanina en 280 °C. Otro
dato con significativa diferencia es la temperatura de calcinacion, para el quitosano oscila
entre los 350 °C, mientras que para el compuesto N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-CTS (7) la

muestra se calcina a 500 °C.
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Figura 24. Grafica TGA de N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-CTS (7) vs Quitosano.

También se obtuvo la curva de TGA comparativa del compuesto hibrido a base del
dimero de cisteina 6 el cual se muestra en la figura 25. En este caso la humedad contenida
en el quitosano puro corresponde a un 10% de la masa total mientras que el compuesto
hibrido su contenido es del 5%. Nuevamente se verifica un contenido diferente de agua libre
lo que ratifica la ocupacion de los grupos amino del quitosano al formar enlaces tipo amida
con el dimero de cisteina. Por otra parte, la degradacion de la cadena polimérica del
quitosano y el compuesto hibrido muestra se presenta a diferentes temperaturas; para el
caso del quitosano ocurre en un rango de 275 °C a 320 °C con una pérdida de mas de
53.5% y el compuesto se encuentra en un rango de 220 °C a 278 °C perdiéndose un 37%
de la masa total de la muestra. La combustién de carbono en el quitosano se presenta por
encima de 320 °C, mientras que en compuesto a base de cisteina es por encima de 278 °C.
Otro dato con significativa diferencia es la temperatura de calcinacion, las cual en quitosano
es cercana a 350 °C, pero la del compuesto S-Bn-L-Cys-L-Cys-CTS (8) es cercana a 500 °C.
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Figura 25. Gréfica TGA de S-Bn-L-Cys-L-Cys-CTS (8) vs Quitosano.

A través de estos resultados, es posible corroborar la modificacion de las cadenas de

quitosano por la formacion de los compuestos hibridos propuestos.
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CONCLUSIONES

Se sintetizaron exitosamente los compuestos quitosano-peptidicos N-Cbz-L-Ala-L-
Ala-L-Ala-CTS (7) y S-Bn-L-Cys-L-Cys-CTS (8) objetivo del presente trabajo, los cuales
fueron caracterizados mediante espectroscopia de infrarrojo, utilizando la técnica de ATR. A

través del analisis referido es posible proponer las siguientes estructuras:

OH OH
0] 0 O O OH
[HO HO
OT 3ol oY
" L 'I// n 1
HNT ™ HN™ HN™

N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-CTS (7)

OH OH
0
HO HO HO

BnS—,, NH BnS—,, NH BnS—,, NHz

HzNi/SBn HzNi/SBn HzNi/SBn

N-Boc-S-Bn-L-Cys-L-Cys-CTS (8)

A través del andlisis RMN'H del compuesto N-Cbz-L-Ala-CTS (7a), fue posible
ratificar que la sintesis origina la formacién de un enlace entre los aminoacidos o péptidos
con el quitosano.
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Se realizaron modificaciones a la técnica propuesta por Jayaraman [15], utilizando

CTS de alto peso molecular que ha probado tener mejores propiedades biologicas y
morfolégicas. De esta forma, por primera vez se reporta el uso de nanofibras de CTS

solubles en agua en una ruta de sintesis de compuestos de esta naturaleza.

Los compuestos quitosano-aminoacidos: Cbz-L-Ala-CTS (7a) y S-Bn-L-Cys-CTS (8a)
gue resultaron de pruebas preliminares, asi como los compuestos quitosano-peptidicos N-
Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-CTS (7) y S-Bn-L-Cys-L-Cys-CTS (8), no han sido descritos en la
literatura empleando esta o alguna otra forma de sintesis.
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PARTE EXPERIMENTAL

Generalidades

El material de laboratorio utilizado se lavé y se enjuagé con isopropanol,

posteriormente se seco en la estufa por 24 horas.

Los reactivos de partida se adquirieron en Sigma-Aldrich. Los disolventes utilizados
(AcOEt, Hex, MeOH, CH-CIl,), se destilaron antes de su uso.

Los compuestos se purificaron por cromatografia de columna utilizando como fase
estacionaria gel de silice 230-400 Mesh y como sistema eluyente el indicado en cada caso.
El monitoreo de las reacciones se realizd6 por medio de cromatografia en capa fina (CCF)
sobre placas de gel de silice 60-F254 y se revelaron utilizando radiacion ultravioleta y

vapores de yodo.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (*H, *C, HETCOR, COSY y DEPT)
se obtuvieron en un equipo Varian Mercury Plus 400. El desplazamiento quimico se
expresan en partes por millon (ppm) y las constantes de acoplamiento (J) se describen en
Hertz (Hz), utilizando tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los disolvente
utilizados para la obtencion de los espectros fueron cloroformo deuterado (CDCls), metanol
(CD3s0D) y dimetilsulfoxido deuterado (DMSOds).

Los puntos de fusion, fueron determinados utilizando el método de Fisher en un

equipo Fisher-Johns modelo 4121 y no estan corregidos.

El analisis termogravimétrico (TGA) se realizé en un equipo Mettler Toledo modelo
TGA/SDTA 851e, con una masa inical de muestra de ca. 3 mg en un portamuestra de
aluminio en atmosfera de argén, con un velocidad de flujo de 75 mL/min y velocidad de

calentamiento de 10°C/min.

La caracterizacion del compuesto hibrido quitosano-peptidicos se realizo por
Espectroscopia de Infrarrojo, en un espectréometro Nicolet iIS10 marca Thermo Scientific

utilizando la técnica de ATR.
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Q N-Cbz-L-alanina-OH (a)
11 O
H - . e e
. o O\”“/N\.})J]-\OH En un matraz provisto de agitacion magnética se
o : 12 suspendié 1.0 g de L-alanina (11.36 mmol) en 45 mL de
3

una solucién de NaOH 1N a 0 °C, posteriormente se
adicionaron 1.8 mL (12.32 mmol) de cloroformiato de bencilo (CbzCl) manteniendo el pH de
la reaccion en 10. Dejando reaccionar por 24 h a temperatura ambiente. Transcurrido el
tiempo, la fase acuosa se lavd con CHCl, para extraer el CbzCl remanente, y la fase acuosa
se acidificd con HCI 1N hasta pH de 4, posteriormente se extrajo con AcOEt, la fase organica
se secd con Na>SO, anhidro, se filtr6 y se concentrd a presién reducida. El crudo de reaccion
se purificd por recristializaciébn en un sistema de disolventes hexano/AcOEt obteniéndose

2.153 g del producto a, en un rendimiento del 85% y un punto de fusién 72-74 °C.

RMN de H (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 1.45 (d, J= 7.2 Hz, 3H, 3), 4.41 (m, J= 7.1 Hz, 1H, 2),
5.11 (2d, 2H, 5), 5.36 (d, J= 20.8 Hz, 1H, NH), 7.10-7.30 (m, 5H, 7 al 11) 8.27 (s.a, 1H, 12).

RMN de 13C (CDCls, 100 MHz) & (ppm): 18.5 (C3), 50.3 (C2), 66.9 (C5), 128.07, 128.09,
128.48 (C7-C11), 136.13 (C6), 155.87 (C4) 173.13 (C1).

[0]?°’p -21.08, [C = 10mg/MI, MeOH]

H:N-L-alanina-OMe (b)

O
HoN \_2)]1\0/ * | En un matraz balén provisto de agitacion magnética y en bafio de
hielo, se adicion6 1.0 g de L-alanina (11.36 mmol) disuelto en 10

w

mL de MeOH, posteriormente se adicionaron lentamente 0.82 mL
(11.36 mmol) de cloruro de tionilo (SOCI;) y se dejé en agitacion por 24 h. Transcurrido el
tiempo de reaccion se evaporo el disolvente en el rotavapor a vacio, empleando una trampa
de hidroxido de sodio para neutralizar los vapores del HCI adicionando CH.Cl,. El producto
se purificd por recristializacion con MeOH. Se obtuvieron 1.538 g en forma de cristales

blancos con aspecto de algodén hidroscépico, en un rendimiento del 97%.

RMN de H (CDsOD, 400 MHz) d (ppm): 4.13 (c, J= 7.20, 2H, 2), 3.83 (s, 3H, 4), 1.55 (d, J=
7.20, 3H, 3)
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RMN de 3C (CDs0OD, 100 MHz) d (ppm): 16.21 (C3), 49.84 (C2), 53.75 (C4), 171.42 (C1).

Procedimiento general de acoplamiento de aminoacidos via anhidridos mixtos.

Mezcla A: En un matraz baldn provisto de agitacion magnética bajo corriente de nitrégeno se
adicionaron 1.1 equivalentes del aminoacido O-protegido en THF/DMSO a una
concentracion de 0.2 M, posteriormente se adicionaron 2.5 equivalentes de
diisopropiletilamina (DIEA), se dejé en agitacion por un periodo de 30 min a temperatura

ambiente en condiciones anhidras.

Mezcla B: En un matraz balén de 3 bocas provisto de agitacion magnética, corriente de
nitrdgeno, embudo de adicién y bafio de hielo se pesé 1 equivalente del aminoacido N-
protegido a una concentracion 0.2 M de THF, a esta solucién se adicionaron 2 equivalentes
de DIEA y se dej6 en agitacién por un periodo de 15 min. Enseguida se adicionaron
lentamente 1.05 equivalentes de cloroformiato de isobutilo (iBBCI) a una concentracion 0.2 M

en THF dejando reaccionar por un periodo de 20 minutos.

Transcurrido el tiempo se le adicion6é gota a gota la mezcla A al matraz que contenia la
mezcla B. Una vez terminada la adicion se dej6 en agitacion una hora en bafio de hielo y
toda la noche a temperatura ambiente. Posteriormente se eliminé el disolvente de la mezcla
de reaccion por evaporacion en rotavapor a presion reducida, el residuo se resuspendi6 en
AcOEt y se lavo con HCI al 10%, agua (2 X 50 mL), solucién saturada de NaHCO; (2 X 50
mL) y agua (2 X 50 mL), la fase organica se secd sobre Na,SO, anhidro y se concentré en el

rotavapor a presion reducida.

13 N-Cbz-L-alanina-L-alanina-OMe (1)
1 ™~ O\HDN\F)J}N/'%T/O\E De acuerdo con la metodologia descrita
10 : H : :
O g O anteriormente de acoplamiento se colocaron

0.5 g (2.23 mmol) de N-Cbz-L-alanina-OH
(a) disueltos en 22 mL de THF, la mezcla de reaccion se traté con 0.78 mL (4.47 mmol) de
DIEA y una solucién de 0.30 mL (2.35 mmol) de iBBCl en 10 mL de THF; posteriormente a la
mezcla de reaccion se adicioné la solucion compuesta por 0.3438 g de HzN-L-alanina-OMe
(b) disuelta en 10 mL de THF y 2 mL de DMSO, la cual se traté con 0.913 mL (5.60 mmol) de
DIEA. El producto obtenido se recristalizé obteniendo 0.600 g del compuesto 1 en forma de

cristales blancos con un rendimiento del 87% y un punto de fusion de 84-86 °C.
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RMN de 'H (CDCl; 400 MHz) & (ppm): 1.33 (2d, J= 7.9 Hz, 6H, 3y 6), 3.74 (s, 3H, 15), 4.29
(m, 1H, 2), 4.56 (g, J= 7.20 Hz, 1H, 5), 5.09 (s, 2H, 8), 5.48 (d, J= 6.1 Hz, 1H, NH 2), 6.70 (s,
1H, NH 5), 7.40-7.29 (m, 5H, 10 al 14).

RMN de *C (CDCl; 100 MHz) & (ppm): 18.64 (C3) 18.94 (C6), 48.01 (C15), 50.33 (C2),
52.46 (C5), 66.95 (C8), 128.08, 128.09, 128.48 (C10-C14), 136.11 (C9), 155.86 (C7), 171.81
(C4), 173.13 (C1).

[a]**°p -58.10, [C = 10mg/MI, MeOH]

N-Cbz-L-alanina-L-alanina-OH (2).
3

O
i . O, H% ~.OH En un matraz balon provisto de agitacion
10 8 \n/ N 15

3 magnética y bafio de hielo se adicionaron
@) 3 @)

0.600 g (1.945 mmol) de N-Cbz-L-Ala-Ala-
OMe (1) disueltos en 20 mL de una mezcla de THF/H,O (1:1), 3 equivalentes de LiOH (5.835
mmol). Terminada la adicién del LiOH se retiré el bafio de hielo y la mezcla de reaccién se
dej6 en agitacion a temperatura ambiente por 2 h. Una vez concluido el tiempo de reaccion
se concentr6 en rotavapor hasta sequedad y se acidific6 con HCI al 10% a pH de 4,
posteriormente se extrajo con AcOEt, se secé con Na.SO, anhidro, se filtré y se evaporo el
disolvente a presién reducida. Se obtuvieron 0.486 g del compuesto 2 puro, en forma de un

sé6lido blanco con un punto de fusién de 126-128 °C y con un rendimiento de 85%.

RMN de *H (CDsOD 400 MHz) & (ppm): 1.34 (d, J= 7.2 Hz, 3H, H3), 1.34 (d, J= 7.3 Hz, 3H,
H6), 4.16 (m, 1H, H2), 4.38 (m, 1H, H5), 5.06 (s, 2H, H8), 7.31 (m, 5H, H10-H14), 8.24 (d, J=
6.4 Hz, 1H, H15)

RMN de 3C (CDs;OD 100 MHz) & (ppm): 17.8 (C3) 18.43 (C6), 50.44 (C2), 50.44 (C5), 52.46
(C5), 53.1 (C-5), 67.17 (C8), 128.06, 128.24, 128.53 (C10-C14), 135.99 (C9), 156.21 (C7),
179.96 (C4), 172.66 (C1).

[a]®*°p -34.25, [C = 7mg/mL, MeOH]
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N-Cbz-L-alanina-L-alanina-L-alanina-
15 17 6
11 10 8 4 2 %
14 12 N o
ISR B

De acuerdo con la metodologia

W [l

descrita anteriormente de
acoplamiento se colocaron en un matraz 0.500 g (1.698 mmol) de N-Chz-L-Ala-L-Ala-OH (2)
disueltos en 20 mL de THF, se adiciono 0.74 mL (4.247 mmol) de DIEA y una solucién de
0.23 mL (1.783 mmol) de iBBCl en 10 mL de THF; posteriormente la mezcla de reaccién se
adicion6 la solucién compuesta por 0.260 g (1.868 mmol) de H2N-L-Ala-OMe (b) disuelta en
10 mL de THF y 2 mL DMSO, la cual se traté con 0.81 mL (4.67 mmol) de DIEA. El producto
obtenido se recristalizé obteniendo 0.367 g del compuesto 3 en forma de cristales blancos

con un rendimiento del 57% y un punto de fusién de 86-88 °C.

RMN de H (CDCl; 400 MHz) & (ppm): 1.39 (3d, J= 7.2 Hz, 9H, H3, H6 y H9), 3.70 (s, 3H,
H18), 4.20 (m, 1H, H5), 4.55 (m, 2H, H2 y H8), 5.10 (2 d, J= 12.1 Hz, 2H, H11), 5.53 (d, J=
7.1 Hz, 1H, NH5), 6.90 (d, J= 7.7 Hz, 1H,NH2), 7.09 (d, J= 6.5 Hz, 1H, NH8), 7.30 (m, 5H,
H13-H17).

15@1/ " e} 6 " o N-Cbz-L-alanina-L-alanina-L-alanina-
H
X O\ho/N BN e N 10/?8 OH (4)
0 - '

3 En un matraz balébn provisto de

agitacion magnética y bafo de hielo se adicionaron 0.500 g (1.317 mmol) de N-Cbz-L-Ala-L-
Ala-L-Ala-OMe (3) disueltos en 20 mL de una mezcla de THF/H,O (1:1), 3 equivalentes de
LIOH (3.953 mmol). Terminada la adicion del LiOH se retir6é el bafio de hielo y la mezcla de
reaccion se dejé en agitacion a temperatura ambiente por 2 h. Una vez concluido el tiempo
de reaccion se concentrd en rotavapor hasta sequedad y se acidifico con HCI al 10% a pH de
4, posteriormente se extrajo con AcOEt, se secd con Na,SO, anhidro, se filtr6 y se evaporo
el disolvente a presion reducida. Se obtuvieron 0.288 g del compuesto 4 puro, en forma de

un polvo blanco con un punto de fusion de 192-194 °C, con un rendimiento de 60%.

RMN de H (DMSOds 400 MHz) & (ppm): 1.19 (d, J= 7.2 Hz, 3H, H6), 1.21 (d, J= 7.2 Hz, 3H,
H3), 1.26 (d, J= 7.3 Hz, 3H, H9), 4.04 (dd, J= 14.4, 7.2 Hz, 1H, H5), 4.17 (dd, J= 14.4, 7.2 Hz,
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1H, H2), 4.29 (dd, J= 14.0, 7.0 Hz, 1H, H8), 5.01 (s, 2H, H11), 7.34 (m, 5H, H13-H17), 7.47
(d, J= 7.5 Hz, 1H, NH5), 7.97 (d, J= 7.5 Hz, 1H, NH2), 8.10 (d, J= 7.1 Hz, 1H, NH8).

RMN de C (DMSOds 100 MHz) & (ppm): 17.17 (C3), 18.20 (C6 y C9), 47.47 (C3), 47.58
(C6), 49.94 (C9), 65.34 (C11), 127.74, 128.35 (C13-C17), 137.02 (C12), 156.04 (C10),
171.95 (C4 y C7), 173.99 (C1).

N-Boc-S-Bn-L-cisteina-OH (c)

O 11 1 OH En un matraz provisto de agitacion magnética se
suspendié 1.0 g de S-Bn-L-cisteina (4.733 mmol) en 45
mL de una solucion (1:1) MeOH/H2O, posteriormente se
5 9 adicionaron 0.988 mL (7.099 mmol) de TEA y por ultimo
6 8 1.34 g (6.153 mmol) de Boc.0O. Dejando reaccionar por

48 h a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se
evapord el MeOH a presion reducida, la fase acuosa se acidificod con HCI 1N hasta pH de 4,
posteriormente se extrajé con AcOEt, la fase organica se secé con Na>SO, anhidro, se filtré y
se concentr6 a presién reducida. Obteniéndose 1.40 g de una miel amarilla con un

rendimiento del 95%.

RMN de *H (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 1.45 (s, 9H, 12,12’, 127), 2.88 (dd, J= 16, 12 Hz, 2H,
H3), 3.74 (s, 3H, H4), 4.51 (s, 1H, H4), 5.36 (d, J= 7.3 Hz, 1H, NH2), 6.07 (s.a, 1H, H13),
7.26 (M, 5H, H6-H10).

RMN de 33C (CDCls, 100 MHz) & (ppm): 28.27 (C12, C12’y C127), 33.36 (C3), 33.93 (C4),
52.93 (C2), 80.48 (C14), 127.16 (C8), 128.54 (C7 y C9), 128.92 (C6 y C10), 137.66 (C5),
155.92 (C11), 177.7 (C1).

e S-Bn-L-cisteina-OMe (d)

(0] En un matraz bal6n provisto de agitacibn magnética y en bafo de

3 hielo, se adicion6 1.0 g de S-Bn-L-cisteina (4.733 mmol) disuelto
10 en 10 mL de MeOH, posteriormente se adicionaron lentamente

0.516 mL (7.099 mmol) de cloruro de tionilo (SOCI,) y se dej6 en

6 . .. . . .. .
8 agitacion por 24 h. Transcurrido el tiempo de reaccion se evaporo




Sintesis de compuestos hibridos Quitosano Peptidicos ﬁp dgina |58
el disolvente en el rotavapor a vacio, empleando una trampa de hidréxido de sodio para
neutralizar los vapores del HCI adicionando CH.Cl.. El producto se purificO por
recristializacion con MeOH. Se obtuvieron 0.804 g de un polvo fino blanco, con un punto de
188 °C-190 °C, en un rendimiento del 65%.

RMN de 'H (CDs;OD, 400 MHz) & (ppm): 2.88 (dd, J= 14.8, 8.3 Hz, 2H, H3), 3.21 (s, 3H,
H11), 3.84 (m, 2H, H4), 3.95 (dd, J= 8.2, 4 Hz, 1H, H2), 7.31 (m, 5H, H6 al H10).

RMN de 3C (CDsOD, 100 MHz) & (ppm): 32.93 (C4), 37.03 (C3), 48.36 (C11), 49.63 (C2),
128.35 (C8), 129.64 (C7 y C9), 129.71 (C6 y C10), 130.11 (C5),138.97 (C1).

[0]?%p -22.26, [C = 10 mg/mL, MeOH]

. N-Boc-S-Bn-L-cisteina-L-cisteina-OMe (5)
12 107
De acuerdo con la metodologia descrita anteriormente
6 7 9
g "y de acoplamiento se colocaron en un matraz 0.500 g
O 5 :
14 0.13 H . Ns? L O (1.606 mmol) de N-Boc-S-Bn-L-cisteina-OH (c)
14,>( & 3 p 2 5 disueltos en 20 mL de THF, se adiciono 0.56 mL (3.211
. 5 Sg
1 mmol) de DIEA y una solucién de 0.22 mL (1.686
7 1 mmol) de iBBCl en 10 mL de THF; posteriormente la
10
- mezcla de reaccion se adicion6 la solucién compuesta

por 0.4615 g (1.766 mmol) de S-Bn-L-cisteina-OMe (d)
disuelta en 10 mL de THF y 2 mL DMSO, la cual se trat6 con 0.77 mL (4.415 mmol) de DIEA.
El producto obtenido fue 0.350 g de una miel amarilla de olor caracteristico con un
rendimiento del 42%.

RMN de H (CD:OD, 400 MHz) 3 (ppm): 1.45 (d, J= 5.2 Hz, 9H, H14, H14", H14™"), 2.60-
3.00 (2dd, 4H, H5, H5"), 3.30(s, 3H, H15), 3.75 (dd, J= 8.1, 3.4 Hz, H6, H6"), 4.31 (d,
J= 4.1 Hz, 1H, H4), 4.61 (d, J= 6.7 Hz, 1H, H2), 7.27 (m, 10H, 8, 8"-10, 10°)
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N-Boc-S-Bn-L-cisteina-L-cisteina-OH (6)

12 10,
En un matraz bal6én provisto de agitacion magnética

6 2 9
"y y bafio de hielo se adicionaron 0.500 g (0.967 mmol)

o
14 g 13 4 /\H/OH " de N-Boc-S-Bn-L-cisteina-L-cisteina-OMe (5)
14>\/ @ disueltos en 20 mL de una mezcla de THF/H.O (1:1),
5

3 equivalentes de LiOH (2.903 mmol). Terminada la
adicion del LiOH se retird el bafio de hielo y la

mezcla de reaccion se dej6 en agitacion a

temperatura ambiente por 2 h. Una vez concluido el
tiempo de reaccién se concentrd en rotavapor hasta sequedad y se acidificd con HCI al 10%
a pH de 4, posteriormente se extrajé con AcOEt, se secé con NaSO4 anhidro, se filtré y se
evapor0 el disolvente a presion reducida. Se obtuvieron 0.150 g del compuesto 6 puro, en

forma de una miel amarillenta, con un rendimiento de 30%.

RMN de H (CDCls, 400 MHz) 5 (ppm): 1.45 (d, J= 6.4 Hz, 9H, H14, H14", H14"), 2.60-
3.00 (m, 4H, H5, H5"), 3.70 (dd, J= 15.8, 9.2 Hz, H6, H6"), 4.11 (m, 1H, H4), 4.73(m,
1H, H2), 7.27 (m, 10H, 8, 8°-10, 10")

[a]**°p -47.93, [C = 5 mg/mL, MeOH]
Procedimiento general para la obtenciéon de nanofibras.

Solucién polimérica: En un frasco Schott de 200 mL provisto de agitacion se coloca en
quitosano/compuesto hibrido en una relacién 8:92 w/w soluto/disolvente, el disolvente es una

mezcla de TFA/CH,Cl, 70:20 v/v, se agita durante 24 horas a temperatura ambiente.

Condiciones de electrohilado: Se mont6 la solucion polimérica en el equipo de
electrospinning, las condiciones a las que se electrohil6 la solucién polimérica fueron 40 °C a
un flujo de 0.04 mL/min a 20 eV, durante 6 horas, la nanofibra obtenida se seca durante 24
horas a 60 °C.

Procedimiento general de acoplamiento para compuestos hibridos.

Mezcla A: En un matraz balon provisto de agitacion magnética se coloca el

aminoacido/péptido N-protegido en una relacion 1:1 w/w péptido/quitosano disuelto en
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DMSO (2 mL por cada gramo), posteriormente se adicion6 diisopropiletilamina (DIEA) 1:1
w/w DIEA/quitosano, se dejo en agitacion por un periodo de 15 min a temperatura ambiente,
una vez transcurrido el tiempo de reaccion, utilizando como agente acoplante a la 1-Etil-3-(3-

dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) la cual se dejo6 reaccionar por 30 min.

Mezcla B: En un matraz balén provisto de agitacion magnética se colocd nanofibras de
quitosano en una relacién en una relaciéon 1:1 w/w péptido/quitosano disuelto en H,0 (10 mL

por cada gramo), se dej6 solubilizar en agitacién por un periodo de 15 min a 0 °C.

Una vez trascurrido el tiempo de reaccion, se adicion6 el contenido de la mezcla B a la
mezcla A, y se dejé reaccionar por 3 h a 0 °C, posterior a esto se filtr6 en papel filtro de poro
fino con MeOH/H,O a 0°C para barrer el aminoacido/péptido que no reaccion6 y el
compuesto obtenido se colocd sobre una caja petri y se dejo a secar en estufa a 60 °C
durante 24 h.

on N-Cbz-L-Ala-CTS (7a).

ﬁ@ ot

HO HO HO e 9 De
% r& 9=

o) acoplamiento de compuestos hibridos

acuerdo con la metodologia de

~NH
Cbz~ Cbz~ ~NH

descrita anteriormente se colocaron 0.500 g
de N-Cbz-L-Ala-OH (2.24 mmol), disueltos en 1 mL de DMSO, el amino&cido N-protegido se
traté con 0.67 mL (3.87 mmol), a la mezcla de reaccion se le agregd 0.500 g de EDC,
posteriormente se agregaron 0.500 g de nanofibras de quitosano disueltas en H20O, se hizo
reaccionar durante 3 horas, transcurrido el tiempo se filtr6 y secé obteniéndose 0.250 g de el

compuesto hibrido en forma de una pelicula quebradiza amarillenta.

FTIR: 2970 cm™? (v C-H), 1717 cm™ (v C=0 de éster), 1640 cm™ (de v C=0 de amida), 1532
cm?® (& N-H de amida), 1061 cm?y 1026 cm™ (v de C-OH, C-N).

N-Boc-S-Bn-L-Cys-CTS (8a).

Ot OH OH
HO Q O/igfi:;flv/o %
HOON  NH - HO NH o HO De acuerdo con la metodologia de acoplamiento
2 HoN NH

o]

3 o - de compuestos hibridos descrita anteriormente se
S

<( > colocaron 0.500 g de N-Boc-S-Bn-L-Cys-OH (1.60
b mmol), disueltos en 1 mL de DMSO, el aminoacido

N-protegido se trato con 0.67 mL (3.87 mmol) de
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DIEA, a la mezcla de reaccion se le agreg6 0.500 g de EDC, posteriormente se agregaron
0.500 g de nanofibras de quitosano disueltas en H>O, se hizo reaccionar durante 3 horas,
transcurrido el tiempo se filtr6 y sec6 obteniéndose 0.150 g del compuesto hibrido en forma

de una pelicula quebradiza amarillenta.

FTIR: 2977 cm™* (v C-H), 1737 cm™ (v C=0 de éster), 1062 cm™*y 1026 cm™ (v C-OH, C-N).

OH H2N-L-Ala-CTS (7b).
a OH OH
@ oj/NH HO~ 3 NH OHO - Ol De acuerdo con la metodologia de
N HZNj.,,, Ozﬁ acoplamiento de compuestos hibridos descrita

anteriormente se colocaron 0.500 g de N-Boc-
L-Ala-OH (2.44 mmol), disueltos en 1 mL de DMSO, el aminoacido N-protegido se trato con
0.67 mL (3.87 mmol) de DIEA, a la mezcla de reaccion se le agregé 0.500 g de EDC,
posteriormente se agregaron 0.500 g de nanofibras de quitosano disueltas en H;0O, se hizo
reaccionar durante 3 horas, transcurrido el tiempo se filtr6 y sec6 obteniéndose 0.130 g del

compuesto hibrido en forma de una pelicula quebradiza amarillenta.

FTIR: 2927 cm™ (v C-H), 1648 cm™ (v C=0 de amida), 1567 cm™ (3 N-H de amida), 1060 cm"
1y 1027 cm? (v de C-OH, C-N).

N-Cbz-L-Ala-L-Ala-L-Ala-CTS (7).

Ol OH OH

AV S ,
,, o N O:<\‘H De acuerdo con la metodologia de
L g acoplamiento de compuestos hibridos descrita
O NH . a . anteriormente se colocaron 0.500 g de N-Cbz-
HzNj/"" HZNI, L-Ala-L-Ala-L-Ala-OH (1.31 mmol), disueltos
O/‘% o’kO en 1 mL de DMSQO, el péptido N-protegido se
©) ©) trato con 0.67 mL (3.87 mmol) de DIEA, a la

mezcla de reaccién se le agregé 0.500 g de
EDC, posteriormente se agregaron 0.500 g de nanofibras de quitosano disueltas en H-0, se
hizo reaccionar durante 3 horas, transcurrido el tiempo se filtr6 y sec6 obteniéndose 0.200 g

del compuesto hibrido en forma de una pelicula quebradiza amarillenta.

FTIR: 2971 cm™ (v C-H), 1719 (v C=0), 1640 cm™ (v C=0 de amida), 1532 cm™ (5 N-
H de amida) 1062 cm?y 1026 cm™ (v C-OH, C-N)
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A OH OH
HO . o] o
o
s NH Ho NH  HO NH %l
Bn—S
\ O Bn-s o o:<
\IM

3348‘8” :S._/S\B”

N-Boc-S-Bn-L-Cys-L-Cys CTS (8)

De acuerdo con la metodologia de
acoplamiento de compuestos hibridos descrita
anteriormente se colocaron 0.500 g de N-Boc-
S-Bn-L-Cys-L-Cys-OH (0.99 mmol), disueltos
en 1 mL de DMSO, el péptido N-protegido se

trato con 0.67 mL (3.87 mmol) de DIEA, a la mezcla de reaccién se le agregd 0.500 g de

EDC, posteriormente se agregaron 0.500 g de nanofibras de quitosano disueltas en H-0, se

hizo reaccionar durante 3 horas, transcurrido el tiempo se filtré y secd obteniéndose 0.190 g

del compuesto hibrido en forma de una pelicula quebradiza amarillenta.

FTIR: 2928 Y 2873 cm™ (v C-H), 1648 cm™ (v C=0 de amida), 1567 cm™ (3 N-H),

1062 cm y 1026 cm't (v C-OH, C-N).

m mm&%a
e

,NH 0
Cbz Cbz~ _NH

Nanofibras de N-Cbz-L-Ala-OH-CTS (7a)

De acuerdo con la metodologia para la
obtencién de nanofibras, se electrohilo el
compuestos N-Cbz-L-Ala-CTS, y del cual fue

posible obtener una pequefia cantidad de nanofibra de (10 mg), mismas que fueron utiles

para la caracterizacion del mismo.

RMN de *H (D;0, 400 MHz) & (ppm): 1.20 (2 dd, J=1.20 de CH3), 4.10 (m, de CH), 7.31 (m,

de grupo protector Cbz).
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