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Resumen. El disefio de los péptidos soportados en fase sélida es
importante en los campos de la quimica médica y de reconocimiento
molecular, por ejemplo, para determinar el impacto de péptidos en el
transporte activo de iones a través de membranas. En el presente tra-
bajo se realizé la sintesis de 20 decapéptidos en paralelo y su andlisis
para la formacion de aductos con iones de interés biologico. Se utili-
zaron sales de litio, sodio y potasio (A). La caracterizaciéon de los
aductos formados [M+A]*" se evaluaron utilizando un equipo de
espectrometria de masas con ionizacion por electrospray con un ana-
lizador de trampa de iones (EM-IES). Se obtuvieron las sefiales m/z
correspondientes al aducto péptido-metal y se analizaron en un grupo
de metales alcalinos. Se reporta la evaluacién de la selectividad o afi-
nidad del péptido en las mezclas de multicomponentes metalicos.
Palabras clave: sintesis de péptidos, fase sélida, cationes, afinidad.

Abstract. Peptide design supported on solid phase is important in the
fields of medical chemistry and molecular recognition, for example,
to determinate de impact of such peptides in the active transport of
ions through membranes. In this work were synthesized 20 decapepti-
des with paralel chemistry and was carried out the analysis of the for-
mation of adducts with litium, sodium and potassium salts (A). The
characterization of the formed adducts [M+A]*" was carried out using
an equipment of electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS).
The method was established to afford the equilibrium with the
adducts and alkali metal ions. Signals m/z were obtained correspon-
ding to the adduct metal-peptide. Selectivity of the peptide was eva-
luated in the mix of metallic multi-components.
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Introduccioén

Sintetizar péptidos de secuencia definida es de gran interés por
varias razones: los péptidos sintéticos pueden revelar cuando
una secuencia provoca la conformacion tridimensional de las
proteinas, una gran variedad de hormonas de los seres vivos
son proteinas, los péptidos pueden utilizarse como farmacos, y
sirven como antigenos para la formacion de anticuerpos espe-
cificos [1].

El avance significativo en la sintesis de péptidos se produ-
jo cuando Merrifield desarroll6 el procedimiento para la sinte-
sis en fase sdlida [2]. EI método de Merrifield se basa en el uso
de una resina de poliestireno. Esta resina se emplea en forma
de pequerias esferas y es insoluble en casi todos los disolven-
tes. A diferencia de la sintesis organica en solucion, la sintesis
organica en fase solida (SOFS), permite que las reacciones
sean practicamente cuantitativas en cada etapa y requiere pro-
cesos simples de purificacién como lavado y filtracion [3].

Los aminoécidos se unen escalonadamente a la cadena
peptidica creciente, fijada a la matriz polimérica, evitando la
necesidad de eliminar intermediarios no deseados. Todas las
reacciones se llevan a cabo en el mismo recipiente, lo que eli-
mina pérdidas por transvasado de reactivos. Por lo anterior, el
disefio de los péptidos soportados en fase solida se ha vuelto
extremadamente importante en los campos de la quimica
médica y de reconocimiento molecular [4].

Los péptidos tiene la propiedad de transportar metales a
través de las paredes celulares, por lo tanto, la evaluacion de
afinidad a los metales es importante ya que una de las funcio-
nes de las proteinas es el transporte asi como su activacion en
procesos de catalisis. Se ha establecido que la adicidn de iones
metélicos puede cambiar la carga en la superficie del amino
acido de la cadena peptidica y en consecuencia, modificar las
propiedades de las proteinas y péptidos [5-7]. Los efectos mas
importantes que causan los iones metalicos en estas biomolé-
culas son: la estabilizacion a través de interacciones electrosta-
ticas y el cambio en su solubilidad [6,7].

La técnica recientemente desarrollada de espectrometria
de masas con ionizacion electrospray (EM-IES) ha permitido
su uso en el estudio de interacciones moleculares dirigidas por
fuerzas no covalentes. La técnica de EM-IES ha sido utilizada
para detectar complejos no covalentes que involucran ADN,
ARN, oligonucle6tidos, medicamentos e interacciones entre
proteinas y metales, ligandos y péptidos [8].

Para entender las interacciones célula-célula y las interac-
ciones de células con materiales no bioldgicos, existen estu-
dios de fuerzas de enlace entre proteinas celulares y entre pro-
teinas y metales, que demuestran que las proteinas tienen un
tipo de interaccion especifica con metales que probablemente
es un paso intermediario en el proceso de absorcion [9].

La técnica de ionizacién EM-IES es més sensible para
detectar pequefias cantidades de compuestos. Con el surgi-
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miento de esta técnica, pueden ser estudiados tanto grandes
biomoléculas como complejos no covalentes [10]. La funcion
de una biomolécula casi siempre depende de sus interacciones
no covalentes especificas con otra molécula. Por ejemplo, una
proteina interactlia con otras proteinas, péptidos, pequefias
moléculas, iones metalicos, lipidos, polisacéridos, acidos
nucléicos y oligonucleétidos. Estas interacciones llevan a
cabo procesos celulares de gran importancia tales como la
division celular, transporte de iones, homeostasis, transcrip-
cion y traduccion [11]. Ademas, hay reportes que sugieren que
la técnica de EM-IES es capaz de detectar cambios conforma-
cionales [12,13] y medir constantes de ionizacién [14]. Por
otra parte, el método de eleccion para determinar las secuen-
cias de péptidos es la espectrometria de masas en tandem
(EM-IES/EM) [14].

La suavidad de este proceso no causa ninguna fragmenta-
cion molecular no deseada y permite que interacciones débiles
de tipo no covalente queden intactas durante del proceso de
ionizacion [15]. La capacidad de EM-IES para estudiar com-
plejos no covalentes especificos fue sugerido por primera vez
basado en la observacion de interacciones entre la mioglobina
y el grupo hemo [16], asi como un complejo receptor-ligando
[17].

La deteccidn de interacciones no covalentes en una diso-
lucion involucra la formacién de complejos que se encuentran
en un equilibrio dindmico. Estas interacciones generan molé-
culas asociadas que son determinadas por esta técnica, se pre-
sentan como la suma [S'+S>+M]* de sus masas (S) y de un
cation (M*"). Cuando el sustrato presenta protones &cidos,
entonces se tendrd una preferencia por iones metalicos no
monovalentes y la disociacion de protones, para que finalmen-
te la carga total del complejo sea de +1 [S™+S2+M*"-H 4]*.
Ademaés, la medicion de la masa permite la identificacion del
compuesto y la determinacion de la estequiometria de los
componentes del complejo. Por ejemplo, los aductos de iones
metalicos como Ca*? y Zn*? con metaloproteinas pueden
detectarse por esta técnica [18,19].

Estudios recientes demuestran que la técnica de EM-IES
muestra la capacidad de llegar a niveles de concentraciones
pico- (10°*2 mol) y femtomolar (10-15 mol) [20,21]. Estos nive-
les de concentracion son importantes dado que una gran canti-
dad de procesos bioldgicos son requeridos de una evaluacion
de los iones metalicos como cocatalizadores de procesos fisio-
I6gicos y patologicos. Ademas de que se ha incrementado la
evidencia de que los complejos observados utilizando EM-IES
son practicamente iguales a los encontrados en solucién.

En este sentido, EM-IES ha desarrollado una herramienta
para la evaluacién de selectividades de complejos huésped-
anfitrion [22-37]. Esta técnica ha sido empleada para evaluar
las propiedades como complejantes de éteres Lariat con meta-
les [27-35], y otros éteres corona, asi como para determinar
las habilidades de éteres aza-corona como complejantes con
metales alcalinos y metales pesados mediante la EM-IES [29,
31-33, 35]. Ademas, esta técnica se ha utilizado para determi-
nar constantes de enlace y la estereoquimica de ensamblajes
que involucran proteinas [37].

Discusién de resultados

Asi, en el presente trabajo se realizé la sintesis de 20 decapép-
tidos en paralelo y su andlisis para la formacion de aductos
con sales de litio, sodio y potasio (A); asi como la evaluacion
de la selectividad del péptido en la mezcla de multicomponen-
tes metalicos. La caracterizacion de los aductos formados
[M+A]*" se evalud utilizando un equipo EM-IES y fueron
obtenidos los picos correspondientes al aducto péptido-metal.
La respuesta de las intensidad es proporcional a la contribu-
cidn de cada uno de los aductos formados ya que pueden inte-
raccionar con mas de un ion metalico, y se mantiene la con-
centracion constante durante el analisis. Esto es determinante
ya que al desolvatar la muestra, los complejos en la fase gaseo-
sa salen del equilibrio dinamico manteniendo su concentra-
cién constante [22-35]. Se utilizaron sales en forma de cloru-
ros: litio, sodio y potasio (alcalinos).

Disefio y sintesis de la biblioteca de decapéptidos

La secuencia 1 se tom6 como base para el disefio de la bibliote-
ca, para describir la presencia de un aminoacido se puede utili-
zar el nombre reconocido por la IUPAC (acido 2-amino acéti-
co), el nombre genérico (glicina), tres letras (Gly) o con una
letra mayuscula (G) como se muestra en la tabla 1.

Para el disefio de la biblioteca se tomo como base a la
estructura original del acarreador de iones (1, VQAAID-
YING), se conservé a la glicina (G) en posicion inicial y el
aminoacido de la posicién 2 (N) fue colocado al final de la
secuencia base respetando el orden del resto de aminoacidos
(Fig. 1)

El tamafio de la biblioteca fue de 20 decapéptidos como se
describe en la Tabla 2. De esta manera, conservando el mismo
ntmero y tipo de aminoacidos en el péptido original (1) se han
modificado las posiciones. Asi, el analisis de afinidad a meta-
les y sus posibles variaciones dependeran de la posicion de los
aminoacidos en cada péptido sintetizado.

Tabla 1. Descripcion de la nomenclatura de los aminoacidos utilizados.

Alanina Ala A Isoleucina lle |
Acido aspartico  Asp D Asparagina Asn N
Glutamina Gin Q Valina Val \Y
Glicina Gly G Tirosina Tyr Y
10987654321
VQAAIDYING

~_ 7

Fig. 1. Posicion de los aminoacidos en el decapéptido y la forma de la
secuencia.
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Tabla 2. Disefio de la biblioteca, rendimientos (%) y peso molecular
de los 20 decapéptidos sintetizados.

Secuencia % de recuperacion % de pureza [M+H]*
1 VQAAIDYING 81% 93% 1063
2 NVQAAIDYIG 65% 89% 1063
3 INVQAAIDYG 79% 87% 1063
4 YINVQAAIDG 63% 81% 1063
5 DYINVQAAIG 54% 81% 1063
6 IDYINVQAAG 82% 90% 1063
7 AIDYINVQAG 49% 86% 1063
8 AAIDYINVQG 57% 83% 1063
9 QAAIDYINVG 58% 81% 1063
10 IVQAAIDYNG 67% 87% 1063
11 YIVQAAIDNG 62% 82% 1063
12 DYIVQAAING 65% 89% 1063
13 IDYIVQAANG 74% 87% 1063
14 AIDYIVQANG 83% 86% 1063
15 AAIDYIVQNG 81% 88% 1063
16 QAAIDYIVNG 2% 84% 1063
17 YVQAAIDING 7% 81% 1063
18 IDYVQAAING 79% 83% 1063
19 DYVQAAIING 82% 92% 1063
20 AIDYVQAING 83% 93% 1063

Para la sintesis de dichos péptidos se utiliz6 una resina
Wang cargada comercialmente con glicina. Primeramente, se
llevé a cabo la expansion de la resina en una mezcla de
CH,CI,/NMP para después adicionar una solucion de Fmoc-
aminoacido/HOBt, DMAP y DIC en N-metilpirrolidona. La
posterior desproteccion se realiz6 con piperidina al 20% en
NMP y se hicieron acoplamientos-desprotecciones sucesivas
hasta lograr la cadena deseada (Fig. 2). Las reacciones se lle-
varon a cabo en un equipo de quimica combinatoria.

Resultados

Evaluacion por espectrometria de masas con ionizacién
electrospray

Se muestran los casos representativos seleccionados que ilus-
tran los resultados obtenidos. En los experimentos de afinidad
se prepararon dos soluciones salinas con mezclas de LiCl-
NaCl-KCl y con una concentracion de 1.5 x 10 M en meta-
nol. Posteriormente se realizaron las mezclas 1:1 del péptido
con cada una de las soluciones salinas y se analizaron después
de 30 min.

En el caso del péptido 3, es més favorable la formacién
de un aducto con Na* (m/z 1085), que con K* (m/e 1101),
mientras que no existe afinidad alguna para Li* (Tabla 3).
Para el péptido 5, solamente se observa afinidad para Na™*.

En el caso del péptido 13 (Figs. 3 y 4), el pico base es
para el aducto formado con K*, el cual es 10 veces mayor
que el i6n cuasi-molecular [M+H]*. Asimismo, se presenta
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20% piperidina

Wang-Gly-Fmoc Wang-Gly-NH,
Fmoc-AA-OH
20% piperidina DIC/HOBt
DMAP

8 veces
Wang-decapéptido Wang-Gly-AA-Fmoc

TFA

Decapéptido

Fig. 2. Ruta general de sintesis para decapéptidos.

Tabla 3. Abundancia relativa de los iones formados de los péptidos
seleccionados con H*, Li*, Na*y K*.

Péptido 3 5 13 14 18
Aducto
[M+H]* 100 100 10 100 81
[M+Na]* 33 24 87 100
[M-H+2Na]*- - 13 10
[M+K]* 20 - 100 - -
[M-2H+Li+Na+K]* - - 22 9
[M-H+Na+K]* - - 49 - R
[M-H+2K]* - - 38 -

la formacion de un aducto con dos iones metélicos diferentes
de la mezcla (Na* y K*), m/z 1123, en el que existe el des-
plazamiento de un proton, formandose el aducto [M-
H+Na+K]* con una sola carga. No se observé la formacion de
m/z 562, correspondiente a [(M+Na+K)/2]*. Ademas se obser-
v0 la formacion de un aducto con dos iones K*, [M-H+2K]*.
Las relaciones de afinidad para el péptido 13 se presentan en
la Tabla 4, observandose que existe una preferencia de mas
del doble para la formacion del aducto con K*, que para la for-
macion de aductos con dos iones metalicos. En este caso no se
present6 afinidad alguna para Li*.

En el experimento realizado con el péptido 14, se presenta
una mayor afinidad para la formacion del aducto con Na*, ade-
mas de que también se observa la formacion de un aducto con
dos iones Na*, m/z 1107, en el que se desplaza un proton forman-
dose el aducto [M-H+2Na]* con una sola carga. No se observé la
formacion de m/z 554, correspondiente a [(M+2Na)/2]*.
También se observd la formacion de un aducto con los tres meta-
les de la mezcla, desplazandose dos protones para obtener la for-
macion de [M-2H+Li+Na+K]* con una sola carga.

En el caso del péptido 18, el pico base se presenta para el
aducto formado con Na*, seguido en abundancia del i6n cuasi-
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Fig. 3. Espectro de masas del péptido 13 IDYIVQAANG mostrando
sus fragmentaciones.
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Fig. 4. Espectro de masas del péptido 13 IDYIVQAANG con un
equivalente de Li*, Na* y K*.

Tabla 4. El decapéptido 13 se muestra para ejemplificar el calculo de
las afinidades hacia los iones Na* y K*.

a) % de Intensidad relativa

[M+K]* [M+Na+K]*  [M+2K]*
% Intensidad Relativa 100 49 38
b) Relacion de afinidad
[M+K]*/[M+Na+K]*  [M+K]*/[M+2K]*
Relacion 2.04 2.63

molecular [M+H]*. También se observa la formacién de aduc-
tos con dos iones Na*, m/z 1107, con el desplazamiento de un
proton. Asimismo, se presenta la formacién de un aducto con
los tres metales de la mezcla, m/z 1129, desplazandose dos
protones para obtener la formacion de [M-2H+Li+Na+K]* con
una sola carga.

Conclusion

De acuerdo con los resultados obtenidos en las evaluaciones
de afinidades en mezcla de multicomponentes metalicos, se

confirmo que el método de EM-IES permite la evaluacion de
la formacion de aductos péptido-metal, el equilibrio dindmico,
la afinidad a los metales y el transporte de los iones metalicos
estudiados. La secuencia de los aminoéacidos también tiene
una repercusion con respecto a las afinidades. Se encontr6 que
la estabilizacién del equilibrio dindmico de estos péptidos se
daban en 30 min.

Parte Experimental

Los espectros de infrarrojo (IR) fueron realizados en un espec-
trofotdmetro Perkin Elmer FT-IR 1600. La espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de protén (*H) y de carbono
(*3C) fue realizada en un espectrometro Varian Mercury 200
en CDCI; con TMS como estandar interno a 200 MHz y
50.289 MHz, respectivamente. La espectrometria de masas y
la pureza fueron obtenidas en un equipo acoplado Agilent
Series 1100 LC/MSD Trap, columna C-18. La quimica combi-
natoria se llevé a cabo en un reactor Advanced ChemTech
modelo Vantage.

Procedimiento general de sintesis de decapéptidos
en fase solida.

Wang-decapéptido-OH. En 20 reactores de 3 mL de capaci-
dad se coloco la resina Wang-OH (50 mg, 0.03 mmol), se sus-
pendid en 950 uL de DCM y 100 pL de NMP y se agitd
durante tres min a 600 rpm. Luego se agregd 750 pL de una
solucién con el correspondiente Fmoc-AA-OH (0.036
mmol)/HOBt (0.036 mmol), en NMP. La mezcla se agit6
durante 2 min. Finalmente, se adicionaron 100 uL de DMAP
(0.003 mmol) y DIC (0.036 mmol) respectivamente, en NMP.
La reaccion se dejo en agitacion durante 3 h. La resina fue fil-
trada y se realizaron lavados con NMP (1 x 2 mL), MeOH (1
x 2mL)y DCM (1 x 2 mL). El grupo Fmoc del primer amino
acido unido a la resina se removié usando 20 % de piperidina
en NMP (2 mL), y se dejo agitar durante 40 min.
Posteriormente se realizaron lavados con DCM (2 x 2 mL).
Las adiciones de los aminoécidos subsecuentes se realizaron
utilizando las mismas técnicas de acoplamiento y desprotec-
cion; las reacciones se llevaron a cabo hasta lograr la cadena
decapeptidica.

Liberacion del H,N-decapéptido-OH: Para la liberacion
del producto se utilizéd un volumen total de 2 mL de una
mezcla de liberacidn conteniendo TFA-triisopropilsilano-
H,O 95:2.5:2.5. Se agit6 durante 1.5 h y una vez finalizada
la reaccidn se filtrd la resina y el producto liberado se reci-
bi6 en viales de 3 mL. La mezcla fue transferida a tubos de
ensaye de 10 mL y se adiciond éter anhidro frio para preci-
pitar el producto y se dejo por 12 h a 0-4 °C. Finalmente, el
sobrenadante fue descartado por decantacion y el producto
se secO por paso de argon. La identificacion de los 20 deca-
péptidos sintetizados se llevo a cabo por espectrometria de
masas.
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Preparacion de las muestras para estudio de afinidad: Se
prepararon dos soluciones salinas con una mezcla de LiCl-
NaClI-KClI y una solucién del péptido con una concentracion
de 1.5 x 10> M en metanol. Se realizaron las mezclas (1:1) de
cada uno de los péptidos con la solucion salina y se dejaron
reposar por 30 min. Las soluciones fueron analizadas median-
te insercion directa en el espectrometro de masas con ioniza-
cion electrospray, utilizando una bomba de jeringa (KD
Scientific), con una velocidad de 240 uL/h.
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