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CAPÍTULO 2 

Identificación de complejos heteroquirales entre péptidos todo-D y el 

fragmento N-terminal del dominio de B de la proteína A de 

Staphyloccus aureus 
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2. Identificación de complejos heteroquirales entre 
péptidos todo-D y el fragmento N-terminal del dominio 
de B de la proteína A de staphyloccus aureus 

 

2.1. Introducción 

 
Los aminoácidos L fueron seleccionados en la evolución química de los seres vivos como 
los bloques de construcción de las proteínas. Las proteínas están constituidas básicamente 
de aminoácidos L a excepción de la glicina cuyo carbono � es aquiral. No obstante, algunos 
seres vivos han roto parcialmente la homoquiralidad intrínseca de las proteínas y han 
introducido puntualmente aminoácidos D en algunos de sus péptidos y proteínas. Esto ha 
sido observado desde organismos unicelulares como bacterias hasta multicelulares tan 
complejos como los vertebrados. Por ejemplo, la presencia de aminoácidos D en medio de 
secuencias con aminoácidos todo L se han encontrado en proteínas que componen la pared 
celular de algunas bacterias1 y en algunas proteínas humanas relacionadas de la piel, 
huesos o en el cristalino del ojo2. 
 
La introducción de aminoácidos D en una proteína requiere un alto gasto de recursos por 
parte de la célula. En la naturaleza no se han observado secuencias con más de dos 
aminoácidos D continuos. El cambio de quiralidad de un residuo es una modificación post-
traslacional que requiere de la actividad de enzimas que inviertan el carbono � asimétrico 
del residuo en cuestión3. Esta maquinaria sólo es usada por la célula cuando la modificación 
estereoquímica del residuo se traduce en la obtención de estructuras difícilmente asequibles 
con sólo aminoácidos L. Los péptidos naturales así generados confieren resistencia 
proteolítica y mayor diversidad estructural ampliando el espectro de funcionalidades. 
 
Por otra parte, la inversión total de la quiralidad de una proteína conduce a un enatiómero 
con estructura covalente igual pero con estructura y actividad especulares. Esto significa 
que conserva su actividad frente a ligandos o sustratos que también hayan invertido su 
quiralidad. Esto fue demostrado tras la síntesis total de los enatiómeros de la proteasa del 
VIH-1 los cuales mostraron tener actividad sólo frente a sus pares quirales4.  
 
El uso de péptidos formados únicamente por aminoácidos D (o péptidos todo-D) ha sido 
especialmente satisfactoria en casos en los cuales estos interaccionan con membranas 
celulares o donde las interacciones involucradas se encuentran dispuestas espacialmente 
en una sola cara dentro del espacio. Cuando estas interacciones no se dan bajo un mismo 
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plano en el espacio, como es el caso de las interacciones entre haces de hélices5 o en hojas 
plegadas distorsionadas, el uso de péptidos todo-D no han proporcionado los resultados 
esperados6. En estructuras helicoidales el cambio de quiralidad de todos los residuos 
cambia la disposición espacial de las cadenas laterales, de forma que se pierden gran parte 
de la interacciones posibles en el núcleo hidrofóbico (Figura 1). 
 

Figura 1. Comparación de la disposición geométrica de los residuos de una hélice � 

proyectada en el plano. La figura de la izquierda se representa una hélice � dextrógira y la de la 

derecha un hélice � levógira. La imagen del centro muestra la superposición de las dos 

hélices.  

 
 
En la búsqueda de péptidos todo-D activos se han utilizado diferentes aproximaciones 
como, el diseño racional, el diseño de novo y también estrategias combinatorias. El uso de 
péptidos todo-D has sido aplicada en casos donde su actividad implica interacciones entre 
elementos transmebranales, dentro de los cuales se incluyen algunos péptidos antibioticos7-

9. Análogos todo-D de péptidos antimicrobianos de origen natural como la cecropina A, la 
melitina y la magainina han mostrado que retienen la actividad antimicrobiana en un 
espectro amplio de especies7. Incluso en el caso de la melitina los diferentes isómeros 
enatio-, retro- y retroenantio conservan la actividad antimicrobiana del péptido todo-L10. 
También se ha descrito un enantiómero de un péptido de 9 residuos derivado del dominio 
transmembranal del receptor de células T (TCR), el cual conserva la actividad in vitro y in 
vivo, inhibiendo el ensamblaje del complejo TCR con su coreceptor CD311. En este caso, el 
péptido enantiómero se reorienta dentro de una membrana, de forma que en conjunto las 
interacciones importantes en el proceso de reconocimiento se conservan, 
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independientemente de la quiralidad. 
 
El reconocimiento entre superficies peptídicas todo-L con superficies todo-D se dan 
principalmente en casos en los cuales los residuos localizados en una cara interaccionan 
con residuos ubicados bajo un mismo plano en la otra superficie. Más aun, la estabilidad es 
mayor si existen interacciones entre residuos cargados en la formación del complejo. 
Complejos formados por hélices levógiras y dextrógiras se han diseñado, desde el punto de 
vista del diseño de novo, basándose en las propiedades anfipáticas de hélices � donde una 
tiene características ácidas y la otra básicas12. El diseño del complejo D/L se basa en que el 
angulo formado por los ejes principales de dos hélices es 0º. En disolución estos péptidos se 
organizan en estructuras helicoidales como tetrámeros heteroquirales. Esto difiere de la 
mayoría de haces de hélices � naturales en las que en general se observa una desviación 
de 10 a 20º entre los ejes principales de las hélices13.  
 
Mezclas heteroquirales de péptidos pueden inducir cambios en las tendencias 
conformacionales de los ensamblajes formados en disolución. El péptido basado en poli(L-
lisina) sufre una transición de hélice � a hoja � cuando se encuentra a pH superiores a 11 y 
temperaturas mayores de 40ºC. Sin embargo, en mezclas de poli(L-lisina) y poli(D-lisina) la 
transición �/� se da cerca de los 15ºC, lo que hace que a temperatura ambiente se 
encuentren estructuradas como hojas �� formando fibras parecidas a las amiloides14,15.  
 
La interacción efectiva entre péptidos todo-L y péptidos todo-D para formar complejos 
heteroquirales depende del tamaño de la superficie y el numero de residuos involucrados en 
la interacción. Péptidos que poseen pocos residuos tiene menor dependencia de la 
quiralidad. Sin embargo, péptidos demasiados cortos no consiguen adquirir estructuras 
estables en disolución. La utilización de péptidos todo D que interaccionen con péptidos o 
proteínas todo-L requiere de llegar a un balance entre la superficie de contacto, el número y 
localización de los residuos involucrados. 
 
En nuestro sistema se parte de un modelo derivado de un dominio proteico natural. El 
dominio B de la proteína A es un dominio que se pliega en un trímero de hélices 
antiparalelas. En nuestro diseño este dominio se dividió en dos fragmentos, uno de los 
cuales se tomó como base para modificar la quiralidad de todos los residuos. Teniendo en 
cuenta que en trabajos previos realizados en nuestro laboratorio se ha observado que el 
enantiómero todo-D no interacciona con el fragmento todo-L, en el presente trabajo este 
fregmento se ha rediseñado y aplicado un estrategia combinatoria para identificar péptidos 
que formen complejos heteroquirales con el fragmento nativo. 
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2.1.1. Dominio B de la proteína A de Staphylococcus aureus 
 
La proteína A hace parte de la pared celular del Staphylococcus aureusa. La bacteria se une 
a través de la proteína A al fragmento cristalizable de inmunoglobulinas G, Fc, en una 
orientación que bloquea el proceso de opsonización y fagocitosis16. La inhibición de la 
interacción entre la bacteria y los neutrófilos en presencia de anticuerpos anti-proteína A 
disminuyen la virulencia en modelos animales17. La afinidad de esta proteína por Fc es 
utilizada para purificar anticuerpos18 y como soporte de construcción en el diseño de 
moléculas afines a proteínas para ser usados en purificación y diagnostico19(Figura 2).  
 

Figura 2. A. Fotografía de una colonia de S. aureus20 B. Representación ampliada de S. aureus 

donde los puntos sobre la superficie representan proteínas de adhesión y proteína A de la 

pared celular de la bacteria. C. Esquema de las diferentes regiones funcionales de la proteína 

A 

 
Esta proteína de 42 kDa esta compuesta por tres regiones diferentes; la región S, la cual es 
procesada durante el proceso de secreción21; 5 dominios homólogos denominados E, D, A, 
B y C en este orden desde la región N-terminal22 y una región que une la proteína a la pared 
celular denominada X23. Cada uno de los dominios homólogos contiene aproximadamente 

                                                 
a El s. aureus es una  bacteria que esta asociada a diferentes tipos de infecciones cutáneas, endocartidis, síndrome del shock tóxico, 

neumonía y septicemia. Las infecciones por s. aureus de sepas resistentes a antibióticos están asociadas a un gran porcentaje de 

infecciones intrahospitalarias de difícil tratamiento. 
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58 residuos y entre ellos comparten entre un 65-90% de homología de la secuencia. Todos 
los dominios poseen alta afinidad por Fc de inmunoglobulina G. Los dominios D y E 
muestran también alta afinidad por el fragmento de unión al antígeno, o Fab, de las 
inmunoglobulinas. Los 5 dominios son capaces de unirse independientemente al Fc de 
IgG1, IgG2 e IgG4 pero sólo débilmente a IgG324. Esta afinidad también muestra 
dependencia de la especie; así, esta proteína presenta una alta afinidad por IgG de humano, 
de conejo y de conejillos de indias pero una baja afinidad por IgG de bovinos y de ratón25. 
 
Los dominios comparten gran similitud en su secuencia que en consecuencia los lleva a 
tener estructuras tridimensionales muy similares26,27 (Figura 3). El dominio B es un has de 
tres hélices antiparalelas muy estable que conserva la afinidad por IgG al estar aislado de la 
proteína A. La eliminación de la secuencia que contiene la hélice C-terminal de este dominio 
hace que el fragmento restante pierda estructura y se encuentre como una estructura 
desordenada en disolución (capitulo 3). Sin embargo, la región de las hélices N-terminales 
interaccionan con el péptido correspondiente a la tercera hélice para formar complejos no 
covalentes en disolución con alto contenido helicoidal28,29. Esta propiedad hace que este 
sistema sea un buen candidato como modelo de interacción de péptidos estructurados en 
disolución.  
 

2.1.2. Química combinatoria. Químiotecas OBOC 
 
El principio aplicado en química combinatoria se basa en que, la probabilidad de tener éxito 
en encontrar moléculas activas aumenta con el tamaño y diversidad del conjunto de 
compuestos analizados. La estrategia combinatoria en química ha permitido ampliar la 
posibilidad de encontrar nuevos compuestos, con aplicación directa en el diseño de 
fármacos y en ciencia de materiales, al hacer posible la síntesis y/o análisis de conjuntos de 
compuestos, denominadas quimiotecas. Las quimiotecas poseen un gran número moléculas 
que comparten estructuras similares, pero difieren en los grupos funcionales unidos a la 
base. En lugar de evaluar cada compuesto frente una actividad o propiedad específica se 
evalúa un conjunto de compuestos y posteriormente se selecciona los que pueden ser de 
interés para ser analizadas individualmente30-32.  
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Figura 3. A. Estructura del dominio B de la proteína A de s. aureus 26. La imagen de la izquierda 

es una vista lateral de la representación tipo cintas de la proteína. La imagen de la derecha 

muestra la representación con vista frontal de la proteína tipo cintas y superficie. la primera y 

segunda hélices están coloreadas de azul oscuro y claro, respectivamente (H1-2); la tercera 

hélice (H3n) esta coloreada de amarillo. B. En la parte inferior, se encuentra la descripción 

gráfica de la estructura secundaria junto con la secuencia del dominio B. C. Alineamiento de 

las secuencias de los 5 dominios homólogos de la proteína A. 

 

 
 
La síntesis en fase sólida permite obtener muchos compuestos en paralelo, en diferentes 
reactores o en diferentes unidades de resina33. El hecho de que en fase sólida se pueda 
construir paso a paso cadenas de monómeros sobre un soporte insoluble hace posible que 
cada unidad de resina pueda ser considerada un reactor34 o que la resina pueda ser dividida 
en porciones que en paralelo permita la síntesis de varias moléculas35. La técnica de división 
y mezcla (del ingles split and mix) permite realizar en un sólo reactor las reacciones que son 
comunes para todos lo elementos de la químioteca y dividir en diferentes alícuotas las 
reacciones que deben llevarse de modo diferente o con diferentes reactivos. Esta 
metodología permite controlar que en cada unidad de resina se obtenga sólo un tipo de 
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compuesto, generado quimiotecas en las cuales sólo hay un tipo de compuesto por unidad 
de resina, denominadas OBOC (del ingles, one-bead-one-compound) (Figura 4)34. En 
consecuencia, la síntesis de este tipo de quimiotecas requiere que todas las reacciones que 
se realizan tengan rendimientos altos donde el nuevo compuesto después de cada reacción 
sea único. Estas características son propias de la síntesis en fase sólida de péptidos. Por 
esta razón, esta técnica desde sus inicios ha estado asociada a péptidos y moléculas 
análogas.  
 
El uso de aminoácidos D en el diseño de péptidos y proteínas amplia la diversidad en 
estructuras, propiedades y estabilidad frente a la proteólisis que pueden ser alcanzadas36. 
Quimiotecas de péptidos que incluyen aminoácidos D se han diseñado y evaluado frente a 
una gran gama de actividades como: Inhibidores de la actividad citolítica del péptido 
antimicrobiano, melitina, por medio de una químioteca de hexapéptidos37; identificación de 
un ligando de un receptor opiode, que además demostró tener actividad analgésica en 
ratones, a partir de una químioteca de hexapeptidos38; Identificación de nuevos inhibidores 
enzimáticos con la introducción de un sólo aminoácido D en una químioteca de 
octapéptidos39; o incluso la identificación de péptidos capaces de adherirse a células 
tumorales humanas40,41. 
 

2.1.3. Objetivos 
  
El objetivo general del trabajo expuesto en este capitulo estaba orientado a la identificación 
péptidos todo-D capaces de formar complejos heteroquirales no covalentes con una 
secuencia encontrada en la naturaleza, en este caso el fragmento correspondiente al 
fragmento N-terminal del domino B de la proteína A de s. aureus.  
 
A partir del objetivo principal se plantearon los siguientes objetivos específicos:  
 

� Diseñar, sintetizar y evaluar una químioteca de péptidos todo-D derivados de la 
secuencias de la hélice C-terminal del dominio B. 

� Detectar e identificar las secuencias de los péptidos activos de la químioteca que son 
afines a al fragmento N-terminal del dominio B.  

� Resíntetizar los elementos activos más representativos de la quimioteca y validar los 
resultados encontrados del análisis de la químioteca a pequeña escala. 
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Figura 4. Diagrama de la metodología de síntesis de una quiomioteca OBOC por la estrategia 

de división y mezcla33. A. preparación de un químioteca de 9 dipéptidos sobre resina. Las 

flechas divergentes representan los pasos de división en porciones iguales, las flechas 

verticales indican acoplamientos, las flechas convergentes indican pasos de mezcla y 

homogenización. B. Resultado de la síntesis de una quimioteca de tripéptidos con tres 

posiciones variables. Los círculos (azules, amarillos y rojos) indican aminoácidos o 

monómeros orgánicos y los verdes indican unidades de resina.  

 

 
 

2.2. Diseño de la químioteca D4096 

 
La secuencia inicial se diseño a partir de la secuencia de la tercera hélice del domino B 
(H3n). El cambio de quiralidad de los aminoácidos en una hélice � cambia las posiciones de 
las cadenas laterales y la dirección del giro de la cadena principal. Por esta razón, el diseño 
de la secuencia del péptido todo-D de partida se basó en intentar mantener la disposición 
topológica de las diferentes cadenas laterales de los aminoácidos. Las variaciones de la 
químioteca se realizaron en la región central de la secuencia, donde se encuentran las 
vueltas de hélice � de la H3n en el dominio B26. Inicialmente, las modificaciones realizadas 
involucraron la permutación de los residuos ubicados en las posiciones de la septena, 
(c)�(b), (e) � (d), y (f) � (g), como se observa en la (Figura 5). Los residuos ubicados en 
las posiciones (a), ubicados en el núcleo hidrofóbico permanecieron intactos. 
 



Capítulo 2 

 

 
 
 
 

71 

 

La quiomioteca de péptidos todo-D se diseño de forma que las posiciones variables se 
localizaron básicamente en los residuos del núcleo hidrofóbico. Aunque los péptidos de la 
químioteca tienen 22 residuos, sólo 5 posiciones son variables, para ajustar las variaciones 
en los residuos que podrían intervenir directamente en la interacción. En cada posición 
variable se permitieron 4 posibilidades que conducían a obtener 4096 diferentes péptidos, 
de aquí se originó el nombre de la químioteca, D4096. Las sustituciones se escogieron 
intentando abarcar el máximo de diversidad con el mínimo de residuos posible. Así, en cada 
posición variable podía encontrarse un residuo de carácter hidrofóbico alifático, uno 
hidrofóbico aromático, uno polar con carga o uno polar sin carga (Tabla 1).  
 
En la posición variable x1, se conservó la serina de la secuencia natural y se adicionó 
fenilalanina porque podría estabilizar interacciones con los residuos aromáticos que se 
encuentran en H1-2, lisina como residuo polar con carga positiva y la leucina por su alta 
propensión a estar presentes en hélices �42.  
 
En la posición variable x2, al igual que en los casos anteriores se conservó el residuo de la 
secuencia natural que en este caso es leucina. El triptófano se escogió como residuo 
hidrofóbico aromático, debido a que tiene una gran superficie y el glutámico se escogió 
como residuo cargado negativamente.  
 
En la posición variable x3 y x6, se introdujeron los residuos leucina, fenilalanina, lisina o 
treonina. El residuo de leucina de la secuencia natural, la fenilalanina se escogió por la 
misma razón expuesta para x1; la lisina como residuo cargado positivamente; y la treonina 
como residuo polar, que facilita el análisis de secuencia por espectrometría de masas, ya 
que otros residuos polares como la asparagina y la glutamina tienen masas moleculares 
similares a la leucina y la lisina  
 
En la posición variable x4, se conservó la alanina presente en la secuencia natural, como 
residuo aromático hidrofóbico se escogió el triptófano, como residuo polar con carga el 
glutámico y como residuo polar sin carga la serina, puesto que tiene un tamaño similar a la 
alanina. 
 
En la posición variable x5 se incluyó asparagina, presente en la secuencia natural, como 
residuo hidrofóbico aromático se introdujo el triptófano, como residuo cargado 
negativamente el glutámico y la valina como residuo hidrofóbico alifático.  
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Figura 5. Representación de dos giros de hélice � canónica indicando la posiciones de la 

septena “abcdefg”. En la parte superior se representa la vista axial de las hélices y en la parte 

inferior se observa una vista lateral. A. Hélice � dextrógira con aminoácidos L. B. Hélice � 

levógira con aminoácidos D. C. Hélice � levógira donde las posiciones de la septena “abcdefg” 

se han cambiado por la septena “acbedgf” de forma que las cadenas laterales de los residuos 

queden ubicados en el espacio en forma similar a las cadenas laterales de la hélice � 

dextrógira.  

 
 

2.3. Síntesis y caracterización de la quimioteca D4096 

 

2.3.1. Síntesis de la químioteca D4096 
 
La síntesis combinatoria para obtener un péptido en cada unidad de resina (OBOC) se basó 
en la estrategia de división y mezcla de resina en los ciclo de acoplamiento de los residuos 
de las posiciones variables usando la estrategia de síntesis de péptidos Boc/Bzl (ver 6.7.1). 
Esta metodología considera que cada unidad de resina es en si misma un reactor. La 
síntesis de la químioteca se realizó como si se tratara de un sólo péptido, con la diferencia 
de que en las regiones donde hay variación en la secuencia, la peptidil resina se dividió en 
el número de variaciones requeridas, se realizaron los respectivos acoplamientos y al final 
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se volvieron a unir las distintas fracciones en un único reactor para continuar la síntesis 
(Figura 4).  
 

Tabla 1. Diseño de la químioteca d4096, de péptidos todo-D. A partir de la secuencia de la 

tercera hélice del domino B, H3n todo-L, se diseñó la secuencia base de la químioteca 

compuesta exclusivamente de aminoácidos D, D3. Entre los residuos 5 y 16 se realizaron 

permutaciones de acuerdo a la posición del residuo en la septena helicoidal, “abcdefg”, por la 

secuencia “acbedgf”, a, d y e se establecieron como posiciones variables (x1, x2, x3, x4, x5, x6). 

En la parte inferior de la tabla se indica, para cada posición variable, los cuatro diferentes 

residuos que podían estar presentes en los elementos de la químioteca. 

 Número 
de residuo  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 

 Cargas - � � � � � � � � � �� � �� �� � � �� � � � � + 
H3 Todo-L D P S Q S A N L L A E A K K L N D A Q A P K 
 Septena     a b c d e f g a b c d e       

 Cargas - � � � � � � � � �� � � �� �� � � �� � � � � + 
D3 Todo-D d p s q s n a l l e a a k k n l d a q a p k 
 Septena  � � � a c b e d g f a c b e d   � � �  

 Posición 
Variable  

    x1   x2 x3   x4   x5 x6       

 Variación1  � � � s   l l   a   n l   � � �  
 Variación2     f   e f   e   e f       
 Variación3     l   t k   s   v k       
 Variación4     k   w t   w   w t       

 
Al final de la síntesis cada unidad de resina contiene ancladas cadenas peptídicas con una 
única secuencia. La actividad de los diferentes péptidos así obtenidos se evaluó en conjunto 
en un mismo ensayo. Puesto que este ensayo de actividad se realizó directamente sobre la 
resina, esta debe tener propiedades que la hagan compatible con los reactivos y 
condiciones con las cuales va a ser tratada tanto en la síntesis como en la detección de 
actividad. En este caso se usó como soporte sólido la resina PEGA43, la cual es un co-
polímero de polietilenglicol y poliacrilamida, que se solvata bien en la mayoría de solventes 
usados en síntesis de péptidos y en especial en medios acuosos. Estas propiedades, unidas 
a su buena resistencia a la presencia de ácidos fuertes como TFA y HF, hicieron que se 
seleccionase esta resina para realización de la síntesis44.  
 
El espaciador bifuncional HMFS se usó en esta síntesis para unir el primer residuo a la 
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resina. Este espaciador permite anclar el grupo carboxilo del aminoácido C-terminal por 
medio de un enlace tipo éster. El desanclaje se realiza en medio básico, particularmente con 
morfolina en DMF (20-50%)45. Este enlace es compatible con química Boc/Bzl porque es 
resistente a las condiciones ácidas usadas durante la desprotección del grupo N-�-amino 
terminal después de cada acoplamiento y al tratamiento con fluoruro de hidrógeno usado al 
final de la síntesis44. 
 

Figura 6. Diagrama resumido de la estrategia sintética usada. El soporte sólido (resina PEGA) 

se funcionalizó con el espaciador HMFS, la secuencia se sintetizó usando derivados de 

aminoácidos protegidos según el esquema Boc/Bzl. El grupo protector N-�-t.-Boc se eliminó 

con ácido trifluoroacético, los grupos protectores de las cadenas laterales de los aminoácidos 

se eliminaron por tratamiento con fluoruro de hidrógeno. El péptido se escindió de la resina 

por tratamiento con morfolina.  

 
 
Los diferentes Boc-aminoácidos se activaron con diisopropil carbodiimida y HOBt en DMF 
con el fin de obtener el éster de benzotriazol de cada aminoácido para hacerlo reaccionar 
con el grupo amino terminal de la cadena peptídico en crecimiento. Para asegurar la 
completa introducción de los aminoácidos y la buena calidad de los péptidos obtenidos al 
final de la síntesis, se realizaron siempre dos ciclos de acoplamiento. Después del 
acoplamiento del último residuo de la secuencia, el grupo amino terminal se acetiló con 
anhídrido acético (ver 6.2.3.). Finalmente, para obtener la peptidil–resina libre de grupos 
protectores en las cadenas laterales de los aminoácidos, esta se trató con fluoruro de 
hidrógeno usando un 1 % de m-cresol como capturador de los carbocationes generados en 
la reacción.  
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2.3.2. Caracterización de la químioteca 
 

2.3.2.1. Identificación de subproductos de la síntesis 

 
La caracterización de una químioteca OBOC de miles de compuestos es una tarea 
compleja, puesto que en una pequeña alícuota de resina pueden encontrarse decenas o 
centenares de moléculas diferentes. Por esta razón se realizaron dos tipos de 
caracterización; en primer lugar, la caracterización global sobre alícuotas de peptidil-resina; 
y en segundo lugar, la caracterización de algunas unidades de resina. 
 
Una alícuota de peptidil-resina se escindió por tratamiento con 20% de morfolina en DMF 
para obtener una distribución general de masas de la químioteca por espectrometría de 
masas MALDI-TOF y análisis de aminoácidos (Figura 11). Por otro lado, los péptidos unidos 
a algunas unidades de resina se escindieron para ser analizados individualmente por 
espectrometría de masas MALDI-TOF y masas en tándem (Figura 7). 
 

Figura 7. Espectro de masas MALDI-TOF y de fragmentación de péptidos de la químioteca 

seleccionados al azar. A. La mayoría de péptidos mostraron un espectro de masas limpio con 

sólo un producto (A). Sin embargo, algunos espectros mostraron perfiles más complejos (B). 

En estos péptidos se identificaron residuos de triptófano formilado en el espectro de 

fragmentación del pico principal (C).  
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Inicialmente, se observó que los datos de caracterización obtenidos estaban de acuerdo con 
lo esperado. Sin embargo, algunas de las unidades de resina escogidas al azar fueron 
imposibles de analizar, debido a que después de la escisión se observaron señales en el 
espectro de masas MALDI-TOF de muy baja intensidad. Este comportamiento aislado hizo 
necesario realizar un análisis aun más exhaustivo de la químioteca. Para esto se exploraron 
una serie de variaciones en el procedimiento de escisión del péptido de la resina (Tabla 2), 
encontrándose que al usar como base una disolución saturada de bicarbonato de amonio se 
obtenía la cantidad necesaria de péptido para ser analizado por espectrometría de masas 
MALDI-TOF y obtener el espectro de fragmentación. En estos péptidos, de difícil 
caracterización, la presencia de morfolina en DMF ejercía un efecto negativo en la 
preparación y análisis de la muestra.  

 

Tabla 2. Diferentes condiciones de preparación de muestra para analizar por espectrometría de 

masas MALDI-TOF el péptido anclado en una unidad de resina (UR). Ácido �-ciano-4-

hidroxicinámico, 0.1%TFA, agua/ACN 1:1 (ACH-TFA), Ácido �-ciano-4-hidroxicinámico, 0.1% 

ácido fórmico, agua/ACN 1:1 ((ACH-Fórmico), Ácido sinapínico, 0.1%TFA, agua/ACN 1:1 (AS-

TFA), Ácido dihidroxibenzoico, 0.1%TFA, agua/ACN 1:1 (DHB-TFA), 

diaza(1,3)biciclo[5.4.0]undecano (DBU). (*) El desanclaje del péptido de una unidad de resina 

con los vapores de morfolina concentrados en un recipiente sellado.  

Condiciones de desanclaje Característica Matriz Calidad del espectro 

1 μL/UR 20% morfolina/DMF, 1h poco volátil (ACH-TFA) + 

1 μL/UR 20% morfolina/DMF, 1h poco volátil (ACH-Fórmico) ++ 

1 μL/UR 50% morfolina/DMF, 1h poco volátil (ACH-TFA) - 

1 μL/UR 2% DBU/5% morfolina/DMF, 1h  poco volátil (ACH-TFA) - 

1 μL/UR 32% bicarbonato de amonio, 1h volátil (ACH-TFA) ++ 

1 μL/UR 32% bicarbonato de amonio, 1h volátil (AS-TFA) - 

1 μL/UR 32% bicarbonato de amonio, 1h volátil (DHB-TFA) - 

1 μL/UR 10% amoníaco, 1h volátil (ACH-TFA) + 

1 μL/UR 30% amoníaco, 1h volátil (ACH-TFA) + 

1 μL/UR amoníaco en metanol, 1h volátil (ACH-TFA) - 

* vapores de morfolina, 1h poco volátil (ACH-TFA) +++ 

 
Algunos de los péptidos, de unidades de resina de difícil caracterización, se identificaron por 
análisis de los espectros de fragmentación MS/MS encontrándose que en común todos los 
péptidos poseían triptófano y que parte del producto obtenido tenia como impureza el 
péptido con el grupo protector formilo en este residuo (Figura 7). La presencia de esta 
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impureza se consiguió identificar al usar como base una disolución de bicarbonato de 
amonio para liberar el péptido de la resina, puesto que la presencia de morfolina era capaz 
de eliminar el grupo formilo del triptófano y esta impureza permanecería indetectable. 
Debido a la pequeña diferencia de masas entre el péptido con triptófano con y sin el grupo 
formilo, de sólo 28 unidades, la caracterización global de la quimioteca no discriminaba esta 
diferencia.  
 

Figura 8. A. Espectro de masas MALDI-TOF de un péptido obtenido a partir de una unidad de 

resina de la químioteca. B. Espectro de fragmentación del ión precursor (2515.3 m/z) e 

identificación de la secuencia (Ac-dpsqlnaeleaskkwfadqapk-NH2)  

 
 

2.3.2.2. Eliminación de los subproductos de la síntesis 

 
Como se ha comentado anteriormente, los resultados mostraron la presencia del grupo 
formilo unido a la cadena lateral del triptófano después del tratamiento con fluoruro de 
hidrógeno. Este grupo protector se eliminó posteriormente, por tratamiento de la péptidil 
resina con una disolución de TFMSA/TFA/DMS/m-cresol/EDT (10:49:29:10:2). A esta 
concentración de ácido el EDT actúa como nucleófilo eliminando el grupo fórmilo del 
triptófano46. En esta condiciones de reacción la presencia de dimetilsulfuro como disolvente 
dirige el mecanismo de reacción hacia una sustitución de tipo bimolecular que evita la 
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formación de carbocationes, y evita reacciones laterales de acilación47. 
 
La peptidil resina libre de todos los grupos protectores tuvo que caracterizarse nuevamente. 
De manera similar al análisis previo de la químioteca, un grupo de unidades de resina se 
escogieron al azar, para escindir individualmente el péptido. Las secuencias de algunas de 
ellas se identificaron por medio de su espectro de fragmentación, tras lo cual fue posible 
identificar que las unidades con triptófano no poseían el grupo formilo (Figura 8). 
 

2.3.2.3. Degradación de Edman de unidades de peptidil resina 

 
La degradación de Edman se usó para obtener la secuencia de aminoácidos de algunas de 
las unidades de peptidil resina. En esta técnica se derivatiza y separa el residuo N-terminal, 
lo que permite identificar la naturaleza de los residuos y obtener el siguiente residuo con el 
grupo amino libre, para continuar con el siguiente ciclo de reacción. Cada residuo es 
consecutivamente aislado y derivatizado, por reacción con fenilisotiocianato en medio ácido, 
como la respectiva 3-fenil-2-tiohidantoína (PTH), posteriormente separado por HPLC e 
identificado por comparación con los patrones estándar. 
 

Figura 9. Secuenciación por degradación de Edman de una unidad de peptidil resina con los 

grupos protectores de las cadenas laterales 

 
 
La degradación se realizó directamente sobre la peptidil resina de dos formas diferentes. Por 
un lado, se obtuvo la secuencia de unidades de resina el grupo amino libre y las cadenas 
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laterales protegidas, y por otro lado se secuenciaron unidades de peptidil resina libres de 
grupos protectores en las cadenas laterales.  
 
En el primer caso, una alícuota peptidil resina, con el grupo amino terminal libre, se separó 
antes de la reacción de acetilación y tras el posterior tratamiento con HF, se determinó la 
secuencia de los residuos sin cadenas laterales protegidas. La secuencia pudo identificarse 
parcialmente, observándose la presencia de los residuos no protegidos esperados. Sin 
embargo, la eficiencia global de la degradación de Edman disminuye en cada ciclo (Figura 
9), lo que limitó la identificación exacta de los aminoácidos de los últimos ciclos de 
degradación. 
 

Figura 10. Hidrólisis del enlace Asp-Pro de péptidos de la químioteca con ácido fórmico al 70% 

después de 24 horas de reacción 

 
 
En el segundo caso, unidades de peptidil resina se analizaron tal como iban a ser usadas 
para su evaluación. El grupo acetilo N-terminal de estas unidades no permitía realizar la 
secuenciación directa por degradación de Edman. Sin embargo, el enlace Asp-Pro es 
susceptible a la hidrólisis selectiva en ácido fórmico48,49 (Figura 10). Ya que esta secuencia 
era conocida, se encontraba en extremo N-terminal del péptido y común en todos los 
péptidos, se aprovecho este hecho para obtener la secuencia de unidades de peptidil resina 
a partir del residuo de Pro2. Para hidrolizar este enlace las unidades de resina se trataron 
con una disolución acuosa de ácido fórmico al 70% durante 3 días a temperatura ambiente, 
bajo estas condiciones se consiguió hidrolizar la mayor cantidad de péptido. Después de 
este tiempo la resina se lavó abundantemente con agua y se prepararon individualmente 
para secuenciar el péptido por degradación de Edman. Mediante esta técnica se 
identificaron 4 secuencias, que concuerdan con secuencias esperadas de la quimioteca. 
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Adicionalmente, en algunas de las unidades de peptidil resina se identificaron residuos de 
triptófano, a pesar de ser estos susceptibles a la formilación en presencia de ácido fórmico50 
(Tabla 3).  
 
Esta técnica permitió determinar la secuencia de forma inequívoca de unidades de peptidil 
resina aisladas hasta 15 ciclos. Sin embargo, el rendimiento global después del residuo 15 
se reduce hasta un nivel que dificulta la determinación del último residuo de las posiciones 
variables de la químioteca. De forma que esta técnica sólo podría ser usada como 
alternativa en los casos en los que la secuenciación por espectrometría de masas en 
tándem no sea posible. 
 

Tabla 3. Secuencias determinadas por degradación de Edman a partir de una unidad de 

peptidil resina (UR). GP, unidad de resina con grupos protectores en los residuos 

trifuncionales, sólo se identificaron los residuos que en la síntesis no necesitan grupo 

protector. La hidrólisis del enlace entre Asp-Pro se realizó con ácido fórmico al 70%. (*) 

residuo no determinado  

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Residuo esperado d p s q x n a x x e a x k k x x a d q a p k 

UR1 (GP) * p  q f n a  l x a * * * v * a * q a p * 

UR2 (GP) * p * q f n a * f * a a * * w * a * q a p * 

UR1 (H) * p s q l n a w k e a e k k n k a d q a p * 

UR2 (H) * p s q k n a e k e a w k k w k a d q a p * 

UR3 (H) * p s q s n a e t e a a k k n k a d q a p * 

UR4 (H) * p s q k n a e l e a w k k w t a d q a p * 

 

2.3.2.4. Caracterización en conjunto de la químioteca D4096 

 
La caracterización general de químioteca se realizó por diferentes técnicas. Los valores de 
las propiedades a analizar se estimaron o calcularon para la quimioteca, incluyendo todos 
péptidos esperados, para ser comparados con los resultados analíticos experimentales. 
Alícuotas de la químioteca se analizaron por espectrometría de masas MALDI-TOF, RP-
HPLC/MS y análisis de aminoácidos.  
 
El espectro de masas MALDI-TOF obtenido se encuentra en el rango de masas esperado y 
tiene forma gausiana con un máximo alrededor de 2500 m/z. El perfil de la químioteca antes 
y después del tratamiento con TFMSA eran muy similares y no permitieron detectar la 
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diferencia de masas debidas a la presencia del grupo formilo (Figura 11). 
  

Figura 11. Espectro de masas de la químioteca D4096. A. Espectro teórico estimado usando 

todas las masas moleculares de los péptidos esperados. Espectros de masas de la químioteca 

D4096 antes (B) y después de eliminar el grupo formilo del triptófano (C) 

 
 
El perfil obtenido por RP-HPLC es complejo y las diferentes especies abarcan casi todo en 
cromatograma en un gradiente de 0-70% de acetonitrilo en 30 min. El espectro de masas 
ESI obtenido mostró, como especies cargadas mayoritarias, los iones (M+3H)3+, (M+4H)4+ y 
con muy baja intensidad se observaron los iones (M+2H)2+ (Figura 12).  
 
La composición determinada por análisis de aminoácidos, de tres alícuotas de peptidil 
resina, mostraron un perfil que estuvo de acuerdo con las cantidades esperadas a excepción 
de la determinación de serina y treonina (Tabla 4). La desviación respecto a lo esperado, de 
la cuantificación de estos residuos, se debe a que estos aminoácidos se descomponen en 
las condiciones de hidrólisis. 
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Figura 12. HPLC-MS de una alícuota de peptidil resina de la químioteca. A. RP-HPLC obtenido 

con un gradiente de 0-70% de ACN con un 0.07 % de ácido fórmico y agua con un 0.10% de 

ácido fórmico en 30 min. B. Espectro de masas ESI. C. Espectro de masas ESI calculado de la 

quimioteca para diferentes estados de carga [(M+2H)2+, (M+3H)3+y (M+4H)4+] 

 
 

Tabla 4. Análisis de aminoácidos (AAA) promedio de la químioteca D4096 después de la 

hidrólisis por 48 h a 110C de 2.0 mg de peptidil resina (Promedio de 3 experimentos)  

 

Residuos AAA Teórico AAA Promedio % Desviación 

D 3,25 3,38 3,99 

T 0,75 0,53 -29,38 

S 1,50 1,16 -22,66 

E 3,75 3,45 -8,13 

P 2,00 2,16 8,09 

A 4,25 4,39 3,36 

V 0,25 0,24 -4,15 

L 1,00 1,02 1,82 

F 0,75 0,74 -1,51 

K 3,75 4,24 12,95 
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2.4. Evaluación de la quimioteca 

 
El objetivo de la evaluación de la quimioteca era identificar unidades de peptidil-resina 
capaces de interaccionar con el fragmento N-terminal del dominio B. Para esto se obtuvo el 
fragmento correspondiente a la H1-2 con biotina unida al grupo amino terminal, bH1-2 (ver 
6.8.1). La biotina se une con estreptavidinab de forma no covalente, generando un complejo 
altamente estable. Por esta razón, estreptavidina marcada con isocianato de fluoresceínac 
(FITC) se usó en la detección del péptido bH1-2  por la florescencia generada.  
 
Para realizar este ensayo, una porción de peptidil-resina se solvató en medio acuoso e 
incubó con 1% de BSA en tampón fosfato pH 7.4, para bloquear sitios sobre la superficie de 
la resina que produjera reacciones inespecíficas. Una vez preparada la peptidil-resina se 
puso en contacto con una disolución 2 	M de bH1-2 y 8 	M de estreptavidina y se dejó en 
agitación continua por 2 horas protegida de la luz. A continuación, se eliminó la disolución de 
bH1-2/ estreptavidina y la peptidil resina se lavó con tampón fosfato con 0.05% de tween 20. 
Inmediatamente después, las unidades de resina se observaron bajo un microscopio 
estereoscópico de fluorescencia (Figura 13). Paralelamente, el mismo tipo de ensayo se 
realizó sobre una muestra de resina sin péptido, usado como referencia negativa y en el 
ajuste de los parámetros de observación y adquisición de imágenes con el estereoscopio.  
 
Previamente a la evaluación de la químioteca, las condiciones del ensayo tuvieron que ser 
establecidas, para obtener una óptima detección de unidades positivas al ensayo, evitar 
interacciones inespecíficas; y por otra parte, obtener un buen contraste entre las unidades 
de resina positivas y negativas. Los ensayos de optimización se realizaron sobre alícuotas 
de resina libres de péptido mezcladas con más o menos un 1 % unidades de resina unidas 
positivas que contenían H3n. Entre los parámetros experimentales estaban: la naturaleza de 
la disolución usada para bloquear las interacciones inespecíficas con la resina; los tiempos 
de incubación de la resina con bH1-2/estreptavidina (2 h y 16 h); la relación de 
concentraciones entre H1-2/estreptavidina ; y el efecto de la reducción de la temperatura. De 
acuerdo a los resultados en los diferentes ensayos se encontraron las siguientes 
condiciones para la realización del ensayo: a) Una disolución con %0.1 de BSA en tampón 
fosfato bloqueaba efectivamente las interacciones inespecíficas sobre la superficie de la 
resina; b) la relación 4 a 1 entre bH1-2 y estreptavidina era suficiente para detectar todas la 

                                                 
b Estreptavidina: Proteína de la bacteria Streptomyces avidinii que posee una afinidad alta por la biotina. La constante de disociación es 

del orden de ~10-15 M.  
c Fluoresceína: Fluorocromo cuya excitación tiene lugar a 494 nm y emisión a 521 nm (verde).   



Capítulo 2 

 

 
 
 
 

84 

 

unidades de resina positivas; c) el tiempo de incubación de la resina con la disolución con 
bH1-2 necesaria para la detección de todas las unidades de resina fluorescentes era de 2 
horas; d) la reducción de la temperatura de 25 ºC a 4 ºC reducía la afinidad de las unidades 
de peptidil resina activas por bH1-2, por esta razón se decidió realizar la evaluación de la 
resina a temperatura ambiente. 
 
Con el protocolo diseñado previamente se evaluaron alrededor de 25000 unidades de 
resina, divididas en grupos de 7000 unidades51; de las cuales se encontraron 30 unidades 
de peptidil-resina fluorescentes. Las unidades resina afines a bH1-2 se aislaron manualmente 
del resto de la químioteca y se volvió a realizar el ensayo para verificar nuevamente su 
actividad, se encontró que la afinidad de las unidades de quimioteca por bH1-2 era 
reproducible. La masa molecular y la secuencia de cada una de las unidades de resina se 
identificaron por medio de espectrometría de masas MALDI-TOF estándar y de masas en 
tándem.  
 

Figura 13. A. Fotografía de la evaluación de químioteca D4096 que muestra un conjunto de 

unidades de resina de la químioteca con dos unidades de resina fluorescentes indicadas por 

las flechas, las cuales se detectaron después de ser incubadas durante 2 horas con una 

disolución de bH1-2/FITC streptavidina (8 	M y 2 	M, respectivamente). La peptidil resina se 

observó con un microscopio estereoscópico de fluorescencia Leica MZ FLIII. B. Los 

parámetros de adquisición de imagen se ajustaron a partir de un blanco de peptidil resina, en 

ausencia de péptido, realizado al mismo tiempo (Tiempo de exposición 0,69 s). 
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2.5. Determinación de la secuencia de los péptidos activos por 
espectrometría de masas en tándem MALDI-TOF 

 
La preparación de la muestra para ser analizada por espectrometría de masas MALDI-TOF 
es crucial para obtener un espectro de buena calidad. Por esta razón, se establecieron las 
condiciones de escisión del péptido de la resina que permitieran obtener una cantidad 
suficiente de compuesto para ser identificado con la menor cantidad de interferencias. Se 
probaron diferentes condiciones, tales como, el tipo de base usada, el disolvente y la forma 
de adición de la muestra directamente sobre la placa de MALDI.  
 
El análisis de varias unidades de peptidil resina permitió encontrar las condiciones óptimas 
para liberar el péptido de la resina. Cada unidad de resina activa se colocó sobre uno de los 
pozos de un plato de MALDI, previamente lavada con abundante agua para eliminar sales. 
El plato se introdujo en un recipiente sellado saturado de vapores de morfolina, después de 
una hora de reacción se abrió el recipiente y se dejó evaporar la pequeña cantidad de 
morfolina adsorbida sobre la resina. Esta base fue más efectiva que la disolución de 
carbonato de amonio para escindir el péptido de la resina y obtener el espectro de masas, 
sólo cuando se aplicaba de esta forma. La adición directa de morfolina sobre la unidad de 
resina conducía a la obtención de espectros de masas de muy baja intensidad. Para 
adicionar la matriz, se adicionó 1 μL de 5 mg/mL de CHCA en una mezcla 1:1 de 
H2O/Isopropanol sobre cada unidad de resina y se dejó evaporar a temperatura ambiente.  
 
Del grupo de unidades de resina activas aisladas se identificaron 21 secuencias (Tabla 5). 
La distribución de las frecuencias de los residuos encontrados en las posiciones variables 
mostró que todos los péptidos tenían en común el motivo D-Trp D-Lys en su secuencia. Este 
motivo se encontró en una o dos de las tres regiones en las cuales era posible que se 
encontrase. El 62% de los péptidos activos tenían estos residuos en la mitad de la 
secuencia.  
 
En cada una de las posiciones variables, de las cuatro posibilidades diferentes, se observó 
que uno o máximo dos residuos se encontraban con mayor frecuencia en el conjunto de 
péptidos activos. En el caso de x1 el residuo preferido era lisina; en x2 se encontraron 
principalmente residuos de leucina y triptófano; en x3, la lisina era el residuo de mayor 
frecuencia; en x4 se identificaron triptófano y serina; en x5 se encontró principalmente 
triptófano y asparagina; y en la posición x6 se encontró exclusivamente lisina (Figura 14). 
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Tabla 5. Secuencias identificadas por espectrometría de masas en tándem de los péptidos 

todo-D activos de la químioteca D4096. 

Péptido Secuencia Frecuencia % Frecuencia 
Masa 

molecular 

1D Ac-dpsqlnawkeawkknkadqapk 4 13 2595 

2D Ac-dpsqknawkeaakkwkadqapk 3 10 2567 

3D Ac-dpsqknawkeaskknkadqapk 2 7 2511 

4D Ac-dpsqknalkeawkknkadqapk 2 7 2537 

5D Ac-dpsqknalteawkkwkadqapk 2 7 2582 

6D Ac-dpsqknawkeawkknkadqapk 2 7 2610 

7D Ac-dpsqknalfeawkknkadqapk 1 3 2556 

8D Ac-dpsqknawteawkkvkadqapk 1 3 2568 

9D Ac-dpsqknalkeaskknkadqapk 1 3 2438 

10D Ac-dpsqknawteaskkwkadqapk 1 3 2556 

11D Ac-dpsqknawkeawkkekadqapk 1 3 2625 

12D Ac-dpsqfnalkeaskkwkadqapk 1 3 2529 

13D Ac-dpsqknalleawkknkadqapk 1 3 2522 

14D Ac-dpsqsnalkeawkkwkadqapk 1 3 2568 

15D Ac-dpsqknalkeawkkvkadqapk 1 3 2522 

16D Ac-dpsqfnawkeaskkwkadqapk 1 3 2602 

17D Ac-dpsqlnaefeaskkwkadqapk 1 3 2530 

18D Ac-dpsqfnatkeaskkwkadqapk 1 3 2517 

19D Ac-dpsqknalfeawkkvkadqapk 1 3 2541 

20D Ac-dpsqfnawkeawkknkadqapk 1 3 2630 

21D Ac-dpsqsnawkeaskkwkadqapk 1 3 2543 

  30 100  

 
La combinación D-Tryp D-Lys preponderó en todas las secuencias de manera notable. La 
preferencia por esta combinación de residuos en la evaluación de la químioteca, indica la 
interacción de los péptido todo-D activos podría estar dirigida por una interacción del tipo 
catión-
52 con los residuos aromáticos de H1-2. En este tipo de interacción, una cadena 
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lateral catiónica (Lys, Arg, His) esta cerca de una cadena aromática (Phe, Tyr, Trp, His)53,54. 
Este tipo de interacción de encuentra involucrada en el control de flujo de iones a través de 
canales, receptores acoplados a proteína G, catálisis enzimática y reconocimiento proteína-
ligando55-57. Por otro lado se ha encontrado que este tipo de interacción no se da en las 
superficies altamente expuestas de péptidos modelo pero si en las interfases de las 
superficies parcialmente expuestas de proteínas bien plegadas ya sean naturales o de 
diseño58,59.  
 

Figura 14. Gráficos de frecuencia de los residuos de cada una de las posiciones variables de 

los péptidos todo-D activos de la químioteca D4096 

 
 

2.6. Síntesis de los péptidos 

 
El péptido de 39 residuos correspondiente al fragmento H1-2 se sintetizó por medio de un 
sintetizador automático por medio de la estrategia Fmoc/tBu. Inicialmente se redujo la 
funcionalización hasta 0.3 mmol/g de resina para disminuir la dificultad de la síntesis debido 
a interacciones entre las cadenas en crecimiento60-62. Después de la incorporación del último 
residuo, la peptidil resina se dividió en partes iguales con el fin de obtener tres análogos con 
diferentes grupos en el residuo N-terminal. De acuerdo con el tipo de experimento, a realizar 
posteriormente, se sintetizaron tres modificaciones de H1-2: el péptido acetilado, el péptido 
con biotina y el péptido con la secuencia Cys-Ahx. El péptido acetilado se empleó en los 
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estudios de dicroísmo circular. El péptido biotinado se usó acomplejado con FTIC-
estreptavidina en la evaluación y detección de péptidos activos en la químioteca. Por ultimo, 
el análogo con cisteína N-terminal se utilizó inmovilizado sobre la superficie de un sensor en 
los estudios de RPS.  
 
Los péptidos H3n y H3a se sintetizaron como control negativo y positivo de la interacción, 
respectivamente (Tabla 6). Éstos se sintetizaron sobre resina Rink (0.7 mmol/g, escala de 
trabajo de 0.1 mmol) por química Fmoc/tBu usando el procedimiento habitual.  
 

Tabla 6. Secuencias de los péptidos seleccionados y sintetizados a escala preparativa.  

Péptido Secuencia 

H3n Ac-DPSQSANLLAEAKKLNDAQAPK-NH
2
 

H3a Ac-AQKQASPDALEKNLPKADNASL-NH
2

 

1D Ac-dpsqlnawkeawkknkadqapk-NH
2
 

2D Ac-dpsqknawkeaakkwkadqapk-NH
2
 

3D Ac-dpsqknawkeaskknkadqapk-NH
2
 

4D Ac-dpsqknalkeawkknkadqapk-NH
2
 

5D Ac-dpsqknalteawkkwkadqapk-NH
2
 

6D Ac-dpsqknawkeawkknkadqapk-NH
2
 

H1-2 Ac-APKADNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNGFIQSLKD-NH
2
 

 
Seis de los péptidos todo-D activos se escogieron para ser sintetizados a escala preparativa 
(Tabla 6). Dos factores se tuvieron en cuenta para seleccionar las secuencias; en primer 
lugar, la misma secuencia debía haberse encontrado en más de una unidad de resina; y en 
segundo lugar que, el grupo total de péptidos debía incluir las diferentes posibilidades de 
localización de la secuencia D-Trp D-Lys. 
 
La síntesis se realizó por medio de química Fmoc/tBu a partir de 0.1 mmol de resina 
funcionalizada con el espaciador Rink (funcionalización 0.2 mmoles/g de resina). Los 
acoplamientos de los aminoácidos se realizaron en el sintetizador automático usando 0.5 
mmoles (5 eq. de exceso) preactivados con el sistema TBTU/HOBt/DIEA en DMF (ver 6.2). 
Para eliminar el grupo Fmoc después de cada acoplamiento se usó 22% de piperidina en 
DMF y 0.07% de tritón X-100. Al terminar el último acoplamiento, el grupo amino terminal se 
acetiló con anhídrido acético. El péptido se escindió de la resina por tratamiento con 94% de 
TFA, con 4% de agua y 2% de TIS como capturadores de carbocationes. El péptido se 
separó de la resina por filtración y se precipitó adicionando TBME frío. Finalmente, el 
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precipitado se disolvió en agua para ser posteriormente liofilizado.  
 
En general se obtuvieron rendimientos de síntesis alrededor del 45 % de péptido crudo que 
al purificar se redujeron hasta un 9 % (Tabla 7). Sin embargo, en todas las síntesis se 
obtuvieron productos que mostraban cromatogramas donde el pico principal (>80% de área) 
poseía la masa molecular esperada. La disminución en el rendimiento posiblemente se 
debió a interacciones inespecíficas de los grupos básicos de estos péptidos con grupos 
silanoles libres del soporte sólido de la columna de cromatografía al ser purificados63.  
 

Tabla 7. Rendimiento de los péptidos sintetizados con la masa esperada y masa encontrada. 

Tiempo de retención (tr) de cada péptido usando un gradiente lineal de 0-100 % de ACN en 15 

min con 0.036% de TFA 

 
Péptido %Rendimiento 

final 
tr (min) Masa 

 esperada 
(M+H)+ 

Masa 
encontrada 

(M+H)+ 

1D 7.7 6.1 2594.3 2594.5 

2D 9.2 5.7 2566.4 2566.5 

3D 9.2 4.9 2510.3 2510.5 

4D 9.5 5.3 2536.4 2536.8 

5D 11.6 6.6 2582.9 2581.6 

6D 9.5 5.6 2609.4 2609.6 

H3n 23 6.2 2350.2 2349.2 

H3a 29 5.8 2350.2 2350.4 

H1-2 16 7.0 4642.1 4641.4 

 

2.7. Análisis conformacional por dicroísmo circular 

 
La estructura secundaria de los péptidos se determinó por espectropolarimetría de dicroísmo 
circular, en tampón acuoso y en presencia de 2,2,2-trifluoroetanol (Figura 15). Las 
disoluciones de los péptidos en tampón de fosfato salino a pH 7.4 no mostraron una 
tendencia clara hacia una estructura única. No obstante, la adición de 30 % de TFE 
generaba la aparición de una banda negativa en 190 nm y dos bandas positivas de 208 y 
222 nm, justo el espectro invertido característico de una hélice � dextrógira. Todos los seis 
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péptidos derivados del análisis de la químioteca presentaron la misma tendencia 
conformacional.  
 

Figura 15. Espectros de dicroísmo circular de los péptidos todo-D activos de la quimioteca (A-

F) y de los péptidos todo-L, H3n y H3a (G-H). Se emplearon disoluciones 40 μM de péptido en 

tampón 10 mM de fosfatos, 50 mM de KF, pH 7.4, sin (en gris) y con 30 % de TFE (en negro) a 

25ºC. 1D (A), 2D (B), 3D (C), 4D (D), 5D (E), 6D (F), H3n (G), H3a (H).  
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Mezclas equimolares de los péptidos todo-D con H1-2 también se analizaron para observar 
su efecto en el espectro de dicroísmo. El espectro resultante seria la suma de las 
interacciones con la luz polarizada del péptido todo-D y del todo-L. El hecho que un péptidos 
todo-D interaccione con la luz circularmente polarizada de forma inversa a la de un péptido 
todo-L, producen en el espectro la cancelación total o parcial de la señal, esto se observó 
efectivamente en los espectros obtenidos de las mezclas. 
 
Para observar si la interacción entre los dos péptidos mezclados afectaba el espectro global 
se calculó el espectro esperado, para la situación en la cual no hay interacción entre los 
péptidos. Éste se calculó como la suma aritmética de los espectros de las disoluciones 
individuales de los dos péptidos. En ninguno de los casos los espectros obtenidos 
experimentalmente se superpusieron exactamente sobre los espectros calculados (Figura 
16). 
 
A excepción de las mezcla con el péptido 2D, los espectros obtenidos conservaron el perfil 
del espectro esperado con un ligero desplazamiento hacia longitudes de onda mayores y 
una mayor intensidad hacia el lado positivo del espectro. El espectro obtenido de la mezcla 
con el péptido 2D tenía un perfil lineal sin absorción preferente en el rango de longitudes de 
onda entre 190 y 260 nm, diferente al espectro calculado, el cual mostraba un máximo 
positivo cerca de los 200 nm. Por otro lado, en el espectro de la mezcla con el péptido 1D se 
observó un aumento de ruido a longitudes de onda inferiores a 200 nm que oscilaba entre 
los lados positivos y negativos del espectro Estas diferencias entre en los espectros 
obtenidos y los calculados podrían estar relacionadas con la interacción entre los péptidos 
todo-D y H1-2, lo que indicaba, aunque a partir de estos datos no se puede extraer 
información conformacional, que los dos péptidos combinados experimentaron algún tipo 
cambio estructural al interaccionar. 
 

2.8. Estudios de unión entre H1-2 y los péptidos todo-D por 
resonancia de plasmon superficial 

 
La unión entre los péptidos todo-D y el fragmento H1-2 se observó por medio de resonancia 
de plasmon superficial (RPS). El péptido H1-2 se modificó en la región amino terminar por 
adición de la secuencia cisteína-aminohexanoico, CxH1-2. El residuo de cisteína se introdujo 
con el fin de inmovilizar quimioselectivamente el ligando a un sensor CM5 a través de un 
enlace disulfuro64,65 y el residuo de Ahx se adicionó como espaciador entre la superficie del 
sensor y el ligando66 (Figura 17).  
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Figura 16. Espectros de dicroísmo circular de las mezclas equimolares entre los péptidos y el 

fragmento H1-2. Los espectros se obtuvieron a partir de disoluciones 40 μM de cada uno de los 

péptidos en tampón 10 mM de fosfatos, 50 mM de KF, pH 7.4 a 25ºC. 1D (A), 2D (B), 3D (C), 4D 

(D), 5D (E), 6D (F), H3n (G). Espectro individual de cada péptido (rojo), espectro de H1-2 

(amarillo), espectro calculado correspondiente a la suma aritmética de los espectros 

individuales (verde), espectro obtenido experimentalmente (azul). 
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El ligando se inmovilizó sobre la superficie del sensor a través de un enlace disulfuro. A 
partir de los grupos carboxílicos de la superficie se obtuvieron los ésteres de N-
hidroxisuccinimida por tratamiento con NHS/EDC. La superficie del sensor activada se hizo 
reaccionar con el grupo amino de la 2-(2-piridilditio)etano amina (PDEA), para introducir 
grupos disulfuro activos. Posteriormente al poner en contacto el péptido con la cisteína N-
terminal y la superficie, el enlace disulfuro de la PDEA se intercambió para formar un nuevo 
enlace que une covalentemente el péptido al sensor (Figura 18).  
 

Figura 17. Descripción esquemática del experimento de unión de los péptidos a CxH1-2 

inmovilizado sobre un sensor.  

 
 
En primer lugar, la unión entre CxH1-2 y H3n se analizó para ser usada como control positivo 
de la interacción. Sobre un sensor se prepararon las celdas con CxH1-2 unido con diferentes 
grados de inmobilización (500 y 906 RU) y la celda de referencia sin péptido unido. Los 
péptidos se inyectaron en tampón HBS-EP pH 7.4 a 25 ºC. En todos los casos se observó 
que la respuesta de la superficie inmovilizada era mayor que la obtenida con la superficie de 
referencia. Sin embargo, el perfil de los sensogramas era rectangular, esto indicaba que las 
velocidades de asociación y disociación eran muy rápidas para ser medidas.  
 
Para identificar la unión entre el péptido H3n y la superficie con CxH1-2 se hicieron medidas a 
diferentes concentraciones (0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0, 1.5, 2.0 μM) en las dos superficies 
simultáneamente. La respuesta relativa de cada concentración se calculó a partir de la 
diferencia entre las respuestas obtenidas de las dos superficies. El aumento de la respuesta 
relativa al aumentar la concentración de péptido inyectado indicaba la unión entre el péptido 
y CxH1-2. Este comportamiento es particularmente útil para detectar unión, cuando la 
afinidad entre el ligando de la superficie y el analito es tan baja que se obtienen 
sensogramas de forma rectangular, como en este caso67. En coherencia con esto, en los 
sensogramas obtenidos al inyectar el péptido H3a, el cual tenía la secuencia de H3n al azar, 
no se observó respuesta al aumentar la concentración de péptido, ya que no hay unión entre 
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estos péptidos (Figura 19). El complejo no covalente formado entre H3n y H1-2, tiene unas 
cinéticas de asociación y disociación tan altas que dificultó la determinación de la constante 
de afinidad, a pesar de abarcar un rango amplio de concentraciones (μM- mM) la saturación 
no pudo ser alcanzada.  
 

Figura 18. Inmobilización de ligandos a un sensor mediante una reacción de intercambio tiol-

disulfuro. Sensograma de los ciclos de reacción (A) y secuencia de reacciones (B)  
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Figura 19. Sensogramas obtenidos al inyectar diferentes concentraciones (0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0, 

1.5, 2.0 μM) de H3n (A) y H3a (B) sobre una superficie funcionalizada con 154 RU de CxH1-2  

 
 
Un comportamiento similar se observó para la unión entre los péptidos todo-D y la superficie 
con CxH1-2. La unión de los diferentes péptidos se observó a diferentes concentraciones en 
un rango de 5 	M a 200 	M, en las superficies con altas inmovilizaciones de CxH1-2, (500 y 
906 RU). Los péptidos todo-D se unieron a la superficie mostrando sensogramas 
rectangulares similares a del sistema H3n/H1-2 y se observó que la respuesta obtenida 
variaba con el grado de funcionalización de la superficie. Los gráficos de la variación de la 
respuesta relativa entre dos superficies con diferente grado de inmovilización mostraron que 
los péptidos se unían a CxH1-2 de forma similar a la unión con el péptido natural (Figura 20). 
A pesar de tener masas moleculares y tamaños similares se observó un incremento en la 
respuesta relativa obtenida para la unión entre 2D y CxH1-2. Este incremento en la masa de 
péptido unido a la superficie podría estar asociado a una mayor afinidad con CxH1-2 o a la 
presencia de más de un sitio de unión. 
 

Figura 20. Curvas de unión de los péptidos a CxH1-2. La respuesta relativa se calculó como la 

diferencia entre las respuestas obtenidas de dos superficies con diferentes grados de 

inmovilización de H1-2 (906 y 500 RU), para eliminar el efecto de interacciones no especificas.  
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El grado de inmovilización de CxH1-2 se redujo hasta 154 RU para intentar obtener un curva 
de saturación para la unión entre el sistema natural H3n/ CxH1-2 y la unión entre CxH1-2 con 
2D y 6D, con los cuales se había obtenido mayor respuesta en el anterior ensayo de unión. 
En el sistema natural se observó que había una desviación de la linealidad a 
concentraciones mayores a 2 mM, pero esta no era suficiente para obtener una curva de 
saturación que permitiera el cálculo de la constante de disociación. Algo similar se observó 
para la interacción entre 2D y CxH1-2, igualmente, la saturación no se alcanzó incluso a 3 
mM (Figura 21).  
 

Figura 21. Curvas de unión de H3n (A), H3a (B), 2D (C) y 6D (D) obtenidas al inyectar los péptidos 

en un sensor con CxH1-2 inmobilizado (154 RU).  

 

 
 
Estos resultados confirmaron que la afinidad entre H1-2 y los péptidos todo-D estudiados, 
incluso en el sistema nativo, es baja con una constante de disociación en el rango mM o 
mayor. A pesar de la baja afinidad entre los péptidos, esta interacción es suficiente para 
causar los cambios conformacionales observados en los experimentos de dicroísmo circular 
en el sistema H1-2/ H3n

68. En el caso de la interacción con los péptidos todo-D el incremento 
en la respuesta obtenida en el sistema péptido todo-D/H1-2 también se encuentra relacionado 
con un cambio en el espectro de dicroísmo circular que indica un cambio global en la 
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estructura del complejo, en especial para el sistema 2D/H1-2.  
 

2.9. Conclusiones 

 
Una químioteca de 4096 péptidos todo-D se ha diseñado y sintetizado usando la estrategia 
OBOC para obtener un péptido por cada unidad de resina. La secuencia de la hélice C-
terminal el dominio B de Staphyloccus aureus se tomó como estructura base en el diseño de 
la quimioteca, modificándola de forma que al cambiar la quiralidad de todos los residuos se 
conservaran, en la medida de lo posible, la distribución topológica de las cadenas laterales.  
 
La síntesis de la químioteca de péptidos de 22 residuos con 6 posiciones variables se 
realizó en fase sólida usando la metodología de división y mezcla de la resina. Para verificar 
la integridad de la quimioteca se ha desarrollado una metodología que permite la 
secuenciación de Edman de péptidos acetilados, por hidrólisis selectiva del resido N-
terminal. La hidrólisis del enlace entre los residuos terminales Asp-Pro permitió la 
identificación de la secuencia por degradación de Edman, como método alternativo a la 
secuenciación por espectrometría de masas en tándem. 
 
La evaluación de la quimioteca dio lugar a la detección de 30 unidades de resina con 21 
péptidos todo-D que forman complejos heteroquirales con el fragmento H1-2. Las secuencias 
de estos péptidos poseen en común el motivo D-Trp D-Lys, lo que parece indicar que la 
formación del complejo podría estar modulada por una interacción catión-
 con los residuos 
aromáticos de H1-2.  
 
Seis de estos péptidos sintetizados a escala preparativa mostraron una tendencia 
conformacional a estructurarse como hélice � cuando se encontraban disueltos en tampón 
acuoso en presencia de 2,2,2-trifluoroetanol. En general, las mezclas equimolares con H1-2 
presentaron una ligera alteración del espectro de dicroísmo circular, comparado con el 
obtenido de la suma aritmética de los espectros de los péptidos individuales. Por otro lado, 
la unión de los péptidos todo-D a H1-2 es similar a la observada para el sistema natural de 
acuerdo a lo observado por resonancia de plasmon superficial. De los péptidos estudiados, 
el péptido 2D presentó propiedades de unión con H1-2 y cambios en el espectro de dicroísmo 
circular de la mezcla con H1-2 que son prometedores y que requerirán en el futuro una mayor 
caracterización estructural.  
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