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RESUMEN

Un drea de la electroquimica que continua en crecimiento es el desarrollo de sensores
electroquimicos. Mejoras en la selectividad y sensibilidad de tales sensores son muy deseables
para enfrentar nuevos desafios planteados por muestras clinicas y ambientales. Sin embargo, los
sensores basados en materiales comunes de electrodo pueden carecer de la capacidad de
discriminar entre solutos que poseen caracteristicas redox similares. Una opcion que brinda un
gran potencial para vencer el problema de especificidad en los sensores electroquimicos son los
electrodos modificados, ya que ofrecen la capacidad de controlar y manipular deliberadamente
las propiedades de la superficie. El autoensamblaje molecular de monocapas soportadas sobre
electrodos sélidos es una de las técnicas mas utilizadas que pueden producir una variedad de
estructuras con diferentes tipos de grupos funcionales de superficie y con una topografia variada,
gue son caracteristicas atractivas en el area de los biosensores electroquimicos.

Como una alternativa novedosa a los nanotubos de carbono para la modificacién de
electrodos, se ha propuesto el uso de nanotubos de péptidos conjugados con centros redox para
convertirlos en moléculas electroactivas. Los nanotubos peptidicos, al ser biomacromoléculas,
son potenciales receptores de biomoléculas ideales para el desarrollo de nuevos biosensores
electroquimicos.

En este trabajo se propuso la sintesis de 3 péptidos constituidos por aminodcidos tipo Ly D
alternados, que inducen la formacién de nanotubos de péptidos y que fueron conjugados con una

molécula de ferroceno carboxilado que le confiere propiedades electroactivas al péptido.



Ademas, los 3 péptidos cuentan con al menos un residuo de Cys que le otorga a los péptidos el
atomo de S necesario para que se enlace covalentemente a una superficie de Au

Los péptidos con aminodcidos L/D conjugados con ferroceno fueron sintetizados mediante
la técnica de sintesis de péptidos en fase sdlida (con la estrategia ortogonal Fmoc), purificados
con cromatografia liquida de alta resolucion y se confirmé su identidad quimica por
espectroscopia de masas (capitulo 2).

Una vez sintetizados los péptidos, electrodos de Au fueron modificados con estos péptidos
y caracterizados electroquimicamente mediante voltamperometria ciclica y espectroscopia de
impedancia electroquimica (capitulo 3). En el estudio voltamperométrico se encontrd que la
sefiales voltamperométricas atribuidas al par redox ferroceno(Fc)/ferricinio (Fc*) enlazado a los
péptidos que conforma las monocapas autoensambladas se encuentran alrededor de 0.455 V vs
Ag/AgCl, NaCl 3M. Para las mismas capas autoensambladas de los 3 péptidos se determinaron
los recubrimientos sobre la superficie de Au mediante una desorcidon electroquimica en un medio
basico, donde los recubrimientos indicaron que el péptido {3} se adhiere al electrodo de forma
paralela al electrodo de Au, mientras que los péptidos {1}y {2} contaron con un acomodo espacial
perpendicular respecto a la superficie del electrodo. Tanto el estudio voltamperométrico a
diferentes velocidades de barrido, como el ajuste de los espectros obtenidos en espectroscopia
de impedancia electroquimica y ajustados a un circuito equivalente revelaron que la velocidad de
transferencia de carga de los péptidos adsorbidos es limitada por la difusion semi-infinita de los
aniones del electrolito soporte que mantienen la electroneutralidad con los grupos Fc*
producidos en el proceso de oxidacidn electroquimica.

Debido a la posibilidad del péptido {1} para enlazarse en forma de cuasianillo a la superficie
de Au, a través de dos enlaces Au-S, se siguio el proceso de autoensamble del péptido {1} en un
medio de CH3CN:H,0 50%v/50%v por medio de microscopia electrénica de barrido, microscopia
de fuerza atdomica y microbalanza de cristal de cuarzo a diferentes tiempos de modificacidn
(capitulo 4). Las evidencias recopiladas en las diferentes técnicas para la cinética del
autoensamble del péptido {1} permitid visualizar un mecanismo de formaciéon de las
nanoestructuras que consta de 2 pasos rapidos y en equilibrio en los que se forman las estructuras

lineales y los cuasi-anillos, para luego presentar un paso lento en el que se forman los anillos a



partir de las primeras estructuras lineales y curveadas. La importancia del trabajo aqui
presentado radica en que las aplicaciones reales de estas capas autoensambladas de péptidos
con aminodcidos L/D conjugados con ferroceno requieren de un control preciso de las
caracteristicas estructurales que, a su vez, depende criticamente de una mejor comprension de

factores tales como las condiciones y los mecanismos de formacién.



Capitulo 1

NANOESTRUCTURAS PEPTIDICAS

PARA BIOSENSORES

1.1 INTRODUCCION

El desarrollo de nuevos materiales nanoestructuradoss de electrodo para generar
sensores moleculares electroquimicos es de suma importancia, puesto que estos sistemas
permitirian realizar detecciones sensibles y selectivas de un gran nimero de analitos de interés
biolégico [1]. Este tema podria tener un gran impacto social y econdmico si estos sensores
permiten el diagndstico preciso de diversas enfermedades. Como un ejemplo se puede mencionar
los sensores amperométricos de glucosa que permiten la deteccion precisa de los niveles de
glucosa en la sangre. En este dispositivo se utiliza la enzima glucosa oxidasa para descomponer
la glucosa en peréxido de hidrégeno, el cual se detecta sobre un electrodo de Pt, proporcionando
la concentracién de glucosa en la sangre [2]. De esta manera, se pueden desarrollar sensores
electroquimicos similares para la deteccion de cualquier otro padecimiento.

El uso de nanomateriales compuestos puede dar una solucién a estas necesidades, sin
embargo, para alcanzar este nivel de aplicacidon varios factores deben de ser estudiados de

manera mas profunda. La formacidon de plataformas nanométricas puede ser conseguida
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mediante las monocapas autoensambladas (SAM, self-assembled monolayers). Las SAM’s
ofrecen una manera facil de funcionalizar una superficie de electrodo con moléculas orgdanicas
gue pueden contener diferentes grupos funcionales como tioles, acidos carboxilicos, aminas,
silanos o disulfuros[3], como se ejemplifica en la Figura 1.1. Las monocapas obtenidas en el
proceso de autoensamble pueden ser muy versatiles, mediante sus grupos funcionales se puede
controlar el ambiente hidrofilico o hidrofébico, mientras que variando la longitud de la cadena

del compuesto organico se puede cambiar el espesor de la capa [4].

Y
i

Figura 1.1 Las SAM's producidas pueden exponer diversas funciones organicas. Superficies terminadas en
(A)piridina, (B) hidroxilo y (C) acido carboxilico [4].
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Entre los nanomateriales mas estudiados y aplicados en electrodos modificados, se
encuentran los nanotubos de carbono (CNTs, carbon nanotubes) de pared sencilla (SWCNTs,

single walled carbon nanotubes) [5,6]. Sin embargo, existen 2 grandes limitaciones para el uso



de SWCNTSs: primero los métodos de preparacién producen mezclas heterogéneas de nanotubos
qgue varian en longitud, didmetro y tipo electrdnico; y segundo, los SWCNTs son muy hidrofdbicos,
se aglomeran con facilidad haciéndose dificil que interaccionen con biomoléculas [7]. Debido a
gue los métodos sintéticos producen una mezcla de diferentes tipos de SWCNTs, se han
desarrollado diferentes métodos de separacidon, que incluyen electroforesis [8], adsorcion

superficial selectiva[9], extraccidn polimérica [10] , ultracentrifugacién [11] y utilizacidn de
geles[12].
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Figura 1.2 Esquema representativo de la separaciéon de SWCNTs dependiendo de su quiralidad [12].



En este ultimo tipo de separacién se consiguidé la separacién de SWCNTs metalicos y
semiconductores utilizando un gel de agarosa, ademads de 13 tipos de SWCNTs de diferente
quiralidad con una combinacién de dodecilsulfato de sodio y agarosa (Figura 1.2).

Como una alternativa se ha explorado el uso de unidades bioequivalentes, como son los
ensambles orgdanicos tubulares. Existen varias maneras para disefiar estructuras tubulares, como
con centros huecos y terminaciones abiertas [13]. Como lo ejemplifica la Figura 1.3, entre las
posibles estrategias para el ensamble molecular de estructuras tubulares tenemos (A) moléculas
helicoidales que al enrollarse dejan un interior vacio, (B) moléculas en forma de rollos que se
aglomeran de forma tal que producen un fajo molecular, (C) macrociclos que se apilan para
formar tubos continuos y (D) moléculas cuneiformes que se agrupan para formar discos que a su

vez se ensamblan y crean cilindros.

Figura 1.3 Posibles maneras de ensamble molecular para producir estructuras orgdnicas tubulares:
(A) moléculas helicoidales, (B) fajos moleculares, (C) anillos y (D) moléculas cuneiformes [13].



Los nanotubos de péptidos estdn incluidos en estos ensambles moleculares y se han
convertido en una de las nanoestructuras mas innovadoras en el campo de la nanotecnologia y
cuentan con gran importancia en aplicaciones médicas [14]. Estas nanoestructuras peptidicas
presentan numerosas ventajas como su flexibilidad en el disefio, su habilidad a enlazarse
selectivamente, y considerarse como potenciales receptores de biomoléculas como enzimas y
antigenos, ya que es posible enlazarlos covalentemente mediante un enlace amida [15].

Sin embargo, las aplicaciones de los nanotubos peptidicos han sido poco exitosas, en
comparacion con los nanotubos de carbono. Esto se debe al poco conocimiento de los fenédmenos
involucrados en estos biosistemas. El entendimiento profundo de la influencia del evento de
reconocimiento sobre las propiedades electroquimicas del bionanomaterial es de vital
importancia. Dado lo anterior, es importante sintetizar y caracterizar nanotubos de péptidos con
el objetivo de desarrollar sensores electroquimicos altamente especificos y sensibles hacia

analitos de interés bioldgico.

1.2 ANTECEDENTES

1.2.1 Péptidos ciclicos

Un péptido se constituye por la union de varios residuos de aminodcidos, los cuales se
unen unos con otros con un enlace covalente especifico denominado enlace peptidico (Figura
1.4). Estos contienen grupos terminales amino (-NHz) y carboxilo (-COOH) en los extremos de la

cadena de aminodacidos que conforman el péptido [16].
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R;=Susituyente R que define a cada aminoacido

Figura 1.4 Esquema basico de un péptido de 3 aminoacidos.
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Muchos procesos biolégicos se basan en las propiedades de reconocimiento de los
péptidos, por lo cual estos pueden ser utilizados como los elementos bioquimicos de
reconocimiento en un sensor electroquimico. Dentro de los ejemplos de procesos de
reconocimiento se tiene la gran cantidad de ciclopéptidos estan involucrados en el transporte y
regulacién de sustratos idnicos en células (como es el caso de la valinomicina) o cuentan con
funciones de antibiéticos (por ejemplo, el Gramicidin S). La valinomicina es un
dodecadepsipéptido que consiste en enantidmeros D-y L- de -Valina, D-acido hidroxivaléricoy L-
acido lactico (Figura 1.5 (A)) [17]. La valinomicina tiene una alta especificidad a los iones potasio
(K*), rubidio (Rb*) y cesio (Cs*), por lo tanto, funciona como un transportador especifico de
potasio. La valinomicina se asocia con los iones en el lado externo de la barrera lipida de Ia
membrana (Figura 1.5 (B)), complejo cargado con K* se traslada través de la membrana bajo un
gradiente de potencial, libera el K* en el otro lado de la capa mediante disociacion, y la

valinomicina regresa vacia al exterior de la membrana (Figura 1.5 (C)) [18,19].

Figura 1.5 (A)Estructura quimica de la valinomicina (B) Modelo de la valinomicina indicando la complejaciéon con el
ion potasio (C) Mecanismo de transporte de la valinomicina trasladando los iones potasio a través de la barrera
hidrofébica [19]



El Gramicidin S es un ciclodecapéptido con estructura ciclo(-Val-Orn-Leu-DPhe-Pro-),, que
es efectivo para combatir bacterias del tipo Gram positivo o Gram negativo y también para
algunos hongos (Figura 1.6). El Gramicidin S afecta las propiedades de barrera de la membrana

celular causando la muerte de la célula [20,21].

(A)
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HoN -, H O /'—\
H OGHNTVal oPhe N
, 7 LPTO\(
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>_jLVaI O
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Figura 1.6 (A) Estructura quimica del Gramicidin S (GS). Micrografia de transmision electrénica de la especie Gram
positivoS.aureus (B) sin tratamiento y (C) después del tratamiento con GS, el dafio celular es indicado con las
flechas [21].

Sin embargo, es complicado aislar estos canales de péptidos para emplearlos en diversos
usos, asi se ha optado por desarrollar estructuras artificiales con un desempefio equivalente a los
canales naturales. Montenegro y col. han producido canales peptidicos sintéticos a partir de péptidos
ciclicos, que podrian ser utlizados para la construccion de transportadores artificiales

transmembranales, y han puesto especial atencion en el control topolégico y en la funcionalizacién de

estos péptidos [22,23].
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1.2.2 Nanotubos peptidicos

A pesar de las considerables mejorias en las propiedades de los electrodos compuestos
basados en SWCNTs, su uso es limitado por consideraciones relacionadas con su produccidn,
uniformidad, hidrofobicidad, reproducibilidad, modificacién y costo. En este contexto, los
ensambles biomoleculares ofrecen una buena alternativa en el desarrollo de sensores
electroquimicos, un ejemplo interesante lo componen los nanotubos de péptidos (PNTs, peptide

nanotubes) [24].

H
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Figura 1.7 A) Péptido ciclico de aminoacidos L, D alternados.
B) Ensamble de los péptidos ciclicos en nanotubos peptidicos [13].

Los péptidos ciclicos se forman con un nimero par de aminodacidos L- y D- alternados, que
tienden a minimizar las interacciones intramoleculares entre las cadenas laterales adoptando una
estructura de anillo plano en su columna vertebral (Figura 1.7 (A)) [25].

En el anillo peptidico todos los grupos funcionales amida se posicionan perpendicularmente
al plano de la estructura del anillo. Todas las cadenas laterales de los aminoacidos apuntan hacia

afuera del centro del anillo formado por los aminoacidos a causa de la estructura local y a las
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restricciones estéricas impuestas por la configuracién de la columna principal formada por los
aminodcidos alternados. Este arreglo deja una estructura tubular con el centro libre. Bajo esta
conformacidn, los anillos peptidicos se apilan formando una red de enlaces de hidrégeno del tipo
B-laminar[27], en donde el arreglo antiparalelo es favorecido (Figura 1.7 (B)) [26]. En el
empacamiento del tipo B-laminar, las interacciones laterales vencen a la penalizacidn energética
de la imposibilidad de curvar la estructura del anillo. [28]

El proceso de autoensamble para la formacion de los NTPs es afectado por el tamaiio del
anillo peptidico empleado, debido a las fuerzas de tensién y estabilidad de la estructura. De
manera que los péptidos ciclicos de menos de 6 residuos de aminodcidos tienen un diametro muy
pequeiio, produciéndose una tension muy grande en el anillo que impide el apilamiento de los
anillos. Por el contrario, péptidos ciclicos muy largos tiene una flexibilidad demasiado elevada
para mantener un anillo plano, imposibilitando las interacciones intermoleculares de enlace de

hidrégeno que conducirian a la formaciéon de los nanotubos [29,30].

1.2.3 Nanotubos peptidicos modificando electrodos

Los PNTs ofrecen la ventaja de ser mas facil y baratos de preparar comparados con los CNTs.
El uso de los electrodos compuestos de PNTs ha sido documentado en la literatura. Dentro de los
trabajos que describen PNTs modificando electrodos se encuentra el reportado por Motesharei y
col. [31], donde ellos incorporaron de forma no covalente un péptido ciclico de ocho residuos de
unidades alternadas de D-Leu y L-Trp dentro de monocapas de dodecanotioles y octadecanotioles
sobre Au. En este caso se observaron diferentes estructuras en la superficie del electrodo
dependiendo de las condiciones experimentales usadas para formar la monocapa (Figura 1.8).

En otro trabajo basado en nanotubos de péptidos ciclicos tipo L/D, Okamoto y col. [32] han
mostrado que la morfologia del ensamble sobre sustratos de oro depende de la secuencia del
aminodcido. Se reportd que un ciclohexapéptido con aminoacidos alternados de pCys y (Gln

forman estructuras de nanoanillos cuando se deposité sobre sustratos de Au (Figura 1.9 (A)).
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Figura 1.8 (A) Formacién de la monocapa de dodecanotiol e incorporacion de los PNTs (B) Formacion de la
monocapa con el depdsito simultaneo del dodecantiol y los PNTs [31].
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Por otra parte, una secuencia aleatoria de aminodacidos conteniendo una sola Cys dentro
de su estructura formd nanotubos individuales (Figura 1.9 (B)). Estos hallazgos permiten inferir
gue la presencia de 3 unidades de Cys en el péptido ciclico favorece las interacciones entre el Au,
dando la posibilidad de formar 3 enlaces Au-S fuertes. Este escenario puede explicar el hecho de
qgue la columna vertebral de estos ciclopéptidos con 3 Cys descansa de forma paralela a la

superficie del sustrato (Figura 1.9 (A)).

| Ciclo [-D-Cys-L-His-D-
| Ala-L-Asn-Gly-L-GIn-]
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Figura 1.9 Morfologia de anillos y nanotubos de péptidos sobre sustratos de Au [32].

Por otro lado, cuando solamente se tiene presente un residuo de Cys existe sélo un posible
punto de union entre la superficie del sustrato y el péptido, explicando la formacion de nanotubos
individuales (Figura 1.9 (B)). Ademds, los nanotubos individuales no se aglomeran con otros
nanotubos, lo que significa que la secuencia aleatoria de aminodacidos no favorece ninguna
interaccién entre nanotubos.

Aunque no se puede realizar una comparacion directa entre los electrodos modificados
con SWCNTs y aquellos modificados con PNTs, es de notarse que se obtienen mejores limites de
deteccion (LD) con los de CNTs. Esto se puede atribuir a las diferencias de conductividad entre
ambos sistemas. En este sentido, se ha calculado que los PNTs son conductores pobres (Eg > 4eV),

mientras que los SWCNTSs son considerados en general conductores buenos (Eg ~ 1.7 eV).
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Se ha determinado que la secuencia de aminoacidos del péptido tiene una influencia muy
grande en las propiedades de conduccién del sistema nanoensamblado. Por ejemplo, se
demostrdé que PNTs compuestos de aminoacidos aromaticos apilados y alineados presentan una
mejora en su conductividad electrdnica (eg. Eg ~ 2.9 eV fue calculado para el ciclo (- GIn-pPhe-)s,
mientras que un Eg ~ 4.1 eV fue obtenido para el ciclo (-L-GIn-D-Ala-)s) [33]. Una buena
conductividad electrénica en los PNTS con fenilalanina es debida a que una orientacién que
preserva un sistema mt conjugado permite la deslocalizacién de los electrones a través de la cadena

molecular de los anillos aromaticos en los PNTs.

1.2.4 Nanotubos peptidicos en biosensores

El estudio realizado por Mateo-Marti y col. [34] describe la caracterizacidn estructural de
un biosensor de DNA basado en capas autoensambladas de moléculas adsorbidas de acidos
nucleicos peptidicos tiolados sobre superficies de oro, donde detectan DNA en muestras
naturales. Por otra parte, se ha descrito la preparacion, por el método de sol-gel, de un material
a base de pasta de carbono y nanotubos de péptidos ciclicos tipo L/D, a los cuales se enlazaron
anticuerpos de la Escherichia coli 0157:H7 [35]. En este trabajo se evalla la interaccion de la
Escherichia coli 0157:H7 con su anticuerpo mediante voltamperometria ciclica en presencia de
[Fe(CN)s]3/4~ como una sonda redox.

El uso de PNTs en aplicaciones como sensor fue reportado por Yeminiy col. [36,37], donde
usaron un dipéptido de fenilalanina (diPhe), bien conocido por generar PNTs. La Figura 1.10,
muestra los pasos o etapas para fomar y modificar los PNTs. La primera etapa consiste en formar
nanotubos a partir de fenilalanina (paso 1 de la Figura 1.10). Una vez formados los PNTs de diPhe
estos fueron tiolados usando el reactivo de Traut (paso 2, Figura 1.10). Una enzima (por ejemplo
la etanol deshidrogenasa para la deteccion de peréxido de hidrégeno o la glucosa oxidasa para la
deteccion de la glucosa) fue fijada en los nanotubos peptidicos de forma no-covalente mediante
el uso de glutaraldheido (GU) (paso 3 de la Figura 1.10), después se le afiadié el PEI (paso 4 de la
Figura 1.10).
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Figura 1.10 Pasos para la formacion del composito PNTs tiolados/Enzima [37].

El biocomposito final de PNT tiolados/Enzima fue depositado sobre un electrodo de Au y
secado a temperatura ambiente, (paso 5 de la Figura 1.10). La pelicula de PEl tiene la funcién de
mejorar el desempefio de la GOx al proveer de una matriz apropiada para la captura de los
intermediarios creados en la reaccion enzimatica catalizada por la GOx.

Se realizaron pruebas cronoamperomeétricas a un potencial de 0.6V vs SCE con el electrodo
modificado con el biocomposito y con electrodos de Au sin modificar (Figura 1.11). El electrodo
modificado mostrd respuesta a las adiciones sucesivas de 0.2mM de B-D- glucosa, mientras que

el electrodo de Au no registrd un aumento en la corriente con las adiciones de glucosa.
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Figura 1.11 Respuesta amperométrica a adiciones sucesivas de 0.2mM de B-D- glucosa a E=0.6V vs SCE (a)
Au/PNTs/GOx (b) Au/GOx. Solucidn buffer de fosfatos 0.1M +0.1M KCI (pH=7.5) [37].

Esto demostrd que los sistemas tienen una mejor actividad electroquimica cuando se le
compara con un electrodo de Au, la cual se atribuyd a una transferencia electrénica directa entre
los sistemas aromaticos espacialmente alineados de los nanotubos peptidicos, contribuyendo asi

a la conductividad electrdnica del material.

1.2.5 Péptidos conjugados con Ferroceno en biosensores

En la mayoria de los casos, las biomacromoléculas, como es el caso de los péptidos, no son
electroactivas intrinsecamente, sin embargo, mediante la incorporacion de complejos metalicos
dentro de un ensamble biolégico se pueden producir biomateriales redox quienes pueden actuar
como sensor [38]. Asi los péptidos electroactivos se comportan como receptores selectivos que
pueden efectivamente convertir un evento de reconocimiento molecular en una senal

electroquimica.
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Los complejos metalicos que son seleccionados para unirlos a un biomaterial presentan
reacciones electroquimicas reversibles, en la cual ambos estados de oxidacion son reversibles.
Dentro de los compuestos que cumplen estas caracteristicas se encuentran el ferroceno, los

complejos de amino-Rutenio, los complejos de Osmio y el fulereno.

oo oN ]34 TH3 T2

= NC;,LFIE_MCN HoNv, | N
— NC™ | “YCN HN" | “YNH,
CN NH,

(A) (B) (C)

Figura 1.12 Estructuras quimicas de sondas redox comunes (A) Ferroceno (B) Ferro/Ferricianuro (C)Hexaminrutenio

Gracias a su buen comportamiento redox reversible y reactividad quimica amplia, el
complejo ferroceno es considerado el componente mds conveniente para la construccion de
compuestos bioconjugados con propiedades redox. [39]

El ferroceno consta de 2 aniones ciclopentadienilos que tienen 5 enlaces de coordinacién
cada uno de ellos a un catién de Fe(ll), produciendo un complejo que de forma global es neutro
(Figura 1.12 (A)). Los estados de oxidacién mas estables del hierro dentro del ferroceno son Fe(ll)
y Fe(lll). EI complejo con Fe(ll) es naranja, mientras que el catidn de Fe(lll) (ion ferricinio) tiene un
color azul particular.

Los compuestos conjugados de ferroceno y péptidos han sido utilizados para la deteccidn
electroquimica de enzimas. Dentro de este contexto, Mahmoud y col. [40,41] reportaron la
modificacion de un electrodo de Au para la deteccidn de la proteasa aspartica codificada por el
virus HIV-1 (proteasa HIV-1PR). El electrodo de Au se modificé con nanotubos de carbono de
pared sencilla pertiolados (ptSWCNTs, perthiolated single walled carbon nanotubes) y se
guimisorbieron nanoparticulas de oro (AuNP) sobre los grupos tioles libres de los ptSWCNTs.
Sobre las nanoparticulas de Au se enlaza el péptido conjugado con Fc (Fc-pepstatin), que es un

potente inhibidor de la HIV-1PR. La estructura del Fc-pepstatin se presenta en la Figura 1.13 (A).
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El electrodo Au/SWCNT/AuPNs/Fc-pepstatin es sensible a interaccionar con la proteasa HIV-1PR

mediante el enlace del inhibidor pepstatin con la HIV-1PR como lo muestra la Figura 1.13 (B) y (C)

en un acercamiento.

(A)

Val-Val-Sta-Ala-Sta-OH

@i
CSAL¢ Fc-pepstatin
”b 40 pep

ptSWCNT/AuNPs/Fc pepstatin
Interaccionando con HIV-PR

Figura 1.13 Esquema de (A) Estructura de Fc-pepstatin, (B) Electrodo compuesto
SWCNT/AuNPs/Fc-pepstatin/HIV-1PR, (C) acercamiento a AuNPs/Fc-pepstatin/HIV-1PR[40].

Con el electrodo Au/SWCNT/AuNP/Fc-pepstatin se realizd un estudio mediante
voltamperometria ciclica (Figura 1.14) en solucién amortiguadora en ausencia y presencia de la
proteasa HIV-1 PR. Cuando la proteasa HIV-1 PR se enlaza selectivamente al péptido inhibidor

(Fc-pepstatin), la sefial voltamperométrica se desplaza a potenciales mas altos y se observa una
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disminucion de corriente de pico, indicando que la oxidacién del grupo Fc en el compuesto Fc-

pepstatin es cada vez mas dificil.

(a)

104

i (WA cm?)

02 00 02 04 06 08
E (V) vs Ag/AgCl, NaCl 3M

Figura 1.14 Voltamperogramas ciclicos de electrodo de Au/SWCNT/AuNP/Fc-pepstatin en (a) solucion
amortiguadora (linea sdlida negra), en (b) 75 um de HSA(Human serum albumin) en solucién amortiguadora (linea
entrecortada roja), en (c) 10 nM HIV-1 PR en HSA (linea punteada azul). v=100 mV s [40].

Los resultados muestran que la interaccidon de la enzima- Fc pepstatin fue capaz de
bloquear o inhibir la respuesta normal del ferroceno, aumentando el potencial de oxidacién de
esta especie en 100 mV (de 0.4 V a 0.5 V vs Ag/AgCl, NaCl 3M). Con este sistema, se evaluaron los
potenciales formales a diferentes concentraciones de la proteasa HIV-1 PR y se construyd una
curva de calibracion como lo muestra la Figura 1.15. Después de hacer un analisis estadistico, el
LD para la deteccién de la HIV-1 PR que se alcanzd para esta modificacion del electrodo fue de
0.8 pM por la técnica de voltamperometria ciclica. Este valor fue 1000 veces menor al
anteriormente reportado (1nM) para electrodos de Au simples modificados con el compuesto
conjugado Fc tiolado-pepstatin (Au/Fc-pepstatin) [42]. Ademas, este LD fue 100 veces menor que
para el caso del electrodo de oro modificado con AuNP Fc-pepstatin(Au/AuNPs/Fc-pepstatin),

cuyo LD=0.08nM.
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Figura 1.15 (A) Voltamperogramas ciclicos de los electrodos modificados con Au/SWCNT/AuNP/Fc-pepstatin en
(a) 0 pM, linea negra (b) 20pM, linea roja (c) 40 pM, linea azul (d) 60 pM, linea vino y (e) 80pM, linea color cian.
v=100mV s, (B) Curva de calibracién E° vs [HIV-1 PR][41].

A partir de este trabajo es importante destacar los siguientes puntos: primero, los autores
demostraron que la interaccion de la proteina con el péptido que contiene el Fc modifica la sefial
electroquimica de este material hibrido péptido-Fc. Segundo, el desempefio del electrodo
compuesto es Optimo (mayor sensibilidad) con ptSWCNTs, cuando el nanotubo estd
presumiblemente enlazado multi-covalentemente paralelo a la superficie del electrodo de oro.

En este sentido, es importante conocer como la sefial electroquimica del Fc es modificada
por la interaccion con la proteina, dado que esto define el mecanismo de deteccidn del sensor.
Es probable que las contribuciones electrostaticas de las cargas fijas en la proteina afecten la
estabilidad relativa de la especie electroactiva unida, o de una manera mas general, el
microambiente alrededor de las unidades redox es el que dicta su respuesta electroquimica. Este
hecho es confirmado por los resultados reportados por Azzaroni y col. [38], quienes encontraron
gue en soluciones con valores de pH por debajo del punto isoeléctrico de la proteina (streptavidin)
conjugada con Fc, el pico de oxidacion de la seial voltamperométrica del Fc se desplaza hacia
potenciales anddicos. Este comportamiento es debido a que la generacidn de especies ferricinios

(Fc*) es mas dificil en un microambiente positivo. Por otro lado, en valores de pH superiores al
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punto isoeléctrico, el potencial redox se desplazé a potenciales catddicos producido por la
estabilizacidn del catidn Fc*, generado en un ambiente cargado negativamente.

Las ultimas observaciones explican los cambios en los potenciales redox del sistema
bioconjugado de Fc debido al enlace de la proteina. Sin embargo, también podrian existir cambios
en el proceso de transferencia electrénica (ET, electron-transfer) dada la interaccidon con la
proteina. En el caso de proteinas y péptidos existen dos modelos de ET propuestos [43]. El
primero de ellos es el denominado “modelo de superintercambio”, basado en la teoria de Marcus
[44] que considera la matriz peptidica como un medio para el acoplamiento electrénico entre un
electrodonador (D) y un electroaceptor (A). El traslape de los orbitales del donador y del aceptor
controla la velocidad de la reaccién de ET, y la constante de velocidad de transferencia electrénica
(ket) depende exponencialmente de la distancia (rpa) entre los centros redox y el sustrato. El
segundo modelo es el modelo de “migracion de la carga por etapas” basado en la difusién de la
carga via la oxidacién (o reduccién) de intermediarios, definiendo al proceso de ET como un
proceso de etapas multiples [45]. La carga migra a través de la proteina usando ciertos
aminodcidos como estaciones de relevo o puntos de intercambio electrdnico, y la ker depende del
numero de puntos de intercambio electrénico (N). En este modelo se considera que un paso largo
y lento de electrotransferencia es reemplazado por varios pasos pequefios y rdpidos. Por
consiguiente, entender el proceso de ET es de una relevancia para el disefio de sensores

electroquimicos y sistemas electronicos moleculares basados en péptidos [33,46].

1.3 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Las estructuras peptidicas tienen una gran afinidad con biomoléculas como enzimas o
anticuerpos. Esta propiedad los hace adecuados como material de electrodo para desarrollar
biosensores. Sin embargo, se requiere de un cuidadoso disefio de la secuencia de aminoacidos
del biomaterial, para favorecer la transferencia electrdnica, asi como la interaccién con las
biomoléculas. De esta manera, se pueden obtener sensores altamente sensibles y especificos

hacia especies de interés bioldgico.
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Asi, se propone la sintesis de péptidos que contengan un numero impar de aminodcidos
L/D alternados con residuos de Cisteina (Cys) en los grupos terminales amino y carboxilo y una

unidad de ferroceno (Fc) enlazado a un residuo intermedio (Figura 1.16 (A)).

A B
O ¢

o HN HI
MH 8] M
R;—D DR Ry
HN O HR a
0 L NH MNH
0
NH2 H2N NH2 H N’é
SH CHs = g d

Figura 1.16 (A) Péptido semiciclico con un nimero impar de aminodcidos tipo L,D alternados con residuos de Cys en
los grupos terminales amino y carboxilo conjugado con una unidad de Fc en un residuo intermedio.
B) Representacion del posible enlace de los compuestos conjugados peptidicos sobre sustratos de Au.
C) Representacion de la formacion de seminanotubos de péptido conjugado con Fc sobre sustrato de Au.

El disefio de estos péptidos esta basado en el siguiente fundamento: los residuos de Cys

sobre los grupos terminales del péptido no favorecen el ciclado del péptido dadas sus
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restricciones geométricas [47]. Estas ultimas caracteristicas junto con el nimero impar de
aminodcidos fueron seleccionadas como una manera de enlazar el péptido a través de dos puntos
sobre el sustrato de Au ( Figura 1.16(B)).

Dado el disefio de estos sistemas se espera que estos péptidos podrian ordenarse en
seminanotubos de péptidos (QPNTSs, quasi peptide nanotubes) sobre sustratos de oro (Figura 1.16
(C)). La unidad de Fc estaria estratégicamente localizada a la mitad de la secuencia, como una
manera de estudiar el efecto de la secuencia de los aminodcidos sobre el fendmeno de
transferencia electrénica para las cadenas de aminoacidos individuales y/o una posible
contribucién al aumento de la conductividad en los QPNTs. La secuencia de los aminodcidos
permite posicionar especies bioldgicamente activas, ademas del Ferroceno, para generar
sensores bioactivos especificos, (por ejemplo, derivatizando R1 0 Rz en el péptido de la Figura 1.16
(A)).

Por lo que este trabajo doctoral aborda la sintesis de las siguientes cadenas peptidicas:

® NH,-LCys-DPhe-LPhe-DPhe-LLys(Ferroceno)-pAla-LAsp-pAla-pCys-CONH3

® NH>- LLys(Ferroceno)-pAla-LAsp-pAla- bCys-CONH;

® NH»-LCys-DPhe-LPhe-bPhe-LLys (Ferroceno)-CONH;

La primera secuencia fue seleccionada puesto que por un lado tenemos sistemas
conjugados aromaticos m, los cuales pudieran interaccionar en caso de un arreglo intermolecular
de los péptidos en la superficie del electrodo en principio incrementando las propiedades
conductivas del seminanotubo peptidico. Mientras que, por el otro lado, se tiene un péptido
negativamente cargado que permitiria estudiar el efecto del microambiente en el proceso de
transferencia electrdnica.

Ademads, en un futuro, los péptidos conjugados con Fc se pueden ser derivatizados con

biomoléculas como enzimas y anticuerpos.

1.4 OBJETIVO

1.4.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar péptidos con aminodcidos L/D conjugados con ferroceno para su

posible uso en el desarrollo de sensor electroquimico de oro modificado con el material peptidico.
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1.4.2 Objetivos particulares

1. Sintetizar compuestos conjugados de Ferroceno de seminanotubos de péptidos de tipo L/D y
fragmentos de estos.

2.- Caracterizar quimica y electroquimicamente el material obtenido.

3. Estudiar electroquimicamente la influencia de la secuencia de la cadena peptidica del
conjugado de Ferroceno y seminanotubo de tipo L/D sobre las propiedades de transferencia
electrodnica.

4. Estudiar la morfologia de las capas autoensambladas del seminanotubo peptidico de tipo L/D

cuando se modifican las condiciones de ensamble.

1.5 REFERENCIAS

1. C. Zhu, G. Yang, H. Li, D. Du, Y. Lin, Analytical Chemistry, 87, (2015), 230-249.

2. ). Wang, Analytical electrochemistry, Wiley VCH, Second edition, (2000), 176-178.
3. K. Chaki, K. Vijayamohanan, Biosensors & Bioelectronics, 17, (2002), 1-12.

4. N M. Kind, C. Woll, Progress in Surfance Science, 84, (2009), 230-278.

5. J. Wang, Electroanalysis, 17, (2005), 7-14.

6. C. Hu, S. Hu, Journal of Sensors, (2009), 1-40.

7. A. Ortiz-Acevedo, G.R. Dieckmann, Journal of the American Chemical Society, 127, (2005),
9512-9517.

8.S. Zhu, J. Zhang, Q.W. Li, H.B. Li, H.H. Jin Q.J., Chinese Journal of Analytical Chemistry, 40,
(2012), 1839-1844.

9. M. C. Lemieux, M. Roberts, S. Barman, Y. W. Jin, J. M. Kim, and Z. N. Bao, Science, 321, (2008),
101-104.

10. A. Nish, J. Y. Hwang, J. Doig, R. J. Nicholas, Nature Nanotechnology, 2, (2007), 640-646.
11. K. Yanagi, M. Miyata, H. Kataura, Applied Physics Express, 1, (2008), 34003-34006.
12. T. Tanaka, H.Liu, S Fujii, Physics Status Solid RRL, 9, (2011), 301-306.

13. D.T. Bong, T.D. Clark, J.R. Granja, M. Reza Ghadiri, Angewandte Chemie, 40, (2001), 988-
1011.

25



14. A.B. Seabra, N. Duran, Peptides, 39, (2013), 47-54.

15. C. H. Deuvillers, C. Bucher, P. Dummy, Langmuir, 22, (2006), 8134-8143.
16. J. Mc Murry. Organic Chemistry, Thompson Editorial, (2008).

17. L. Rose, A.T.A. Jenkins, Bioelectrochemistry, 70 (2007), 387-392.

18. K. Altendorf, W. Epstein, Journal of Bacteriology, 166, 1, (1986) 334-337.

19.W. Knoll, I. Koper, R. Naumann, E. K. Sinner, Electrochimica Acta, 53, (2008), 6680-6689.

20. G.M. Grotenbreg, M. Overhand, A.L. Llamas-Saiz, M.J. Van Raaij, Acta Crystallographica
Section D, 63, (2007), 401-407
21. M. Hartmann, A.S. Ulrich, Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 54, (2010), 3132-3142.

22. ). Montenegro, M. Reza Ghadiri, Juan R. Granja, Accounts of Chemical Research, 46 (2013)
2955-2965

23. N. Rodriguez-Vazquez, A. Arcadio, E. Gonzalez-Freire, A. Fuertes, M. Panciera, J.
Montenegro, Juan R. Granja, Current Topics in Medicinal Chemistry, 14 (2014) 2647-2661.

24. P.A. Baker, M. N. Goltz, A. M. Schrand, D.Y. Yoon, D.S. Kim, Biosensors and Bioelectronics,
61, (2014), 119-123.

25. M. R. Ghadiri, J. R. Granja, R. A. Milligan, D. E.McRee, N.Khazanovic, Nature, 366, (1993)
324-327.

26. 1. W. Hamley, Angewandte Chemie, 53, (2014), 6866-6881.

27. M. Cuerva, R. Garcia-Fandifio, C. Vazquez-Vazquez, M. A. Ldpez-Quintela, J. Montenegro, J.
R. Granja, ACSNano, 9, (2015), 10834-10843.

28. C. J. C. Edwardas-Gayle, I. W. Hamley, Organic and Biomolecular Chemistry, 15, (2017),
5867-5876.

29. J.D. Hartgerink, J.R. Granja, R.A. Milligan, M. Reza Ghadiri, Journal of American Chemical
Society, 118, (1996) 43-50.

30. R. Dagani, Chemical & Engineering News Archive, 71, (1993), 8-12.

31. K. Motesharei, M. Reza Ghadiri, Journal of the American Chemical Society, 119 (1997) 11306-
11312.

32. H. Okamoto, T. Yamada, K. Takaeda, Japanese Journal of Applied Physics, 44, (2005), 8240-
8248.

33. R. Takahashi, H. Wang, The Journal of Physical Chemistry B, 111, (2007), 9093-9098.

26



34. E. Mateo-Marti, C. Briones, C.M. Pradier, J.A. Martin-Gago, Biosensors and Bioelectronics,
22, (2007), 1926.

35. E.C. Cho, J.W.Choi, M. Lee, K.K. Koo, Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects, 95 (2008), 313-314.

36. M. Yemini, J. Rishpon, Analytical Chemistry, 77, (2005), 5155-5159.
37. M. Yemini, M. Reches, J. Rishpon, Journal of Analytical Chemistry, 77 (2005) 5155-5159.

38. O. Azzaroni, B. Yameen, W. Knoll, Physical Chemistry Chemical Physics 10, (2008), 7031-
7038.

39. V. Steveren, D.R. Metzler-Nolte. Chemical Reviews, 104, 12, (2004), 5931-5934.

40. K.A. Mahmoud, J.H.T. Luong, ACS Nano, 2, (2008), 1051-1057.

41. K.A. Mahmoud, J.H.T. Luong, Analytical Chemistry, 80, (2008), 7056-7062.

42. K. Kerman, K. A. Mahmoud, H.B. Kraatz, Chemical Communications, 37, (2007), 3829-3831.
43. B. Giese, M. Graber, M. Cordes, Current opinion in Chemical Biology, 12 (2008), 755-759.
44. R. A. Marcus, Angewandte Chemie International Edition in English, 32, (1993), 1111-1121.

45, J. Jortner, M. Bixon, T. Langenbacher, M.E. Michel-Beyerele, Proceedings of National
Academy of Sciences of the United States of America, 95 (1988) 12759.

46.Y. Arikuma, K. Takeda, S. Kimura, The Journal of Physical Chemistry B, 113, (2009), 6256-
6266.

47. A. Ortiz Acevedo G.R. Dieckmann Tetrahedron Letters 45 (2004) 6795-6798.

27



Capitulo 2

SINTESIS DE PEPTIDOS CON AMINOACIDOS L/D
ALTERNADOS CONJUGADOS CON FERROCENO

2.1 ANTECEDENTES DE SINTESIS DE PEPTIDOS

De forma general, los péptidos son sintetizados mediante el acoplamiento del grupo
carboxilo (C-terminal) de uno de los aminodcidos con el grupo amino (N-alfa) de otro aminoacido
para formar un enlace amida o peptidico y producir una molécula de agua [48]. Para lograr la
secuencia deseada de aminoacidos en una cadena peptidica, son necesarias una gran cantidad de
etapas de reaccién, por ejemplo, la proteccion de grupos funcionales que no se desea que
reaccionen, el acoplamiento entre aminoacidos, la desproteccién de los grupos funcionales que

se habian protegidos anteriormente y etapas de purificacion entre los pasos de reaccidn.

La sintesis de péptidos en fase liquida (SPFL) es el método clasico de la sintesis de péptidos,
en donde todas las reacciones se llevan a cabo en una fase homogénea. Sin embargo, la SPFL,
tiene la desventaja de requerir procesos de purificacion entre los pasos de reaccion siendo estos
laboriosos y largos [49]. Por ejemplo, los productos de cada acoplamiento de aminoacidos son
purificados por precipitaciéon o métodos cromatograficos, sin embargo, esta purificacion ofrece la

ventaja de permitir contar con la plena caracterizacion de los productos de cada paso de reaccién.
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En la actualidad la SPFL tiene utilidad en la produccidn a gran escala de péptidos en la industria,
sin embargo en la mayoria de los laboratorios la SPFL ha sido reemplazada por la sintesis de

péptidos en fase sdlida (SPFS)[50].

2.1.1 Sintesis de péptidos en fase solida

En 1963, Bruce Merrifield [51] introdujo la SPFS que cambid drasticamente la manera de
sintesis y purificacion de péptidos, simplificando los pasos largos y tediosos que conlleva la
sintesis en solucién.

La caracteristica novedosa de la SPFS es la sintesis sobre un soporte sélido, que implica la
reaccion heterogénea entre una resina insoluble y un derivado de un aminodcido activo soluble
en fase liquida [52]. De forma general, la sintesis de un péptido empieza en el carboxilo terminal
del péptido, y finaliza con el grupo amino terminal. Esta secuencia es opuesta a la sintesis de
proteinas en organismos vivos, ya que la biosintesis empieza por el grupo amino terminal [50].

Los pasos basicos de la SPFS son esquematizados en la Figura 2.1 [53]. La sintesis del
péptido empieza con el anclaje del primer aminoacido sobre la resina (Paso 1 Figura 2.1),
mediante la reaccién del grupo carboxilo del aminoacido con un grupo funcional de la resina. La
resina consta de un soporte polimérico con un grupo modificador o espaciador (MOD), que
determinara el grupo funcional que tendra el péptido en el C-terminal [54]. Algunas condiciones
importantes a satisfacer durante SPFS son: que el enlace aminoacido-resina debera ser lo
suficientemente estable para que no interaccione con los reactivos presentes en el medio de
reaccion durante la sintesis del péptido; el aminodcido debe tener protegidos aquellos grupos
funcionales que no deben reaccionar, entre los cuales se encuentran los grupos funcionales de
las cadenas laterales del aminoacido (R), los cuales se protegen con un grupo protector
denominado permanente (P), que es estable en las condiciones de reaccion usadas durante toda

la sintesis del péptido [55].
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Figura 2.1 Etapas de la SPFS [49].
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Por otro lado, el grupo amino alfa se bloquea con un grupo protector temporal (T). El
grupo temporal soportara las condiciones de reaccién durante el acoplamiento del aminodcido,
pero después del acoplamiento debe ser facilmente removido bajo condiciones experimentales
suaves para que conserve la integridad del péptido.

Después de la reaccion de anclaje del primer aminodcido, son necesarios pasos de lavado
para eliminar los reactivos que no reaccionaron y los subproductos de la reaccion que se hayan
generado [52].

En el paso 2 de la Figura 2.1, el grupo protector temporal es removido, para dejar expuesto
el grupo amino del aminoacido anclado al soporte polimérico para un nuevo acoplamiento con
otro aminodcido. Una nueva etapa de lavado es necesaria después de la remocion de T.

Durante el paso 3 del esquema se enlaza un segundo aminoacido al primero. El
acoplamiento del segundo aminodcido al primero se realiza mediante la activacidon del acido
carboxilico del segundo aminodcido dada la formaciéon de un éster activado mediada por un
agente de acoplamiento [55]. Después del acoplamiento, el exceso de reactivos es removido y los
pasos de remocién del grupo protector del aminodcido [con su lavado y filtracién), y el
acoplamiento de un siguiente aminoacido (con su lavado vy filtracidon), son repetidos
sucesivamente hasta que la secuencia del péptido deseado es obtenida (pasos 4y 5).

Finalmente, en el paso 6, son removidos los grupos protectores permanentes de los
grupos funcionales de las cadenas laterales Ry se rompe el enlace péptido-resina para separar el
péptido.

Las ventajas que presenta la SPFS con respecto a la sintesis en quimica convencional (SPFL)
son [53]:

® Menor numero de etapas de purificacidon y por lo tanto menor tiempo empleado.

Se pueden utilizar exceso de reactivos para dirigir las reacciones a altos rendimientos.

Pérdidas de material minimizadas debido a que las reacciones y las etapas de purificacién

tienen lugar sin remover el soporte del péptido del recipiente de reaccion.

® Las operaciones pueden ser automatizadas [56].
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A pesar de sus extraordinarias ventajas, la SPFS también presenta algunas desventajas

como [55]:
® El rendimiento de la sintesis se disminuye por reacciones incompletas si los reactivos no
alcanzan al péptido en sintesis durante los pasos de reaccidon. Los efectos de pasos de
reaccion menores a 100% de eficiencia repercuten dramaticamente en el rendimiento
total de la sintesis. Ademas, el rendimiento total de una SPFS es una funcién del nimero

total de aminodacidos a acoplar.

® También se presentan reacciones secundarias, y los subproductos e impurezas de los

reactivos se acumulan en la resina contaminado el producto final.

® |as técnicas analiticas requeridas para confirmar la estructura de los productos formados
en cada paso no pueden ser utilizados en SPFS, y para monitorear los diferentes pasos

intermediarios de la SPFS se usan pruebas cualitativas colorimétricas.

Como se puede constatar, la SPFS involucra varios compuestos que tienen funciones
especificas, como son los soportes poliméricos, grupos modificadores de los mismo, diferentes
tipos de grupos protectores (cuya naturaleza depende del grupo a proteger), agentes de
acoplamiento, entre otros. Por lo que a continuacion se describirdn brevemente sus

caracteristicas.

2.1.2 Soportes poliméricos
Un soporte polimérico adecuado para la SPFS debera cumplir con las siguientes
propiedades [57]:
e Serinerte bajo las condiciones utilizadas durante todo el proceso de sintesis del péptido.
e Serinsoluble a los disolventes utilizados.

e Ser estable al esfuerzo mecanico para soportar las etapas de agitacion, lavado y filtrado.

Las primeras resinas fueron basadas en poliestireno, aunque estas se han mezclado con
m-divinilbenceno (DVB) (Figura 2.2) para mejorar sus propiedades[54]. Agquellas resinas que
contienen un 1% de DVB son fisicamente estables y completamente insolubles en solventes

comunes y sus perlas aumentan de volumen (hinchar) en solventes organicos de polaridad
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intermedia, tal como diclorometano (CH2Cly), tolueno y dimetilformamida (DMF), pero no se

hinchan en agua, metanol o hexano.

/’
g 99
=
E | Polime-
S rizacion
T #
=
Estireno Divenilbenceno 5 3{,

Poliestireno con
divenilbenceno

Figura 2.2 Polimerizacién de estireno con divenilbenceno [5]

Las resinas derivadas de la poliacrilamida tienen un cardcter menos hidrofdbico que las
resinas basadas en poliestireno, se hinchan hasta 10 veces en contacto con DMF, acido acético y
también en H;0, sin embargo, su hinchamiento no es tan grande en CH,Cl,.

Mas recientemente, con el objeto de mejorar sus propiedades, los soportes poliméricos
se han basado en el polietilenglicol (PEG)[58]. En estas resinas el PEG se encuentra insertado en
una red de poliestireno o poliamida. Estas resinas pueden ser utilizadas en sintesis tanto en flujo

estacionario como por lotes.

2.1.3 Grupos modificadores de los soportes poliméricos

Con el objetivo de modificar las propiedades fisicas o quimicas de los soportes poliméricos,
a estos ultimos se les insertan diferentes grupos funcionales (modificadores) [52]. Esto es posible
porque casi cualquier reaccién que se puede llevar a cabo en solucidon también se puede realizar
en materiales poliméricos (especialmente en los derivados de poliestireno). Los derivados de las
resinas pueden ser disefiados para una liberacidn del péptido mediante acidos fuertes, medios o

débiles, por bases y otros nucléofilos, por fotdlisis, hidrogendlisis u otros reactivos cataliticos.
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Figura 2.3 Algunas resinas comunes para SPFS [49]

Algunos modificadores se introducen mds como espaciadores, que para cambiar las

condiciones de liberacién. Otra funcién de los modificadores es la proteccion del grupo carboxilo

en el C-terminal del aminoacido anclado durante el proceso de sintesis del péptido [55]. Los

espaciadores determinan el grupo funcional en el C-terminal en el péptido sintetizado. Para

preparar péptidos con C-terminales en un grupo carboxilo o en un enlace amido se utiliza el acido

trifluoroacético (TFA) durante la liberacion del péptido. Ejemplos de diferentes resinas con sus

grupos espaciadores son presentados en la Figura 2.3, para SPFS cuando el C-terminal esun grupo

amida o un grupo acido.

2.1.4 Grupos protectores

Los aminoacidos cuentan con varios grupos funcionales nucleofilicos presentes en las

cadenas laterales tales como grupos amino, carboxilico, alcohol, tiol, etc., los cuales interfieren
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en las reacciones descritas para la sintesis de péptidos. La estrategia que se sigue para solucionar
este problema de especificidad es la proteccién de aquellos grupos funcionales que no deban
reaccionar, mientras se dejan libres solamente aquellos grupos funcionales que se quiere que

reaccionen.

2.1.4.1 Grupos protectores del grupo amino-alfa del aminoacido

Dentro de los primeros grupos protectores del grupo amino-alfa de un aminoacido
utilizados en SPFS estd el grupo BOC (tert-butiloxicarbonil). Este grupo se remueve del péptido
en sintesis en condiciones acidas, habitualmente con TFA. Cuando se utiliza BOC como grupo
protector temporal, se requieren grupos para la proteccion de los grupos funcionales de las
cadenas laterales R que soporten condiciones mas acidas que las utilizadas para la remocion de
Boc, por ejemplo, grupos bencilicos. La remocion de los grupos protectores en los grupos Ry la
liberaciéon del péptido de la resina al finalizar la sintesis, es lograda mediante la reaccidn en acido
fluorhidrico (HF). El uso del HF puede ser peligroso y conduce a un grupo amido protonado, en
consecuencia, un paso de neutralizacién es necesario. Ademas, los aminoacidos-Boc activados
tienen una ligera tendencia a descomponerse en un medio no alcalino si no son consumidos
rapidamente. La eficiencia de este método disminuye ya que la repetida aciddlisis para remover
los grupos Boc causan una ligera pérdida de grupos protectores bencilicos, incluyendo el grupo
de anclaje a la resina cuando es un éster bencilico no modificado. Sin embargo, para sintesis
complejas el Boc es necesario, por ejemplo, cuando se sintentizan péptidos no naturales que son
sensibles a las bases (tal como los depsipéptidos).

El grupo Fmoc (9-Fluorenil-metoxi-carbonil) fue utilizado por primera vez como grupo
protector del grupo amino-alfa por Carpino [59]. La remocién del Fmoc se lleva a cabo con bases
como piperidina (al 20% en DMF) o morfolina, produciendo péptidos del tipo NH;-peptido-resina
sin la necesidad de pasos de neutralizacidn. El mecanismo relacionado a la desproteccion de un
aminodcido protegido con Fmoc se muestra en la Figura 2.4. La remocién de Fmoc es un proceso
favorecido termodindmicamente dada la formacion de didxido de carbono.

El grupo Fmoc es estable bajo condiciones &acidas, permitiendo el uso de grupos

protectores ldbiles en medio ligeramente acido para los grupos funcionales de las cadenas
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laterales, los cuales deben ser estables bajo condiciones basicas (ejemplo, Boc y los grupos
bencilicos) [60]. La remocidn de los grupos protectores de los grupos sustituyentes R de los
aminodcidos y la liberacién del péptido de la resina se lleva a cabo en medio acido (TFA) en
presencia de substancias atrapadoras de carbocationes (ejemplo, agua desionizada vy

triisopropilsilano).

C N\ Grupo Fmoc O.Q

\ )
b e T — o,
J

7+ o o NHww N
yap N \ﬂ/ +O
el e °
+

Piperidina

O‘Q + O «— . O.Q
o, 4 Q

Figura 2.4 Remocion del grupo protector Fmoc cuando esta enlazado a una secuencia peptidica [55].

El grupo Fmoc es preferido sobre el Boc, debido a que no es necesario el uso del acido
hidrofluoruro. Los aminoacidos-Fmoc son mdas caros que los aminoacidos-Boc, pero su uso
representa menos pasos, reduciendo el consumo de solvente y asi, también el costo de
procedimiento global [61].

En ocasiones se requieren grupos protectores ortogonales a los cominmente empleados
en SPFS (Fmoc sensible a condiciones basicas y Boc sensible a condiciones acidas), es decir que se
remuevan a condiciones Unicas, pero que sean estables a las condiciones de las reacciones
empleadas en SPFS. Un ejemplo de estos grupos protectores es el 4,4-dimetill-2,6-

dioxociclohexilideno etil (ivDde) que es sensible a la remocion mediante hidracina en
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dimetilformamida. Este grupo es estable al TFA y lo suficientemente estable a la piperidina-DMF

(1:4), dado que sélo se pierde alrededor de 3% en 2horas [62].

2.1.4.2 Grupos protectores del grupo sustituyente R del aminoacido
El método SPFS busca que los grupos protectores permanentes sean removidos en las
mismas condiciones en que sucede la liberacidon del péptido, permitiendo que en un solo paso de

reaccion el péptido se libere y sea desprotegido de manera global [55].

Tabla 2.1 Grupos protectores comunes del grupo sustituyente R [55].

Aminoacido Grupo Protector Condiciones de remocién
tBu 90% v/v TFA, 30 min.
01-Ada TFA
(Adamantil)
OAll Pd(PhsP)s-AcOH-NMM
Asp (Aliloxicarboni) Pd(PhsP)s(0.02eq).
PbSiH3 (1.2-2eq) en DCM 10-30 min.
ODmab 2% NH;NH,-H20 en DMF, 5-10min.
OPip 4%TFA en DCM, 15 min.
Trt 90% v/v TFA, 30 min.
(Trifenilmetil; tritil)
Tmob 5%TFA-3%TES en DCM.
Cys (2,3,6)-trimetoxibencil
Mmt 0.5-1% TFA en DCM-TES (95:5), 30 min.
3%v/v TFA, 5-10 min.
Boc 90% v/v TFA, 30 min
Alloc Pd(Ph3P)s (0.1 eq)-PbSiH3 (24eq) en DCM, 10 min
Lys Dde o ivDde 2% NHzNH2-H20 en DMF, 5-10min.
Mtt 1% TFA en DCM, 30min
(4-Metiltritil) AcOH-TFE-DCM (1:2:7),1h
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Sin embargo, también existen grupos protectores permanentes que pueden ser
selectivamente removidos antes de la desproteccidn del péptido si se desea modificar un grupo
sustituyente R de un aminoacido especifico. Algunos ejemplos de grupos protectores
permanentes de los aminodcidos que se utilizan durante el presente trabajo, asi como sus
condiciones de remocidn son enlistados en la Tabla 2.1, ademas las estructuras quimicas de los

grupos protectores de la Tabla 2.1 son mostradas en la Figura 2.5.

Grupos protectores para el acido aspartico
N
H

tBu 01-Ada OAll OPip

Grupos protectores parala cisteina

O e ()

Tmob Mmt

Ry

(0]

Grupos protectores parala lisina
) o »,
R . N i e

Boc Alloc Dde (R,=Me) Mtt
ivDde (R,=iBu)

o

Figura 2.5 Grupos protectores de la cadena lateral para acido aspartico, cisteina y lisina.
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2.1.5 Acoplamiento de aminoacidos

Los procedimientos utilizados para formar un enlace peptidico entre dos aminoacidos son
denominados como métodos de acoplamiento [62]. Idealmente el acoplamiento debe ser rapido
y completo, aun con componentes dificiles, y debe estar libre de racemizacién o de reacciones
paralelas o parasitas o secundarias [52]. El acoplamiento consiste del ataque nucleofilico por el
grupo amino del aminodcido anclado en la resina al atomo del carbono electrofilico en el
carbonilo que pertenecié al grupo carboxilo del aminoacido a acoplar [49]. Antes del
acoplamiento, el carbono electrofilico es activado por la introduccidon de un grupo electroatractor
Y. La Figura 2.6 muestra la amiddlisis del compuesto activado para producir el enlace péptidico,

asi como ejemplos de algunas de las formas activadas.

C » C
Y 0 R
G~ 1 N sny
R.p-' Dﬂ
= ilo | 0 L
Y= Cl, F+ ) Haluro de Acilo O Anhidrido
Y = N=N=N Acil azida i R Simétrico
. O-CR .. i
Y'= J_ypr  CEsteractivado | o N catiénaciloxi-
NR  o.Acilisourea | 1=0-0s -fosfonio
_0-C"* i : < (BOP,PyBOP..
¥=0 C\NHR'“L (carbodimidas) 1 ( ¢ )
0 s N NIV
Vo O-c? Anhidridos v = 0= Catiénaciluronio
) ‘opé  mezclados ! N (HBTU, TATU....)

Figura 2.6 Métodos de acoplamiento y formas activadas [62].

Algunas formas activadas son mucho mas estables que otras. La forma activada puede ser
un reactivo estable en anaquel tal como un éster activado, un compuesto de estabilidad
intermedia o como un haluro de acilo, una azida, un anhidrido mezclado o simétrico que pueden

ser o no ser aislados, o un intermediario pasajero que no es aislable o detectable. El ultimo,
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inmediatamente sufre amindlisis para dar el péptido, o este puede reaccionar con un segundo
nucléofilo que se origina de los reactivos o de otro reactivo que fue adicionado para ese propdsito,
para dar un éster mas activado o un anhidrido simétrico R-C(=0)-Y’, cuya amindlisis genera el

péptido.

2.1.5.1 Carbodiimidas

Los primeros reactivos activadores exitosos para la sintesis en fase sélida fueron las
carbodiimidas [63]. Las mds comunes son la diciclohexilcarbodiimida(DCC) vy la
diisopropilcarbodiimida (DIC), y aun son frecuentemente utilizadas. Las carbodiimidas al
reaccionar con un acido carboxilico producen la O-acilisourea (OAIU), que puede:

(1) reaccionar directamente con un componente amino,

() reaccionar con otro mol del componente carboxilico para dar un intermediario
anhidrido simétrico

(1) rearreglarse en un oxazolona

(IV) rearreglarse en un N-acilurea inactiva

(V) en la presencia de un alcohol 4cido tal como N*-hidroxibenzotriazol, reacciona para dar
un éster activado intermediario.

Estas son reacciones competitivas que dependen de las condiciones exactas de reaccién.
Hudson [64] demostré que la DCC bajo tiempos de preactivacion cortos, como 2 minutos,
producen la OAIU rapidamente y reacciona con la amina nucleofilica mas rapido que con otro mol
de carboxilato. Asi la reaccidn sigue directamente sobre el OAIU sin pasar a través del anhidrido.
El problema con las carbodiimidas es que son muy reactivas y pueden causar racemizacién del
aminoacido.

Para resolver el problema de racemizacidn, se introdujeron las oximas aromaticas [53].
Dentro de las mds importantes estan el 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) y el 1 hidroxi-7-aza-
benzotriazol (HOAt).  Estas sustancias pueden reaccionar con la O-acetilurea para formar un

éster activo que es menos reactivo y con menos posibilidad de racemizacién.

40



2.1.5.2 Sales de fosfonio

El reactivo BOP (benzotriazoliloxitris(dimetilamino) fosfonio hexafluorofosfato)
promociona acoplamientos altamente eficientes y rdpidos [66]. El reactivo BOP fue utilizado en
gran medida para la sintesis en solucion y para la SPFS usando la estrategia BOC/TFA. BOP
reacciona solamente con sales de carboxilato y es estable en la presencia de acidos carboxilicos.
Asi en el acoplamiento de un aminoacido-Boc, un péptido con su C-terminal protegido y con una
sal de TFA, 3 equivalentes de una base terciaria son requeridos.

El benzotriazoliloxitrispirrolidinofosforo hexafluorofosfato (PyBOP) es otra sal de fosfonio
gue demostrod ser tan activa como BOP y fue mas efectiva para los acoplamientos dificiles como
el de N-Me-Val. Es conocido que HOBt acelera el acoplamiento del éster activado o mediado por
el DCC del a-aminoacido y el dcido N-metilamino, pero el HOBt es de hecho un inhibidor del

acoplamiento cuando se utiliza BOP.

2.1.5.3 Sales de uronio

Las sales de uronio son agentes activadores efectivos e incluyen compuestos como el 2-(-
benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetrametiluronio hexafluorofosfato (HBTU), el TBTU que contiene el
contraion tetrafluoroborato, y también sales de uronio que contienen N-hidroxisuccinimida como
el hidroxi-succinoiltetrametiluronio tetrafluoroorato (TSTU)[65].

La mayoria de estos reactivos producen un éster activado, que es formado muy
rapidamente in situ y velozmente produce un enlace peptidico con el componente amino. Estos
aparentemente no forman anhidridos simétricos bajo las condiciones de sintesis.

En cuanto a la utilizacién de estos reactivos, Knorr hizo las siguientes recomendaciones:

e TBTU vy HBTU son los mejores para sintesis en fase sélida
e TPTU es el mejor para el acoplamiento de segmentos y

e TDBTU es el mejor para la supresién de la racemizacion.
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Figura 2.7 Estructuras quimicas de sales de uronio utilizados como agentes de acoplamiento [2].

2.1.6 Evaluacion del acoplamiento del aminoacido y remocidn del grupo Fmoc

Las técnicas para monitorear los pasos de acoplamiento de los aminoacidos y la remocion
de los grupos protectores durante la SPSF, son pruebas para detectar si los grupos aminos estan
libres o no. Estas pruebas son cualitativas y colorimétricas e incluyen la prueba de Kaiser y la

prueba con azul de bromofenol.

2.1.6.1 Prueba de Kaiser

La prueba de Kaiser esta basada en la reaccion de la ninhidrina con aminas primarias
(Figura 2.8). Cuando la ninhidrina reacciona con aminas produce un azul o purpura intenso
conocido como purpura de Ruhemann [67]. Esta prueba es especialmente sensible con aminas

primarias, y menos adecuada para aminas secundarias, que producen un color naranja o café
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amarilloso. Una concentracién baja del orden de 1 parte en 15,00 partes de agua del reactivo de
ninhidrina genera la coloracién azul intenso con su reaccidon con aminoacidos [52].

Cuando la cadena peptidica en crecimiento esta desprotegida, entonces la prueba de
ninhidrina produce el color azul. Si un aminoacido es acoplado y se efectua la prueba de Kaiser

la solucién es incolora o amarilla.

[} o o R (o} R
OH 'ZHZO 'COZ /
N OH
OH NH
2 o)

o o)
Ninhidrina Aminodacido

0 0
R
+H,0
NH, + >§©(—— RCHO + NH, €— N//_

Figura 2.8 Mecanismo de reaccion de un aminoacido con ninhidrina

2.1.6.2 Prueba con Azul de Bromofenol

El azul de bromofenol es usado como un tinte, a un pH neutro, la solucién con bromofenol
absorbe la luz roja y transmite la luz azul, asi la solucion es azul. A bajos pH, el tinte absorbe la
luz azul y la ultravioleta y la solucién es amarilla.

Cuando el grupo terminal amino de la cadena peptidica en proceso de sintesis esta
expuesto, las cuentas de la resina se colorean azul marino en presencia del azul de bromofenol.
Mientras que cuando el grupo terminal amino esta protegido, las cuentas de resina se mantienen

amarillas, como lo es la solucién original del azul de bromofenol en dimetilacetamida.
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2.1.7 Caracterizacion quimica de péptidos
2.1.7.1 Cromatografia liquida de alta resolucién

Cuando se aborda la purificacion de un péptido de interés, se tiene que tomar en cuenta
gue las impurezas con las que vendra acompanado de la etapa de sintesis son compuestos con
estructuras quimicas muy parecidas. Por ejemplo, durante la sintesis de péptidos mediante SPFS
se pueden esperar como impurezas a péptidos incompletos o diasteroisomeros del péptido de
interés dada la racemizacion de los aminodacidos durante la sintesis. La cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC, high-performance liquid chromatography) es una técnica cromatografica
gue cuenta con gran versatilidad, ya que permite separar mezclas de compuestos ademads de

identificarlos y cuantificarlos, incluso a nivel de trazas (hasta ppb) [68].

La separacién en HPLC se logra cuando se inyecta una muestra disuelta en un solvente
dentro de un flujo de solvente (fase movil), siendo bombeada hacia una columna empacada con
un material sélido (fase estacionaria). La velocidad de un compuesto a través de la columna
dependera de las interacciones que el compuesto tenga con la fase movil y la fase estacionaria.
Las interacciones existentes en HPLC son las mismas que las que se presentan en una extraccién
solido-liquido, pero bajo un sistema en flujo. Asi, los componentes con la mas alta afinidad a la
fase estacionaria se moveran mds lentamente dentro de la columna, mientras que los
componentes menos afines a la columna se eluirdn con mayor rapidez, desalojando la columna

en un tiempo menor, permitiendo la separacién de los componentes de una mezcla [69].

2.1.7.2 Espectroscopia de masas.

La técnica de espectroscopia de masas se basa en la medicién de la masa, correlacionada
con el peso molecular, de un compuesto quimico. Cualquier espectrémetro bdasico tiene 3
componentes primordiales: una fuente de ionizacion, un analizador de masas donde los iones son
separados segun su relaciéon masa/carga (m/z), y, por ultimo, un detector donde los iones son
contabilizados.

Existen diferentes tipos de técnicas de ionizacidon, dentro de las cudles tenemos la

ionizacion del electrén y la ionizacién molecular por impacto (electron impact) que se utilizan
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para los gases y los vapores [48]; mientras que para liquidos y muestras bioldgicas, se utilizan la
ionizacion por electrospray (ESI, electrospray ionization) y la de laser matriz-asistido por
desorcién/ionizacion (MALDI, matrix-assisted laser desorption ionization).

Dentro de los analizadores de masas se encuentran los de sector magnético, los de tiempo
de vuelo (TOF, time of flight) y los de cuadrupolo (Q). El analizador de masas TOF tradicionalmente
se acopla a fuentes de ionizacidn tipo MALDI. Asi, un espectrometro de masas del tipo ESI o
MALDI-TOF es el mas conveniente para analizar las muestras de los péptidos de aminodcidos

alternados L/D conjugados con ferroceno.

2.2METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.2.1 Pasos experimentales para la sintesis de los péptidos

La sintesis de los péptidos es llevada a cabo en fase sélida con la estrategia Fmoc. Los
péptidos se sintetizaron a una escala tedrica de 0.1 mmol. Las cantidades de los reactivos
utilizados durante las diferentes etapas de la SPPS son expresadas en equivalentes con respecto
a los 0.1 mmoles de péptido a sintetizar.

Los detalles experimentales de los pasos a seguir durante la SPFS son descritos a

continuacion.

2.2.1.1 Hinchado de la resina.

Para la sintesis de los 3 péptidos propuestos se utilizaron dos resinas diferentes. La
primera de ellas es la RINK AMIDE NOVAGEL [70] de la marca Novabiochem, con una carga de
aminoacido de 0.63 mmol/g (Figura 2.9(a)). Las resinas NovaGel combinan la alta funcionalidad
de las resinas de poliestireno con las buenas propiedades de hinchamiento de los soportes tipo
PEG-PS [70]. Fue reportado que la resina RINK AMIDE MBHA [71] para la sintesis de péptidos
ciclicos del tipo D,L tuvo una buen desempefio, por lo que fue la otra resina utilizada en la sintesis
aqui mostrada. La resina Rink Amide MHBA fue de la marca Biochem, con una carga de

aminoacido de 0.70 mmol/g (Figura 2.9(b)).
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(a) > (b) )

Figura 2.9 Estructuras quimicas de (a)Rink Amide Novagel[70]; y (b)Rink Amide MBHA[72].

Para el hinchado de la resina se puso en contacto con DMF y se dejo bajo agitacién suave
durante 45 min a 1hr para que la resina se hinchara completamente, después de este periodo de
tiempo el DMF se eliminé por filtracién.

Las resinas utilizadas para las sintesis producen una terminacién amido en el C-terminal
del péptido. La Rink Amide MBHA requiere de un paso de remocion del grupo Fmoc, dado que el
grupo amino al que se va a enlazar el primer aminoacido estd protegido por este grupo. La resina
Rink Amide Novagel no necesita la etapa de remocién debido a que el grupo amino al que se

enlazard el primer aminodcido a acoplarse no estd bloqueado.

2.2.1.2 Secado de la resina.
El secado se realizd con 5 lavados de diclorometano (CH2Cl,), cada lavado consistio en la
adicién del solvente, agitacion suave manual y filtrado a vacio. Durante el ultimo lavado se dejé

filtrando durante 5 minutos para eliminar completamente el CH,Cl,.
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2.2.1.3 Lavado con DMF

El lavado consistié de 10 pasos de enjuague con DMF (adicion del solvente, agitacion suave
manual y filtrado). En los pasos de la sintesis donde se remueve el grupo Fmoc, a partir del octavo
enjuague se intercambio el matraz kitasato con los desechos de los primeros 8 enjuagues por uno

limpio para evitar que los vapores de la piperidina en los residuos alcancen el reactor.

2.2.1.4 Activacion del aminoacido

Para la activacion de los aminoacidos protegidos se utilizé 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametilamonio hexafluorofosfato (HBTU), adquirido de Novabiochem, con férmula
C11H16NsOPFs y peso molecular (PM) 37.3 g/mol; 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) proveniente de
Aldrich, con féormula CsHisN y PM 135.13 g/mol; N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) de Aldrich, con
formula CgHigN y PM 129.25 g/mol. La Figura 2.10 muestra las estructuras de los reactivos

utilizados en esta etapa.
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(a) HBTU (b) HOBt (c) DIPEA

Figura 2.10 Estructuras quimicas para los reactivos utilizados durante la activacién de los aminoacidos protegidos
(a) HBTU, (b) HOBt y (c)DIPEA.

El acoplamiento de un aminoacido a otro se debe realizar con ésteres activos preformados
o mediante reactivos de activacién que producen ésteres de benzotriazol, bajo condiciones
basicas [48,73]. Durante la sintesis realizada para cada uno de los péptidos propuestos fue
necesaria la activacion del péptido protegido, asi antes de cada acoplamiento, el aminoacido

protegido con Fmoc fue activado con 2.9 equivalentes de HBTU, 2.9 equivalentes de HOBt y 4
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equivalentes de DIPEA en DMF. La activacién del aminoacido protegido fue llevada a cabo
durante 5 minutos bajo agitacién suave. El HOBt es empleado para evitar la racemizacion y
acelerar la reaccidn, para este mismo fin también se utilizé el HBTU, que es una sal de uronio
basada en la estructura del HOBt. Las sales de fosfonio y uronio son conocidos porque pueden
convertir el carboxilato del aminoacido protegido en una especie activada al producir un éster de

bezotriazol [73].

2.2.1.5 Acoplamiento del aminoacido

Los aminodcidos utilizados como reactivos durante los acoplamientos fueron de Fmoc-
LCys(Trt)-OH, Fmoc-DAla-OH, Fmoc-LLys(ivDde)-OH, Fmoc-DPhe-OH y Boc-LCys(Trt)-OH de
Novabiochem; Fmoc-LAsp(Otbu)-OH y Fmoc-LPhe-OH de SynPep Corporation. Las estructuras
guimicas de todos los aminoacidos son presentadas en la Figura 2.11.

Para cada acoplamiento se utilizaron 3 equivalentes en exceso del aminoacido
correspondiente. Los aminodcidos fueron adquiridos protegidos con los grupos Fmoc o Boc en el
nitrégeno a, segun fuera el caso para obtener la secuencia de aminoacidos deseada. Los
acoplamientos tuvieron una duracion de 2 horas. La validez del acoplamiento fue evaluada por la

prueba de Kaiser y la prueba con azul de bromofenol.

2.2.1.6 Remocidn de grupos protectores

Para la remocidn del grupo protector temporal Fmoc se utilizé piperidina de marca Aldrich
al 99.5% de pureza, con PM de 85.15g/mol. En la remocion del grupo Fmoc, la resina previamente
hinchada se pone a reaccionar con una solucién de piperidina al 20% en DMF al 80% (v/v) durante
30 minutos. A continuacion, se desecha la piperidina que no reaccioné mediante el lavado con
DMEF. Para evaluar si el grupo a-amino del ultimo aminoacido acoplado a la cadena peptidica
tiene enlazado al grupo Fmoc o si efectivamente fue removido se utilizé la prueba de Kaiser y la
prueba con azul de bromofenol.

Durante la remocidn del grupo protector amino 1-4(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexiliden)-
3-metilbutil (ivDde) se empled hidracina hidratada marca Aldrich. Parala remocion de este grupo
protector del aminoacido Lys se emplea una solucidn de hidracina al 2% en DMF 98% (v/v). La

resina se pone en contacto con la solucién de remocién de ivDde durante media hora en agitacién
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suave. Cuando la desproteccidén termina es necesario realizar el lavado y secado de la resina.
Luego se evalua la remocion con la prueba de Kaiser y la de azul de bromofenol esperandose

respuestas positivas (azul).
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(a) Fmoc-LCys(Trt)-OH (b) Fmoc-pAla-OH
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J'I\N COOH
H
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(e) Fmoc-bPhe-OH (f) Fmoc-LPhe-OH

®
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®

Figura 2.11 Estructuras quimicas para los diferentes aminoacidos reactivos para la SPPS.
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2.2.1.7 Evaluacidn de los pasos de acoplamiento y remocion de un grupo protector.

En la prueba de Kaiser se empled ninidrina (CoHsO4) marca Sigma, cianuro de potasio (KCN)
al 96% de marca Karal, fenol (CéHsOH) de la marca J.T. Baker. Para realizar esta prueba se
utilizaron 3 soluciones, la primera con 0.5 g de ninhidrina en 10 mL de etanol, la segundacon 8 g
de fenol en 2 mL de etanol y la tercera tuvo un volumen de 1mL de KCN 0.001M en agua milliQ.

Un par de gotas fueron tomadas de cada una de estas soluciones y se mezclé con unas
pocas cuentas de la resina que contiene el péptido después del paso de acoplamiento o remocién
a evaluar. El vial con la mezcla se puso bajo calentamiento a aproximadamente 90°C, durante 5
minutos. La solucién genera un color azul si los grupos aminos estdn sin proteccion. La solucion
es amarilla o incolora cuando los grupos aminos estan bloqueados por algin grupo protector.

En la prueba de bromofenol, se utiliza este ultimo en una concentracién >0.1% en
dimetilacetamida. Para realizar esta prueba se tomaron unas cuentas de la resina después del
paso de sintesis a evaluar y se mezclaron con un par de gotas de la soluciéon de bromofenol. La
solucién permanece amarilla durante la prueba, sin embargo, las cuentas se mantienen amarillas
si los grupos amino estan protegidos, mientras que se volveran azules si los grupos aminos estan

expuestos para un siguiente acoplamiento.

2.2.1.8 Acoplamiento de Boc

Enseguida del hinchado de la resina en DMF, se mezclaron 5 equivalentes de BOC-
dicarbonato y 2 equivalentes de DIPEA y se agitan suavemente en DMF para activar el BOC-
dicarbonato. Después de la activacién, la solucion se mezcla con la resina durante 2 horas
agitandose suavemente. Para finalizar, se realiza el lavado y secado de la resina, asi como las
pruebas de ninhidrina y azul de bromofenol, cuyas respuestas deben ser negativas (color amarillo)
indicando que los grupos amino del ultimo aminoacido del péptido estan bloqueados con el grupo

BOC.
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2.2.1.9 Acoplamiento del grupo redox Ferroceno

Durante el acoplamiento del ferroceno, el reactivo manejado fue el acido ferroceno-
carboxilico (Fc-COOH) al 97% de Aldrich, con peso molecular de 230.05 gmol? y férmula
condensada Ci1H1oFeO,. Antes del acoplamiento 3 equivalentes de Fc-COOH se activan en una
solucién 2.9 equivalentes de HBTU vy 4 equivalentes de DIPEA en DMF, bajo agitacion suave y por
5 min. Después, la solucion de activacion del Fc-COOH se puso en contacto con la resina durante
2 horas en agitacion suave para la etapa de acoplamiento. Se procede con el lavado y secado. Se
termina esta etapa con la prueba de ninhidrina y azul de bromofenol esperandose respuestas
negativas (soluciones amarillas), indicando que las aminas estan bloqueadas por el enlace del

grupo ferroceno-carboxilado.

2.2.1.10 Separacidn de la secuencia peptidica de la resina

Para la separacién del péptido de la resina y remocion de los grupos protectores las
soluciones de la aciddlisis se prepararon con el TFA al 99% adquirido de Aldrich, triisopropilsilano
(TIPS) al 99% de Aldrich. Por otra parte, en la coprecipitacién del péptido el reactivo empleado
fue el dietil éter anhidro adquirido de Sigma-Aldrich al 99%

Al vial con la resina se le agregd una mezcla de TFA 95%, TIPS 2.5% y H,0 milliQ 2.5%,
como fue reportado por Montenegro y col. [74], y se dejo bajo agitacion intensa durante 2 horas.
La mezcla, que ahora contiene el péptido con TFA, TIPS, H,0 milliQ, se filtré a vacio para separarla
de la resina, y se colecté en un matraz kitasato. Esta solucion fue secada mediante un flujo de
nitrégeno hasta la formacién de un aceite (15-30 min), durante la remocién del TFA el gas de
salida se burbujeo por una trampa de NaOH concentrado para su neutralizacién. El aceite se puso
en contacto con éter hasta que todo el aceite se transformd en un precipitado color mostaza (12
hrs). Después el péptido fue solubilizado en una mezcla de ACN y H,O milliQ con 0.1% de TFA

bajo diferentes proporciones segun la naturaleza quimica del péptido.

2.2.2 Caracterizacion quimica
La purificacion y rendimientos de la sintesis de los péptidos se lleva a cabo por

cromatografia liquida de alta resolucion. Los péptidos son solubilizados en un medio adecuado
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para las pruebas de HPLC, en este caso se emplearon soluciones que contienen diferentes
proporciones de H,O milliQ con 0.1% de TFA y ACN con 0.1% de TFA. Los porcentajes de las
soluciones de H,0 y ACN, ambos con 0.1% de TFA, para cada péptido se encuentran reportadas

en la Tabla 2.2.

Tabla 2.2 Proporciones de las soluciones de H20 y ACN, ambos con 0.1% de TFA.

Péptido Proporcién de H,0 | Proporcién ACN
Sintetizado milliQ (0.1% de TFA) | (0.1% de TFA)
35 65
Péptido {1}
65 35
Péptido {2}
42 58

Péptido {3}

Las cromatografias se llevaron a cabo en un cromatégrafo marca Agilent, con un detector
de UV-Vis. La fase mdvil utilizada esta compuesta de la mezcla de la fase A: H,O miliQ con 0.1%
de TFA y la fase B: acetonitrilo (ACN) con 0.1%TFA.

Las pruebas de HPLC se realizaron a dos diferentes escalas: analitica y semipreparativa.
Los experimentos realizados a escala analitica se llevaron a cabo en una columna Jupiter 5u Cig
300A 250 x 4.6mm con una pre-columna Cig 4x3mm (ASO-4287), con un flujo de ImL min™. Por
otro lado, los experimentos a escala semipreparativa utilizaron la columna Jupiter 10p C1g 300A
250 x 10mm con la misma pre-columna que a escala analitica y con un flujo de 4.73mL min™.

Estas pruebas cromatograficas se realizaron, a diferentes escalas, flujos, tiempos y con un
gradiente lineal de concentracion de la fase movil. La Tabla 2.3 resume las condiciones
experimentales de los analisis en cromatografia liquida de alta resolucidon. Todos los
experimentos se realizaron a una longitud de onda de 255nm (A1=255nm), a excepcién de HPLC
1 que se llevé a cabo en dos longitudes de onda A2=255nm y A1=350nm. El analisis cromatografico
se desarrolld utilizando las medidas de seguridad aconsejadas para un equipo de HPLC por V.R.

Meyer [75]
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Tabla 2.3 Condiciones experimentales para los analisis en cromatografia liquida de alta resolucidn, donde las
soluciones de H20(A) y ACN (B) cuentan con 0.1% de TFA.

Péptido {1} Péptido {2} Péptido {3}

. Flujo Tiempo %A:%B %A:%B %A:%B
Experimento . -
(mLmin?) | (min) inicial/%A:%B | inicial/%A:%B | inicial/%A:%B
final final final

HPLC 1 Analitica 1.0 35 70:30/20:80 | 80:20/20:80 | 80:20/20:80

HPLC 2 Semi- 4.73 35 70:30/20:80 | 80:20/20:80 | 80:20/20:80
preparativa

HPLC 3 Analitica 1.0 180 | 80:20/10:90 | g0:20/10:90 |80:20/10:90

HPLC 4 Semi- 4.73 180 | 80:20/10:90 | 80:20/10:90 |80:20/10:90
preparativa

HPLC 5 Analitica 1.0 60 80:20/10:90 | 80:20/10:90 |80:20/10:90

La caracterizacidn quimica de los péptidos se realizd por espectroscopia de masas (EM),
con ionizacion MALDI o electrospray y deteccidn por tiempo de vuelo. Estos experimentos se
llevaron a cabo en el CINVESTAV, unidad Irapuato o en el UT Southwestern Medical Center en

Dallas, TX.

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccidn se presentan los resultados de la sintesis de los tres péptidos propuestos en
el capitulo 1 (Figura 2.12). Los péptidos estdn constituidos por a-aminodcidos tipo L y D
alternados [76], que inducen la formacién de nanotubos de péptidos [77] a través de las
interacciones del tipo puente de hidrégeno en conformacién B-laminar [78], y que a su vez tienen
conjugada una molécula de Fc carboxilado que le confiere propiedades electroactivas al péptido,
gue por si mismo no es activo electroquimicamente. Los péptidos {1} y {2} tienen residuos de
fenilalanina (Phe) que proveen al péptido de sistemas conjugados aromaticos 1, que pueden
aumentar las velocidades de transferencia electrénica del péptido, mediante un arreglo
intermolecular que permita utilizar los dobles enlaces para transmitir la carga entre la sonda
redox y el sustrato metdlico. Por otro lado, los péptidos {2} y {3} tienen un residuo de &acido

aspartico (Asp), que bajo condiciones de pH neutro estd cargado negativamente, ayudando a
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estabilizar la formacién del Fc*, y disminuyendo el potencial anddico para la oxidacién del

ferroceno a ferricinio.

(A)

SH o F©e HO/B\"/ o /&) . (SH
HZNLL!/N\ /I-Ij\ N I N— /Ijl\” I N\gf-l\u I N\Qf'l\”/\‘(]/ 2
Péptido [1] NH,-LCys-DPhe-LPhe-DPhe-LLys(CO-Fc)-DAla-LAsp-DAla-DCys-CONH,
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(B)

Péptido [2] NH,-LCys-DPhe-LPhe-DPhe-LLys(CO-Fc)-CONH,
(C) Q)I\N
Péptido [3] NH,- LLys(Ferroceno)-pAla-LAsp-DAla- bCys-CONH,

Figura 2.12 Péptidos propuestos (A) {1}, (B) {2} y (C) {3}.

2.3.1 Sintesis de los péptidos

Para la sintesis de los péptidos de este trabajo se emplearon resinas que generan el dcido
carboxilico terminal amidado. La ruta sintética utilizada para los 3 péptidos se basé en la
estrategia Fmoc. La caracteristica importante al seleccionar esta estrategia es realizar una sintesis

bajo un esquema ortogonal, es decir, que permita la reaccion de acoplamiento entre
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aminoacidos, sin alterar sus grupos funcionales protegidos, y que, al mismo tiempo, los grupos
protectores puedan ser removidos en condiciones opuestas de reaccion, sin que afecte al péptido
en sintesis.

Como se habia mencionado en la seccién de grupos protectores, en la liberacién del
péptido de la resina en la estrategia Fmoc se utiliza al TFA. Por lo tanto, para remover los grupos
protectores permanentes de los aminodcidos en el mismo paso de reaccion que la liberacion del
péptido, se utilizaron aquellos grupos protectores que se removieran bajo las condiciones de la
reaccion con TFA. De la Tabla 2.1 es posible observar que en las condiciones de remocién de 90%
v/v de TFA durante 30 min, los grupos protectores tBu, Trt y Boc para los aminoacidos Asp, Cys y
Lys, en ese orden, son removidos. Asi el Asp tendra los grupos protectores tBu y Fmoc, la Cys
tendrd al Trt y el Fmoc, sin embargo, para la Lys se utilizard Fmoc como protector temporal, pero
no se utilizara Boc. En el caso de la Lys es necesario un grupo protector permanente con
condiciones de remocion diferentes al TFA, debido a que este grupo debe ser retirado del péptido
antes que sea liberado, con el objetivo de incorporar en ese lugar al ferroceno-carboxilado (Fc-
COOH). Para este aminoacido se emplea el grupo protector ivDde que es removido en una
solucién de hidracina al 2% en DMF, evitando asi que los grupos protectores permanentes de los
aminodcidos restantes sean afectados, sin embargo, las condiciones de remocién de ivDde
también remueven el grupo Fmoc por lo cual es requerido que el grupo amino alfa terminal del
péptido en la resina este protegido con un grupo estable a condiciones bdasicas, para este trabajo
se selecciond que este grupo fuera Boc. Los acoplamientos de los aminoacidos se llevaron a cabo
empleando HBTU como agente activador y el HOBt como aditivo para evitar la racemizacion
durante el ataque nucleofilico del grupo amino del aminoacido anclado al péptido hacia el C-
carbonilo de la especie activada.

El acoplamiento del Fc al péptido se llevd a cabo por la formacion de un enlace amida
entre el grupo carboxilo del reactivo Fc-COOH con el grupo amino epsilon del residuo de Lys, una
vez que el grupo ivDde fue removido (Figura 2.13). La creacion de este enlace amido se realiza
bajo las mismas condiciones en las que se acoplan los aminoacidos, (en una soluciéon de HBTU y

DIPEA en DMF durante 2 horas). Sin embargo, no es indispensable el uso de HOBt debido a que
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no es necesario evitar la racemizacién durante el acoplamiento del Fc-COOH, dado que este

ultimo no presenta un centro quiral.

ivDde
\N
H
Trt OtBu Trt
BOC-Cys—Phe-Phe-Phe—H Ala—Asp=Ala—Cys—NH—RESINA
(0]
Hidracina 2% en DMF,
H,N 30 min
Trt OtBu Trt
BOC-Cys-Phe-Phe-Phe—H Ala=Asp=Ala—Cys=NH=—RESINA
0 ° Fc-COOH + HBTU +
DIPEA, 2 horas
N
Fe H
Trt OtBu Trt
BOC—Cys—Phe-Phe-Phe—H Ala=—Asp=Ala=—Cys=NH=—RESINA
(o]

Figura 2.13 Remocién de ivDde y acoplamiento de Fc-COOH sobre Lys durante la sintesis del péptido {1}.
Para el péptido {3} cuyo ultimo aminoacido acoplado fue la Fmoc-Lys(ivDde)-OH como ya
se menciond es necesario reemplazar el grupo Fmoc con el Boc, debido a que la solucién de
hidracina también remueve el Fmoc (Figura 2.14). Después del reemplazo de Fmoc por Boc, se
realiza la remocion del grupo ivDde y acoplamiento del ferroceno carboxilado.
Todos los aminoacidos utilizados en las sintesis, utilizaron el Fmoc como protector

temporal a excepcién del ultimo residuo de Cys agregado para los péptidos {1} y {2}. El Cys
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terminal emplea al Boc que es removido bajo las mismas condiciones de liberacion del péptido.
Esto permite evitar dos pasos de sintesis (remocidon de Fmoc del aminoacido Cys vy liberacién de
péptido y remocién de grupos protectores permanentes tBu y Trt), convirtiéndolos en sélo 1 paso
de reaccion (liberacidon del péptido y remocién de los grupos protectores tBu, Trt y Boc) en una

solucién TFA, TIPS y H,0. La liberacion del péptido {3} también se realizé por aciddlisis con TFA.

ivDde OtBu Trt
Fmoc—Lys—Ala—Asp=Ala—Cys—NH—RESINA

Piperidina20% + DMF 80%,
ivDde OtBu Trtl, 30 min

H,N—Lys—Ala—Asp-Ala—Cys—NH—RESINA

BOC-dicarbonato +DIPEA,
2hrs

Boc——Lys—Ala—Asp~-Ala—Cys—NH—RESINA

Hidracina 2% + DMF 98%,
OtBu Trty 30 min

Boc ——Lys=—Ala=—Asp=Ala—Cys=NH—RESINA

ivDde OtBu Trt l

e l Fc-COOH + HBTU + DIPEA
co otBu TrtY 2hrs
Boc ——Lys=Ala—Asp=Ala—Cys=NH=—RESINA

Figura 2.14 Reemplazo de Fmoc por Boc, remocién de ivDde y acoplamiento de Fc-COOH sobre Lys durante la
sintesis del péptido {3}.

La adicién del TIPS y de H,0 en bajas concentraciones (2.5% para cada uno de ellos),
permite que funcionen como secuestradores de los carbocationes generados durante la remocion

de los grupos protectores permanentes como el tBu y el Trt.
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2.3.2 Purificacion y determinacion de pureza por HPLC y caracterizacion por MS

La purificaciéon y determinacién de la pureza de los 3 péptidos se llevaron a cabo mediante
cromatografia liquida de alta resolucion. Como una primera prueba (HPLC 1) se obtuvieron los
cromatogramas de los crudos de las sintesis a 2 longitudes de onda: 255nm y 350nm, en un
tiempo total de analisis de 35 minutos. En este caso se esperaba que a 255nm se observaran
sefiales correspondientes a la mayoria de los compuestos presentes en las muestras de los crudos
y que a 350 nm se observe la sefial correspondiente a los péptidos conjugados con ferroceno, ya

que es longitud de onda de absorcion méaxima para el ferroceno.
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Figura 2.15 Cromatograma del crudo del péptido {1}. (A) A=255nm y (B) A=350nm.
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Comparando las sefiales a las dos longitudes de onda en la Figura 2.15 se deduce que para
el péptido {1} la sefial en el tiempo de elucion 15.6 minutos es el péptido {1} conjugado con
ferroceno. Por otro lado, se presenta una sefial en 17.8 minutos que es significativa en A=255nm,
representado un subproducto importante de la sintesis que tiene caracteristicas de hidrofilicidad
y tamafio de molécula parecido al péptido {1}, ya que cuenta con un tiempo de retencién cercano
a 15.6 minutos, es de suponerse que es un péptido al que le falta el ferroceno, pues a una A = 350
nm su sefial disminuye a la sefial observada a una A = 255nm. La fraccion en el tiempo de elucidn

de 17.8 min al ser significativa también fue analizada por espectrometria de masas.
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Figura 2.16 Cromatogramas del crudo del péptido {2}. (A) A=255nm y (B) A=350nm.
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En la Figura 2.16 muestran los cromatogramas del crudo de la sintesis del péptido {2}
donde se observa que a una A= 350nm se presenta una sefial predominante en un tiempo de
elucién de 17.2 minutos, atribuido al péptido {2} conjugado con ferroceno. A diferencia de los
cromatogramas de los péptidos {1} y {3} los tiempos de elucién para el péptido con ferroceno

entre los analisis a las diferentes longitudes de onda no coinciden perfectamente, y se atribuye a
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Figura 2.17 Cromatograma del crudo del péptido {3}. (A) A=255nm y (B) A=350nm.

un cambio de temperatura durante los andlisis, ya que el equipo de HPLC utilizado no cuenta con

una columna cromatografica que se mantenga a una temperatura constante mediante una
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chaqueta de calentamiento. Se establecid que la sefial en A=255nm y t=19.1 min corresponde al
mismo compuesto en A=350nm y t= 17.2 min, y que en ambos casos es el péptido {2} con
ferroceno.

Los cromatogramas del crudo para el péptido {3}, a las dos longitudes de onda
mencionadas anteriormente, se muestran en la figura 2.17. La seiial a los 8 minutos de elucidn
se atribuye al péptido {3} conjugado con ferroceno pues a una A=350 nm es la sefial predominante
y la mayor absorbancia es asociada a la absorcién de la luz monocromatica que experimenta el
ferroceno. Asi como en los péptidos {1} y {2}, para el péptido {3} se presenta una sefal a una
A =255nm muy cercana a la atribuida al péptido con ferroceno, que cuenta con una absorbancia
significativa y que se considera un subproducto importante de la sintesis, es interesante conocer
su identidad quimica, ya que esto revelaria si un paso de la secuencia de reaccidn es ineficiente.

La purificacion (HPLC 2) de los crudos de los 3 péptidos se efectué a una escala
semipreparativa, bajo condiciones escaladas (detallado en la seccion experimental) relativas a la
primera prueba cromatografica en escala analitica (HPLC 1), donde se colectaron las fracciones
en los tiempos de elucion que anteriormente se identificaron como los 3 péptidos conjugados con
ferroceno de interés.

Los péptidos resultantes de la primera purificacion se caracterizaron mediante
espectroscopia de masas (MS, Mass Spectroscopy), donde se confirmd la composicidon quimica
mediante la masa de los iones moleculares de cada uno de los péptidos (Figura 2.18).

En la figura 2.18 (A) se presenta el espectro de masas del péptido {1}, donde se observa la
presencia del ion molecular protonado [M+H*] con masa molar de 1262.34 que concuerda con el
peso molecular tedrico de 1263.1 y que es la sefial predominante del espectro. La sefial en
1050.42 indicaria la presencia del péptido {1} sin la unidad de ferroceno, cuyo ion molecular
protonado [M+H*] presenta un peso molecular teérico de 1050.5, lo que a su vez nos revelaria
que el péptido contiene pequenas cantidades de otros subproductos de la reaccién de sintesis.

El espectro de masas del péptido {2} conjugado con ferroceno se muestra en la figura 2.18
(B) en el que se observa la sefial en la masa molar de 902.31 del ion molecular [M+H*] del péptido
{2} con ferroceno que concuerda con el peso molecular tedrico de 902.91. Las otras sefales de

menor magnitud que se presentan en el espectro se atribuyen al patrén espectrométrico, tanto
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del péptido {2} con ferroceno, asi como a trazas de subproductos de la sintesis que no fueron
eliminados totalmente en la primera purificacidon. Finalmente, en la figura 2.18 (C) se tiene el
espectro de masas del péptido {3} con ferroceno, que confirma la composicién quimica de este
péptido presentando una sefial de m/z con valor de 718.21 correspondiente al ion molecular
[M+H*] y cuya masa molar tedrica es 718.64.

Los pesos moleculares calculados de los péptidos, asi como el peso molecular del ion

molecular encontrado en espectroscopia de masas se resumen en la Tabla 2.4

Tabla 2.4 Pesos moleculares tedricos y experimentales de los péptidos sintetizados

Peso Molecular Peso Molecular del ion Peso Molecular del ion

Péptido Calculado del molecular [Péptido + molecular [Péptido +
Sintetizado Péptido H*] tedrico H*] experimental
Péptido {1} 1262.1 1263.1 1263.34

I Péptido {2} I 901.92 I 902.92 I 902.31 I
I Péptido {3} I 717.64 I 718.64 I 718.21 I

Adicionalmente a los iones moleculares esperados para cada péptido, los espectros de
masas muestran la presencia de impurezas, por lo cual se realizé un perfil de pureza mediante
cromatografia (HPLC 3). Las condiciones experimentales bajo las cuales se obtuvieron los perfiles
de pureza estan descritas en la seccidén experimental, donde cabe resaltar que el perfil completo
se llevd a cabo en 180 minutos para asegurar la separacion de las sefales correspondientes a los
péptidos de interés con respecto a las impurezas. En la Figura 2.19 se muestran los
cromatogramas para (A) el péptido {1}, donde la sefial en el tiempo de retencién de 58.8 min
corresponde al péptido, mientras que las sefiales en 46.03, 55.8, 56.6 y 64.8 min se refieren a
impurezas. En la misma figura 2.19, con (B) la sefal del péptido {2} se encuentra en el tiempo de
retencidn 58.4 min, por otro lado, la impureza mas significativa tiene una sefial en el minuto 46.4.
Finalmente, para el péptido {3} mostrado en la figura 2.19 (C) le corresponde la sefial en 9.6 min
y es posible observar la presencia de multiples impurezas en los tiempos de retencién 4.3, 8.1,

11.9,17.9y 21.8 principalmente.
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El perfil de pureza resultante de cada péptido fue bajo, por lo cual se procedid a realizar
una repurificacion bajo un gradiente largo (seccidon experimental para detalles) de tal forma que
se lograra eliminar la mayoria de las impurezas (HPLC 4), sin embargo, las impurezas eliminadas
no fueron caracterizadas para conocer su estructura quimica mediante espectroscopia de masas.
Durante la re-purificacion se logré eliminar las impurezas de la muestra, pero no asi los
diasteroisomeros de los péptidos de interés, los cuales son productos de procesos de
racemizacién esperados durante la SPFS. Después de la re-purificacion se obtuvo nuevamente el
perfil de pureza de cada péptido (HPLC 5) cuyos cromatogramas se muestran en la Figura 2.20.
Entre cada inyeccidn de péptido se realizd la inyeccién de un blanco que corresponde Unicamente
a la fase movil (linea punteada en los cromatogramas de la Figura 2.20) para verificar si todos los
picos observados corresponden a la muestra. Estos experimentos, fueron realizados bajo
condiciones distintas a la de los experimentos de re-purificacion y las condiciones fueron
especificadas en la seccién experimental.

Como se observa en el cromatograma de la Figura 2.20 (A) la sefial de mayor magnitud en
un tiempo de retencién de 16.040 min corresponde al péptido {1}, sin embargo aparecen sefiales
pequefias, en tiempos de 23.5, 24.891 y 25.668 minutos, adicionales al péptido {1}, aun después
de la re-purificacion exhaustiva. Lo anterior se puede atribuir a productos de oxidacién del
péptido (formacién de puentes disulfuro) consigo mismo, ya que al formarse el enlace S-S el
péptido {1} se ciclaria, asi disminuye su drea superficial en contacto con la fase estacionaria de la
columna cromatografica, reflejdndose en una disminucién del tiempo de retencién. En cuanto a
las sefiales en 25.515, 28.812 y 33.585 min se atribuye a los diasteroisémeros presentes, que son
evitados durante la sintesis al utilizar los aminodcidos L,D correspondientes, pero que durante la
sintesis una muy pequena porcidn de estos aminodcidos pueden sufrir una inversién del centro
quiral.

Los cromatogramas para los péptidos {2} y {3} son mostrados en la Figura 2.20 en los
incisos (B) y (C), respectivamente. Los péptidos {2}y {3} presentan un comportamiento analogo
al péptido {1}, donde se tiene una seiial principal debida al péptido de interés ( t=26.575 min para

el péptido {2} y t= 8.274min para el péptido {3}), y pequefias seiales antes y después de la seal
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del péptido de interés. Como en el caso del péptido {1}, las sefales cromatograficas anteriores
a la senal principal de los péptidos {2} y {3} se asignan a los mismos péptidos con la formacion de
puentes disulfuro. Aquellas sefales posteriores a la sefial principal de los péptidos {2} y {3} se
presume que son los diasteroisémeros de dichos péptidos. Sin embargo, la confirmacion
experimental de esta conclusion seria mediante el analisis de espectroscopia de masas la cual no
se realizd. En este punto se supuso que la pureza quimica de los péptidos sintetizadas es >98%
aunque no se puede suponer lo mismo de la pureza esteroquimica. Los rendimientos globales de
los péptidos después de la re-purificacién se muestran en la Tabla 2.5. Cabe sefialar, que el
rendimiento para la sintesis del péptido {3} fue baja debido a que se perdié aproximadamente la
mitad del péptido total sintetizado en la primera purificacién por errores en el desarrollo de Ia
técnica de HPLC semipreparativa, no obstante, se esperaba un rendimiento similar al péptido {2},
ya que el nimero de residuos de aminoacidos en ambos péptidos es 5, mientras que el péptido
{1} contiene 9 residuos de aminodcidos, y con un mayor nimero de aminodacidos en la cadena

peptidica disminuye el rendimiento de la reaccién total.

Tabla 2.5 Rendimientos de las SPFS

Péptido Rendimiento de la
Sintetizado Reaccidn (%)
Péptido {1} 16.7

I Péptido {2} I 28 I
I Péptido {3} I 10 I

2.4 CONCLUSIONES PRELIMINARES

Se sintetizaron 3 péptidos novedosos con aminoacidos L/D alternados conjugados con una
unidad de ferroceno que convierte a estas moléculas en electroactivas. Todas las secuencias
peptidicas fueron sintetizadas bajo el protocolo ortogonal de sintesis de péptidos en fase sdlida
Fmoc y se les acopld un ferroceno carboxilado en el residuo de aminoacido de lisina en el grupo
€-NH; de su grupo lateral al reemplazar el grupo protector ivDde.

Se encontrd que aun después de la purificacién exhaustiva en HPLC de los crudos de las

sintesis de los 3 péptidos, persistieron pequefas cantidades de moléculas diferentes a los
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péptidos {1}, {2} y {3}, y que fueron atribuidas a los procesos de oxidacion en la formacién de
enlaces S-S para las moléculas de menor tiempo de elucion, mientras que las moléculas con mayor
y {3}

Se confirmé la identidad quimica de los 3 péptidos conjugados con ferroceno mediante
espectroscopia de masas, al observar masas molares de 1262.34, 902.31 y 718.21 de los iones
moleculares [M+H*] de los péptidos {1}, {2} y {3}, respectivamente, que concuerdan los pesos
moleculares tedricos de los respectivos iones moleculares.

Al analizar las masas obtenidas de los péptidos {1}, {2} y {3}, se calcularon los rendimientos

de la reaccién como 16.7%, 28% y 10 %, respectivamente.
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Capitulo 3

FORMACION Y CARACTERIZACION DE LA SAM

A PARTIR DE UN MEDIO DE METANOL

3.1 INTRODUCCION

En el presente capitulo se aborda la primera parte de la caracterizacién electroquimica de
las monocapas autoensambladas (SAMs, self-assembled monolayers) de los 3 péptidos con
aminoacidos L/D alternados y conjugados con Ferroceno (Fc) sintetizados anteriormente. El
estudio de la formacidn de las SAMs se inicio utilizando el metanol como solvente de la solucion
modificadora que contenia al péptido, mientras que su caracterizacion fue realizada en un medio
de buffer de fosfatos (PBS, phosphate buffer solution). Las pruebas electroquimicas para las
SAMs formadas bajo estas condiciones incluyen la voltamperometria ciclica y la impedancia

electroquimica.

3.1.1. Monocapas autoensambladas

El autoensamblado molecular es un proceso en el cual una estructura se organiza de
manera espontanea a partir de un conjunto de moléculas que no estan relacionadas entre si, en
una fase liquida o gaseosa, llevandose a cabo este proceso sobre una interfase heterogénea [79].
Un ejemplo tipico de una monocapa autoensamblada esta basado en la adsorcion de tioles sobre
Au, gue envuelve una interaccién especifica sulfuro-oro como la principal fuerza promotora para
el ensamblado del compuesto organosulfurado a partir de la solucién sobre una superficie de Au

[80,81]. Se dice que se trata de un proceso de autoensamblaje, ya que, una vez iniciado el proceso,
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no requiere ninguna fuerza externa y se lleva a cabo de manera espontanea, como se menciond
anteriormente [82,83].

En general, los componentes de una SAM incluyen un electrodo que sirve como soporte,
un grupo funcional terminal (que puede ser un centro redox para una SAM electroactiva), el
puente que une al grupo funcional con el grupo de anclaje que enlaza con el electrodo, como lo

muestra la Figura 3.1.

| a ‘ ‘ 5 Grupo funcional
| / - g terminal

o LJ L“,/ &“k“‘ﬁ Puente entre el

O .
(S — 5 grupofuncionaly el
L- L“ h“* L““ grupo de anclaje al

| XA- LA ‘x.,)k.gﬁ_ electrodo

Grupo de anclaje al
electrodo

Electrodo Soporte

Figura 3.1 Esquema basico de una SAM [84].

Las SAM’s son apropiadas para estudios en aplicaciones de nanotecnologia debido a que
son faciles de preparar, se pueden formar sobre objetos de diferentes formas y tamafios y es
posible funcionalizarlas para un fin especifico.

En el desarrollo de sensores electroquimicos, el principal objetivo es producir un sistema
con un limite de deteccién de un analito en particular, que sea lo mas bajo y preciso posible. Para
alcanzar estos bajos niveles de limites de deteccidn es necesario conocer las caracteristicas de
transferencia electrénica que ocurren en el sistema electroquimico empleado, para asi poder
mejorarlas. Como ejemplos, se puede pensar en aumentar la velocidad de transferencia
electrdnica y/o disminuir la corriente capacitiva de la SAM.

De forma tradicional se considera que las SAMs forman estructuras altamente ordenadas
gue contienen pocos defectos, basdandose en que el proceso de autoensamblado esta dirigido
termodinamicamente. Sin embargo, las SAMs forman estructuras complicadas causadas por

diversos defectos como la morfologia y limpieza del sustrato o el método de preparacién de la

72



SAM. La superficie del electrodo sobre la que se forma la SAM esta llena de defectos, por ejemplo,
se tienen limites de grano, cambio de cara cristalina, vacancias atdmicas (sitio individual), colapso
de la SAM, entre otros defectos. Estos defectos influyen en que la monocapa que se forma no

sea uniforme como lo ejemplifica la Figura 3.2.

WAL \Jé?

Defecto de

Defecto de un Defecto por i .
orificio

sitio individual colapso

Figura 3.2 Esquema de monocapa autoensamblada sobre Au policristalino, donde se observan defectos
superficiales que desorganizan a la monocapa. [85]

3.1.2. Métodos de caracterizacion de las SAM’s.

Diferentes métodos para caracterizar una SAM han sido desarrollados, dentro de la cuales
encontramos, tanto electroquimicos, como aquellos basados en otras mediciones de parametros
fisicos. La voltamperometria ciclica (CV, cyclic voltammetry) es una técnica electroquimica
ampliamente utilizada para caracterizar una SAM. Con esta técnica es posible conocer el
comportamiento electroquimico bdsico de la monocapa, como si es o no conductiva o
electroactiva[86], o si cuenta con un comportamiento reversible para un centro activo adsorbido
sobre un sustrato conductor, o si la monocapa es altamente ordenada o desordenada [87]. La
voltamperometria ciclica es tan versatil que se puede acoplar con otras técnicas para la
caracterizacion de las SAM’s, como es el caso de la espectroelectroquimica [88]. Diferentes
trabajos han sido reportados sobre el comportamiento electroquimico de biomoléculas
conjugadas con una sonda redox. Azzaroni y col. [89] estudiaron mediante VC, el cambio en los
valores de potencial de la proteina streptavidin conjugada con ferroceno (Fc) dependiendo del
microambiente electrostatico que rodeaba a la sonda redox. Ellos observaron que mediante un
cambio de pH de 7.4 a 4.6 se modifican las cargas en la proteina de negativa a positivas. En la
proteina cargada negativamente el ion ferrocinio se estabiliza provocando un cambio catédico en

el potencial redox del Fc. Mientras que con la proteina cargada positivamente el ferrocinio se
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desestabiliza por la repulsién de las cargas positivas, observdandose un cambio anddico del
potencial redox.

Con la técnica de microbalanza de cuarzo (QCM, quartz crystal microbalance), se puede
evaluar la masa correspondiente a la monocapa sobre el electrodo y, a partir de ésta, deducir el
recubrimiento molar superficial, asi como la superficie que ocupa cada molécula de los
compuestos que forman la SAM [90]. La técnica de elipsometria permite conocer el grosor de
una SAM, sin embargo, presenta la desventaja de que el indice de refraccién para el material
modificador debe ser conocido o supuesto, ademds de que el grosor de una SAM calculado por
esta técnica es diferente al grosor de la misma SAM en contacto con la solucidn electrolitica
[91,92]. La espectroscopia de impedancia electroquimica (Electrochemical impedance
spectroscopy, EIS), es una técnica electroquimica en la que la sefial de perturbacién del sistema
es un potencial sinusoidal con una amplitud pequeiia, y se recoge como sefial de salida la onda
sinusoidal de la corriente eléctrica [93]. Con el ajuste de un circuito equivalente adecuado se
pueden determinar parametros caracteristicos de la SAM, como la velocidad de
electrotransferencia o la capacitancia que se establece en la capa [95,96].

En este capitulo, la voltamperometria ciclica fue utilizada para conocer los factores de
rugosidad de los electrodos de Au y calcular los recubrimientos superficiales de los péptidos sobre
el sustrato de Au. También se realiza un estudio en funcién de las velocidades de barrido de
potencial, para conocer el comportamiento electroquimico bdsico del Fc en la SAM.
Complementariamente se utilizé la técnica de impedancia electroquimica, donde se ajustaron los
datos obtenidos experimentalmente a un circuito equivalente para la determinacién de
parametros fisicoquimicos de las SAM’s de los tres péptidos sintetizados anteriormente.
Finalmente, se realizd un estudio voltamperométrico de las SAM’s formadas a partir de diferentes

medios y diversas concentraciones.
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3.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En este apartado se presentan los materiales, equipos y metodologias experimentales
empleados para la caracterizacién electroquimica de las SAM de péptidos con aminodcidos

alternados conjugados con Fc.

3.2.1 Limpieza electroquimica del electrodo de Au.

Dado que sobre la superficie del electrodo de Au se llevard a cabo el proceso de
autoensamble de las monocapas de péptidos anteriormente sintetizados, es muy importante que
la superficie esté completamente libre de impurezas, asi la limpieza del electrodo consistié tanto
de una limpieza mecanica, como de una limpieza electroquimica.

Para la limpieza del electrodo de oro se siguidé la siguiente metodologia (Figura 3.3Figura 3.3 ):

1. Se agrega una gota de mezcla crémica (disolucién de dicromato sédico o potasico en
acido sulfurico muy concentrado) a la superficie del electrodo de Au durante 10
segundos y enseguida se enjuaga con agua desionizada.

2. Seenjuaga con HNOs al 10% en volumen en agua desionizada y después se enjuaga con
solamente agua desionizada.

3. Elelectrodo se pule sobre un pafio marca buehler con alimina de 0.05 pm, terminando
este paso con un enjuague de agua desionizada.

4. Seprocede ahacer lalimpieza electroquimica. El electrodo de Au se coloca en una celda
electroquimica, donde funciona como electrodo de trabajo y se tiene como el electrodo
de referencia el electrodo de Ag/AgCl NaCl 3M (0.21 V vs NHE) y como contraelectrodo
un alambre de platino. Para la limpieza electroquimica se desea que se genere H; (en
forma de burbujas), sobre el electrodo de Au. Para ello se sumerge el electrodo de Au
dentro de la celda electroquimica con 10 mL de una solucién 0.5 M de H;SO4 y la
solucién se desoxigena con nitrogeno gaseoso durante 10 minutos. Enseguida, se
realiza una cronoamperometria, donde se mantiene un potencial constante de -600 mV
vs Ag/AgCl, NaCl 3M durante un tiempo de 60 segundos y se espera a que el potencial

de circuito abierto (Open Potential Circuit, OCP) sea positivo para sacar el electrodo de
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la solucidn. El electrodo de Au se enjuaga con agua desionizada y por ultimo se enjuaga

con el disolvente de la proxima disolucidn en la que se vaya a introducir el electrodo.

PASO1 PASO2
8
d Enjuague de H,0 X Enjuague de H,0
S desionizada . desionizada
Mezcla —_— Acido _—
Crémica. Nitrico
Electrodo
deAu
PASO3 PASO4  Electrodo E'e?;°d°
de Platino .
| Referencia
Electrodo
de Au Enjuague de H,0
desionizada
>

E]
<
-~
©
)
°
o
2
]
o
w
L

Figura 3.3 Etapas para la limpieza del electrodo de Au.

3.2.2 Area real electroactiva del electrodo de Au

La determinacion del area real electroactiva de los electrodos de Au se basd en la
formacién del AuO en una solucién de H,SO4 0.5M en agua desionizada. La composicion de la
solucidén fue elegida en base a que el comportamiento de la formacion de la capa de AuO en estas
condiciones ya ha sido reportado [97,98,99] y es posible conocer el intervalo de potencial en el
gue se debe trabajar para obtener el AuO. La formacién del AuO se realizé sobre un electrodo de
Au policristalino de 2mm de didmetro, con un drea geométrica de 0.0314 cm?.

La metodologia seguida para la evaluacion del area real electroactiva de los diferentes
electrodos planos de Au policristalino se describe en los siguientes pasos:

1. Limpiar el electrodo de Au mediante la técnica de limpieza del electrodo descrita

en la seccion 3.1.1.
2. El electrodo es colocado en una celda electroquimica tipica de 3 electrodos,

donde el electrodo de referencia es el de Ag/AgCl NaCl 3M (0.21 V vs NHE), el
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contraelectrodo es un alambre de platino y el electrodo de trabajo es el de Au.
La celda contiene una solucién de H,S04 0.5M (10mL) y la solucién se desoxigena
con nitrégeno gaseoso durante 10 minutos.

Se utiliza la técnica de voltamperometria ciclica haciendo un barrido de potencial
a una velocidad de 20 mV s'y empezando en el potencial de circuito abierto de
cada electrodo de Au, hacia valores anddicos hasta alcanzar 1.39 V vs Ag/AgCl
NaCl 3M. Después se invierte el sentido del barrido hacia valores catddicos hasta
0.29 V vs Ag/AgCl NaCl 3M y por ultimo, se regresa nuevamente el barrido hacia
potenciales anddicos hasta llegar al potencial de circuito abierto.

A partir del voltamperograma obtenido, se mide la carga de la formacion del
AuO.

Se realiza el cdlculo del area real electroactiva del electrodo de Au siguiendo la

ecuacioén 3.6, que se explica en la seccién 3.3.1.

3.2.3 Modificacion del electrodo de Au.

La modificacidn de un electrodo se puede realizar por la inmersidn del electrodo en una

solucién con la molécula que se quiere confinar sobre la superficie permitiendo que se forme una

monocapa autoensamblada. Esto también se puede lograr mediante la aplicacion de una

pequeiia cantidad de solucién modificadora sobre el electrodo y permitir que se evapore el

disolvente. Esta ultima técnica produce peliculas con un mayor desorden de las moléculas y

menor estabilidad de la modificacion. Debido a esto, en el presente trabajo se prefiere modificar

los electrodos por la técnica de inmersién, cuya metodologia experimental se describe a

continuacion y es esquematizado en la Figura 3.4:

1.

Limpiar el electrodo de Au mediante la técnica de limpieza del electrodo explicada en
la seccién 3.1.1.

Sumergir el electrodo de Au en una solucién 1mM de uno de los péptidos con
aminoacidos L/D conjugados con Fc en metanol (MeOH) durante al menos 12 horas a

temperatura ambiente
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3. Se finaliza con un enjuague exhaustivo de agua desionizada y un enjuague del préximo

disolvente a utilizar.

! Electrcdode Au

Tiempo=12

horas Enjuague H,0

Solucién Tiempo=0horas Desioinizada

Péptido imM en MeOH

Figura 3.4 Esquema del procedimiento experimental para la modificacién del electrodo de Au.

3.2.4 Estudio mediante voltamperometria ciclica de las SAM’s de los péptidos
La caracterizacién electroquimica mas basica de una SAM es mediante voltamperometria
ciclica. Asi, para este estudio, los pasos experimentales son los siguientes:
1. Modificar el electrodo como se describe en la seccién 3.2.3.
2. El electrodo de Au modificado funcionara como el electrodo de trabajo en la celda
electroquimica con un electrodo de referencia es el de Ag/AgCl NaCl 3M (0.21 V vs
NHE) y un contraelectrodo de alambre de platino. Los experimentos se desarrollaron
en una solucion amortiguadora de fosfatos (pH=7 y i=0.1), con un volumen de 10 mL,

previamente desoxigenada con nitrégeno durante 10 minutos.

3.2.5 Calculo del recubrimiento superficial del péptido sobre Au.
Para conocer el nimero de moles de péptido con aminoacidos L/D alternados conjugados
con Fc que se adsorbieron después de la etapa de modificacidn, se siguieron los siguientes pasos:
1. Se limpid el electrodo como se menciond en la seccidn 3.1.1 y se modific6 como se
describié en la seccion 3.2.3
2. El electrodo se introduce en una celda electroquimica con 10 mL de una solucién de

NaOH 0.5 M, y la solucidn se desoxigend con nitrégeno durante 10 minutos.
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3. Se utilizé la técnica de voltamperometria ciclica haciendo un barrido de potencial a
una velocidad de 25 mV s y empezando en el potencial de circuito abierto hacia
valores catddicos hasta alcanzar -1.35 V vs Ag/AgCl NaCl 3M. En seguida se invierte el
sentido del barrido hacia valores anddicos hasta 0 V vs Ag/AgCl NaCl 3M y por ultimo,
se invertirte el barrido hacia potenciales anddicos hasta llegar nuevamente al
potencial de circuito abierto.

4. A partir del voltamperograma obtenido, se mide la carga de la desorcién del péptido
conjugado con Fc y se calcula el recubrimiento superficial del péptido sobre la

superficie de Au, siguiendo la ecuacion 3.10, que se explica en la seccion 3.3.3.

3.2.6 Caracterizacion por espectroscopia de impedancia de las SAM’s de los péptidos.

La celda electroquimica se mantuvo como anteriormente se describid, con el electrodo de
Au o de Au modificado con los péptidos como electrodo de trabajo, un alambre de platino como
contraelectrodo y un electrodo de referencia de Ag/AgCl, NaCl 3M (0.21 V vs NHE) y en una
solucion amortiguadora de fosfatos (pH=7 y i=0.1), con un volumen de 10 mL, previamente
desoxigenada con nitrégeno durante 10 minutos. Los experimentos de EIS se desarrollaron con
un potenciostato-galvanostato IM6 con analizador de frecuencias marca Zanher-BAS, aplicando
un potencial AC igual al potencial termodindmico formal para cada uno de los sistemas
estudiados, (E?), con una amplitud de 10mV y en un intervalo de frecuencias de 100kHz a 50mHz.
Se construyd un circuito equivalente (mostrado en la seccién de 3.3.9) que fue ajustado
computacionalmente a los espectros experimentales mediante el simulador SIM del paquete

Thales USB™.

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Antes de comenzar todo un estudio de caracterizacién electroquimica de las SAM’s de las
estructuras peptidicas conjugadas con Fcy los fragmentos conjugados con Fc, es necesario tener
caracterizado el electrodo de Au sobre el que se va a formar la SAM. La caracterizacidn consistié
en determinar el area real electroactiva y el factor de rugosidad de cada uno de los 7 electrodos

de Au con los que se realizo el estudio.
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3.3.1 Calculo del area real electroactiva y del factor de rugosidad del electrodo de Au.

La mayoria de los pardmetros electroquimicos son cantidades extensivas y tienen que
estar estandarizados respecto al area interfacial del electrodo, por lo tanto, es importante
conocer el drea real que estara involucrada en la region interfase-solucion. El area superficial
geométrica se define como la proyeccién del drea real en un plano macroscépico, y puede ser
determinada con herramientas ordinarias disefiadas para medir una longitud visible [100]. Sélo
en los liquidos, el drea real coincide con el area geométrica, sin embargo, para el caso de los
solidos, el area real suele ser de uno o mas érdenes de magnitud mayor al drea geométrica,

debido a la rugosidad a escala atémica que presenta el material.

En el caso de electrodos sdélidos, diferentes métodos para calcular el area superficial han
sido desarrollados, tales como la relacidn de capacitancias, utilizando el grafico de Parsons-Zobel
[100], en base a la adsorcidn de hidrégeno a partir de la solucidén para el caso del electrodo de
platino [101], depdsito de metales en subpotencial (UPD), como el caso del depdsito en
subpotencial del Pb sobre Ag [102]. Cuando se trata del oro, un método para determinar su area
electroactiva, y de ahi su factor de rugosidad, es la evaluacion de la carga en la formacién del
oxido de Au (AuO) sobre la superficie del electrodo de Au.

La formacién del AuO es un proceso global que implica la transferencia de 2 electrones
(ecuacidn 3.1). Sin embargo, el proceso de oxidacion consta de 2 pasos, en los que se transfiere

un electrén en cada paso [97].

Au+ H,0 - AuO + 2H" + 2e” Ec. 3.1

Se ha reportado que la transferencia del primer electrén produce una monocapa de especies
OH  sobre la superficie a través de 3 pasos que se resumen en la ecuacion 3.12. La formacion de
la monocapa de AuOH se realiza entre 1.1 V vs NHE y 1.4 vs NHE (~ 0.9 V y 1.2 vs Ag/AgCl, NaCl
3M) en HCIOs 1ImM y 20 mVs? e incluye la formacién de una subcapa de OH- depositados
especificamente entre los aniones adsorbidos del electrolito, seguido por el depdsito de OH-

acompafados por la desorcién de los aniones y simultdneamente la capa se rearregla para
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incorporar los OH" en la red cristalina del Au, y se finaliza con el depdsito de una tercera capa de

iones OH", que completa la monocapa de AuOH.

Au+ H,0 -> AuOH + H" + e~ Ec. 3.2

Mientras que la transferencia del segundo electrén consiste en la transformacion de la
monocapa de AuOH al AuO, después de 1.4 V vs NHE (~ 1.2V vs Ag/AgCl, NaCl 3M) en HCIO4 1ImM

y 20 mVs?, segun la ecuacién 3.3.

AuOH - AuO+H" +e” Ec. 3.3

Angerstein-Kozlowska y col. [103] reportaron una sefial principal que empieza en 1.3 V vs NHE
(~ 1.1V vs Ag/AgCl, NaCl 3M) durante el barrido catddico que fue asignado a la reduccion de la
capa de AuOH, donde los OH" se encuentran inmersos en la red de Au (que fue representado
como OHM, donde M representa al metal), y que ademas proponen que dicha reduccion se realiza
mediante 2 etapas. La primera etapa de reduccién de los AuOH es el proceso inverso a la
inmersién de los iones OH™ en la red de Au, es decir que los OH que se encuentran en la red de
Au migran a la superficie del Au (ecuacidn 3.4). Dicho proceso es rapido a bajas velocidades de
barrido y a temperatura ambiente. La segunda etapa es la reduccién electroquimica de los iones
expuestos de OH" sobre la superficie de Au, para producir agua sin pasar por la reduccién del AuO
(ecuacién 3.5) .

OHAu - AuOH Ec. 3.4

AuOH + H* + e~ > Au+ H,0 Ec. 3.5

De lo anteriormente discutido, se puede concluir que durante el barrido anddico se llevan
a cabo dos procesos, que en conjunto representan la formacidon de una monocapa de AuO con
intercambio de 2 e, y que la reduccién del AuO no es factible realizarla por técnicas
electroquimicas. Para obtener el drea electroactiva, la carga asociada a la formacién del AuO
(Qauo) se compara con una carga registrada para el mismo proceso de oxidacidon por una unidad
de area electroactiva previamente conocida (Qiuo) de la siguiente manera
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_ Qauo Ec. 3.6
Areal ~ AS
QAuO
Donde:
A,eq = Area real electroactiva
Q 4u0 = Carga asociada a la formacidn del éxido de Au

Q3.0 = Carga asociada a la formacién del 6xido de Au por unidad de &rea real

electroactiva. Reportada como 200uC cm2[104].

Asi, el calculo del area real electroactiva para los electrodos de trabajo de Au se realizd
mediante la evaluacién de la carga de la formacién del AuO, considerando la correccién de la
carga de la doble capa, en una solucién de H2S04 0.5 M a v= 20 mV s}, como se muestra en el

voltamperograma de la Figura 3.5 para el electrodo Au 2.
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E vs Ag/AgCl NaCl3M (V)

Figura 3.5 Voltamperograma ciclico del electrodo de Au policristalino de Ageom= 0.0314 cm? en H2504 0.5M.
v=20mV s. El drea sombreada representa la carga para el proceso de formacién del AuO.

El proceso de produccidn de la monocapa de AuOH se observa en la superficie de Au como
un traslape de 3 picos anddicos de transferencia de carga parcial en un solo pico denominado al.

La conversién del AuOH a AuO en esta misma solucidn se manifiesta en el pico anddico a2 de la
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Figura 3.5, que se presenta un E,=0.850 V vs Ag/AgCl NaCl 3M y se desarrolla después de 1.2V vs
Ag/AgCl, NaCl 3M, concordando con la literatura [103].

En el voltamperograma ciclico de la Figura 3.5 se observan dos procesos catédicos (cly
c2), que apoyandose en lo reportado por Angerstein-Kozlowska y col. [103], se puede pensar que
el proceso c2 se trata del proceso de migracion de los iones OH™ que estan en la red de Au hasta
la superficie del Au (ecuacién 3.4). Por otro lado, el pico catédico c1 puede atribuirse a la
reduccion de los OH sobre el Au para producir moléculas de agua (ecuacién 3.5). Nétese que
ningun pico catddico fue asignado a la reduccion del AuO hacia Au-OH u oro metdlico, ya que este
proceso no se lleva a cabo electroquimicamente.

Para la evaluacion de la carga se toma el area bajo la curva de ambos picos anddicos, que
representan el proceso total de formacion del AuO, tomando en consideracion la correccién de
la carga de la doble capa, como lo muestra el voltamperograma de la Figura 3.5.

Entonces, para el electrodo Au2 se calculd una carga de formacién de Au0=82.97 pC, asi

el drea real electroactiva de este electrodo es:

Qo 82.97pC

Aroqr = = = 0.415cm?
el = Q5,0 200 uC cm2
Dado que el factor de rugosidad (f) se define como:
Arear Ec. 3.7

f:

Ageom

Donde:

f = Factor de rugosidad.

A, .q1 = Area real electroactiva del electrodo.
Ageom = Area geométrica del electrodo.

Y como el drea geométrica de los electrodos de Au es igual a 0.0314 cm?, el factor de
rugosidad para el electrodo 2 es:
Areq  0.415 cm?

= = =13.21
! Ageom 0.0314 cm?

El drea real electroactiva del electrodo plano de Au representa 13.21 veces al area

geomeétrica. Este factor de rugosidad es debido a todas aquellas irregularidades que se presentan
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en la superficie del material y que no pueden ser detectadas por el ojo humano debido a su
magnitud.

Los resultados de la carga de la formacion del AuO, el area real electroactiva y el factor de
rugosidad para los 7 electrodos con los que se cuentan para realizar experimentacion, son

mostrados en la Tabla 3.6.

Tabla 3.6 Cargas del proceso de formacion de la monocapa de AuO, valores de areas reales electroactivas y factores
de rugosidad para los electrodos.

Numero de Carga de AuO Area electroactiva Factor de
Electrodo (uC) (sz) rugosidad
Aul 106.42 0.53 16.85
Au 2 82.97 0.41 13.21
Au 3 79.43 0.40 12.65
Auid 90.93 0.45 14.48
Au>5 90.99 0.45 14.49
Au 6 98.30 0.49 15.65
Au7 107.58 0.54 17.13

3.3.2 Estructura de las SAM's.

Una de las ventajas mas importantes de las SAM’S es que el procedimiento de preparacién
en el laboratorio es muy simple. La forma mds comun de producir una SAM es sumergir el sustrato
en una solucién muy diluida del compuesto que se va a quimisorber por un tiempo especifico,
seguido por el enjuague del sustrato y el secado. La concentracidn de la solucidn y el tiempo de
modificacion no deberan ser excesivamente grandes, por ejemplo, mayor a 1mM y 6 dias,
respectivamente, ya que resultard en la formacién de multicapas o agregados sobre la superficie
del electrodo, mas que una monocapa [105].

La metodologia experimental que se siguid para la modificacidén del electrodo es descrita
en la secciéon 3.1.3. La modificaciéon del electrodo para la formacién de una monocapa
autoensamblada se llevé a cabo mediante la generacidn del enlace covalente Au-S utilizando el
atomo de S en el grupo sustituyente de la Cisteina(s) en los péptidos con aminoacidos L/D

alternados conjugados con Fc.
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En el estudio de la formacion de las SAM’s de los 3 péptidos que se sintetizaron
previamente se esperan 2 tipos de conformaciones como lo muestra la Figura 3.6, la (A) para los
péptidos {2}y {3} y B) para le péptido {1}. Debido a que los péptidos {2} y {3} tienen un residuo
de cisteina en uno de los extremos del péptido, es de esperarse que por ese extremo se adsorba
guimicamente con un enlace covalente al Au, exponiendo al Fc hacia el otro extremo de la capa
modificadora (Figura 3.6 (A)). Por otro lado, el péptido {1} que contiene 2 residuos de cisteina,
uno en cada extremo de la cadena del péptido, puede conducir a un probable anclamiento por
adsorcién quimica de ambos extremos del péptido a la superficie de Au, exhibiendo el grupo
redox Fc en el centro del péptido (Figura 3.6 (B)), para su posterior interaccién con una solucion

electrolitica.

Tiempo= 0 horas Tiempo= 12 horas

A)
Fc Fc Fc Fc
3\[3\[3\/3
HIE BH B
a/\&/\&/\&
S S S S
- -
%C
B
o
C_,“ Fc Fc
—_—>
SH
S S S S
SH I | | I

Figura 3.6 Representacion de la formacidn de la plataforma de modificacion para
(A) los péptidos {2} y {3}y (B) el péptido {1}
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3.3.3 Calculo del recubrimiento superficial en las SAM’s

La determinacidon del recubrimiento superficial de algunas SAM’s formadas por
guimisorcion de compuestos tiolados con y sin moléculas de Fc enlazadas a la cadena tiolada
sobre electrodos de Au fue reportado por M.M. Walczak y col. [106]. Este método esta basado
en la medicidn voltamperométrica de la carga en la desorcion electroquimica de la pelicula de tiol
enlazada covalentemente al Au. La desorcion electroquimica es un proceso reductivo con el
intercambio de 1 electrén que se lleva a cabo en una solucién alcalina (pH>11) y se describe por

la ecuacion 3.8.

Au—SR +e- - Au(0)+ SR Ec. 3.8

La carga se relaciona con el recubrimiento superficial molar ('), mediante la ecuaciéon 3.10
[107].

T _ Qmonocapa Ec. 3.9
monocapa —
nF Areal

Donde:
Lnonocapa = Recubrimiento superficial molar de la monocapa tiolada en mol cm?.
Qumonocapa =Carga de la desorcion electroquimica de la monocapa tiolada
n = Electrones transferidos.
F = Constante de Faraday = 96 485 C mol™.

A, eq = Area real del electrodo.

Ademas, se sabe que el area real se define como el drea geométrica por el factor de
rugosidad como se puede deducir de la ecuacién 3.7. En la Figura 3.7 se muestra una

representacion del fendmeno de desorcidn electroquimica para los péptidos conjugados con Fc.
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Figura 3.7 Esquema del proceso de desorcidon electroquimica de los péptidos que formaron la SAM.

Asi, para conocer los recubrimientos superficiales que se obtienen para cada uno de los
péptidos, se evalud la carga de la desorcidn electroquimica en una solucién de NaOH 0.5M. En la
Figura 3.8 se presentan en la curva (A) el voltamperograma ciclico para el proceso de desorcion
electroquimica del péptido {1}. El proceso de reduccién y rompimiento del enlace Au-S comienza
en -0.85 V vs Ag/AgCl, NaCl 3M, y finaliza alrededor de -1.1 V vs Ag/AgCl, NaCl 3M, seguido por la
descomposicién del medio. En la curva (B) de la misma Figura 3.8 se muestra la respuesta
voltamperométrica de un electrodo de Au sin modificar en la solucion alcalina (NaOH 0.5M). La
sefial de la curva (A) entre -0.85 y -1.1 V vs Ag/AgCl 3M no se presenta en la curva (B),
asegurandose que la sefial es caracteristica de la pelicula modificadora.

La carga para la desorcién reductiva es utilizada en la ecuacion 3.10 para el cédlculo del

recubrimiento superficial molar de los péptidos.

r _ Qpeptido Ec. 3.10
Péptido —
anAgeom

Donde:

ny F tienen su significado habitual

Tpepeido = Recubrimiento superficial molar del péptido en mol cm2,

Qpeptidzo =Carga de la desorcion electroquimica del péptido obtenido del voltamperograma.
f = Factor de rugosidad del electrodo de Au.

Ageom = Area geométrica del electrodo de Au = 0.0314 cm?.
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Figura 3.8 Voltamperograma ciclico (A) de la desorcidn electroquimica de los péptidos que formaron la SAM, (B) del
electrodo de Au sin péptidos adsorbidos. (A)y (B) en NaOH 0.5M, v=25 mV s2,

Los recubrimientos superficiales (Ipéptido) para cada uno de los péptidos que se obtuvieron

se encuentran resumidos en la Tabla 3.7

Tabla 3.7 Recubrimientos superficiales molares.

Mpeptido (Mol cm™2)

Péptido {1} 1.844 x 1010
Péptido {2} 1.910 x 1020
Péptido {3} 1.076 x 1020
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Se analizaron los valores de lp¢ptido Calculados anteriormente para proponer la distribucion
superficial de los péptidos sobre el Au (que, ademds, justifica el comportamiento
voltamperométrico observado, como se presenta en secciones posteriores). Es posible observar
que los péptidos {1} y {2} presentan valores similares, indicando que el péptido {1} se fija al
electrodo a través de un solo enlace Au-S y no con dos enlaces, como se estaba contemplando
originalmente, ya que se esperaba que el recubrimiento molar superficial del péptido {1} fuera
menor que el del péptido {2} y {3}. Esto seria debido a que se esperaba que el péptido {1} ocupara
una mayor area transversal sobre el sustrato de Au, reduciendo el nimero de enlaces Au-S
presentes. Sin embargo, los valores de los recubrimientos de los péptidos {1} y {2} son de casi el
doble que el valor de recubrimiento del péptido {3}, indicando que los dos primeros péptidos se
enlazan de manera perpendicular a la superficie del electrodo. Mientras que el péptido {3} tiene
un acomodo paralelo al electrodo, y se espera que se favorezca la transferencia electrénica al
disminuir la distancia entre el ferroceno y el sustrato metdlico. Es posible deducir que la doble
interaccion Au-S esperada para el caso del sistema Au/{1} fue termodindmicamente poco
favorecida, como lo observd Blanchard y col. [108] cuando estudiaron la formacion de SAMs de
ditioles con cadenas hidrocarbonadas de 6, 8 y 9 carbonos concluyendo que no existe evidencia

de que estos ditioles se adhirieran por ambos S a la superficie de Au.

El anclaje de los péptidos {2} y {3} solamente se pueden llevar a cabo con el Unico grupo tiol
gue poseen. Por otro lado, se considera que el péptido {1} se adhiere al Au con un enlace Au-Sy
no con los 2 tioles que tiene disponibles, es de esperarse que los sustratos de Au tengan afinidad
predominante por los grupos —SH terminales en las regidn con caracter hidrofébico debido a que
la solucién amortiguadora de fosfatos, que sirve como electrolito soporte, es de caracter
hidrofilico, lo que conduciria a los grupos hidrofdbicos del péptido {1} hacia la superficie del
electrodo, evitando en la interaccidn con el electrolito soporte. La Figura 3.9 muestra un esquema

de la posible disposicion de los péptidos al formar la SAM en el sustrato de Au.
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Figura 3.9 Disposicion superficial propuesta para los péptidos (A) {1} (B) {2} y (C) {3} sobre los electrodos de Au.

3.3.4 Estudio previo del comportamiento del ferroceno en solucion

Con el objetivo de conocer los valores de potencial aproximado en los que el ferroceno
conjugado de los péptidos sintetizados y utilizados para formar la SAM brinda las sefiales de
6xido-reduccién, se comenzd por obtener el voltamperograma para FcCOOH 0.5mM disuelto en
buffer de fosfatos (I1=0.1), presentado en la Figura 3.10. El experimento fue realizado por
triplicado con diferentes electrodos de oro. En este caso, el FcCOOH presentd un pico de
oxidacién en Epa=0.349 + 0.007 V vs Ag/AgCl, KCl 3M; mientras que la sefial de reduccién se
observd en Epc=0.298 + 0.008 V vs Ag/AgCl, KCI 3M. El calculo de AEp arroja un valor de 51 mV
gue es menor a los 60 mV que se esperan para un compuesto redox reversible en solucién, donde
sblo se presenta difusion como mecanismo de transporte de masa. Los picos de corriente anddica
y catddica fueron de 793.3 £ 9.2 pAcm™? y -548.8 + 3.19uAcm™, respectivamente. Los valores

reportados en esta seccion corresponden al segundo barrido de potencial.
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Figura 3.10 Voltamperograma ciclico de 3 barridos de potencial para FcCOOH en buffer de fosfatos (1=0.1)

a 50 mV stsobre electrodo de Au.

3.3.5 Comportamiento electroquimico del Péptido conjugado con ferroceno en solucién
Ademas de que ya se ha observado que el ferroceno en solucion de buffer de fosfatos
presenta su potencial de pico anddico en 0.349 V vs Ag/AgCl, KCl 3M vy el catédico en 0.298 V vs
Ag/AgCl, KCI 3M, se realizd un experimento de voltamperometria ciclica que involucra al péptido
{1} en solucion de buffer de fosfatos (I=0.1M) con una concentracion del péptido 0.5mM. La
Figura 3.11 muestra el comportamiento voltamperométrico de uno de los péptidos conjugados
con ferroceno en solucién de buffer de fosfatos (péptido {1}). El péptido {1} revela potenciales
de pico Epa=0.435 + 0.009 V vs Ag/AgCl, KCl 3M y Epc=0.410 + 0.012 V vs Ag/AgCl, KCI 3M, con
una diferencia de potencial (AEp) de 25 mV, que comparandolo con AEp del FcCOOH (51mV), es
posible observar una disminucién del AEp, que se le puede atribuir a la adsorcién quimica del

péptido mediante un enlace Au-S durante el barrido.
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Figura 3.11 Voltamperograma ciclico de 3 barridos de potencial para péptido {1} en solucién de buffer de

fosfatos (1=0.1) a 50 mV s sobre electrodo de Au.

Con lo anteriormente expuesto es de esperarse que la sefial del ferroceno en el péptido
enlazado a la superficie de Au se encuentre en valores cercanos a 0.435 V vs Ag/AgCl, KCI 3M para
la sefial de oxidaciony 0.410 V vs Ag/AgCl, KCI 3M para la sefial de reduccion cuando se trabaja
en el mismo medio de buffer de fosfatos (I=0.1), esperando una disminucién de la intensidad de
corriente eléctrica en ambas senales debido al descenso del nimero de ferrocenos presentes en
un monocapa a comparacion del nimero de ferrocenos presente en una solucion que llegan a la

superficie del electrodo para sufrir la reaccion redox.

3.3.6 Comportamiento electroquimico del Péptido conjugado con ferroceno como monocapa
sobre Au

Para comprobar la adsorcion de los péptidos con Fc sobre la superficie del Au se realiza un
estudio con voltamperometria ciclica para los 3 péptidos sintetizados, en una solucion de buffer

de fosfatos (1=0.1). Los voltamperogramas ciclicos de las SAM’s de los 3 péptidos sintetizados
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realizados en un medio de buffer de fosfatos (I=0.1M) y a una velocidad de barrido de 100 mVs™

son mostrados en la Figura 3.12.
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Figura 3.12 Voltamperogramas ciclicos de los péptidos (A) {1}, (B) {2} y (C) {3} adsorbidos sobre Au en un
medio buffer de fosfatos (1=0.1) y una velocidad de barrido de 100 mV s.
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Las sefiales atribuidas al par redox ferroceno(Fc)/ferrocinio (Fc*) enlazado al péptido que
conforma la SAM sobre la superficie de Au se encuentran alrededor 0.455 V vs Ag/AgCl, NaCl 3M

y corresponde a la reaccién de la ecuacién 3.11.

Au/ Péptido~Fc* + e~ —» Au/ Péptido~Fc Ec. 3.11

En la Tabla 3.8 se resumen los valores de potencial formal, potencial de pico anédico,
potencial de pico catddico y la diferencia de potenciales de pico obtenidos de los
voltamperogramas de la Figura 3.12, para los 3 péptidos, descritos como un promedio de 3

repeticiones del mismo experimento.

Tabla 3.8 Potenciales caracteristicos para los 3 péptidos con aminoécidos L/D alternados, conjugados con Fc,
determinados por VC.

Péptido Es (V) Epa (V) Epc (V) AE, (V)
vs Ag/AgCl, NaCl  vs Ag/AgCl, NaCl  vs Ag/AgCl, NaCl  vs Ag/AgCl, NaCl
3M 3M 3M 3M
Péptido {1} 0.457 0.485+0.17 0.428 £ 0.012 0.057
Péptido {2} 0.454 0.491+0.016 0.418 £0.015 0.073
Péptido {3} 0.450 0.463+£0.008 0.437+0.011 0.026

En los voltamperogramas de la Figura 3.12 se observan diferencias en el comportamiento
electroquimico entre los 3 péptidos. A pesar de que las corrientes capacitivas para los 3 péptidos
son muy similares, el péptido {1} y el péptido {3} tienen las sefiales de oxidacidn y reduccién bien
definidas. Sin embargo, la sefal de Fc/Fc* para el péptido {2} es menos clara, indicando que la
transferencia electrénica entre el Fc y el sustrato de Au a través del péptido {2} es mas dificil que
en los péptidos {1} y {3}. Ademas, el péptido {2} presenta un comportamiento menos reversible
que los péptidos {1} y {3}, ya que su AE, (73mV) es considerablemente mayor a AE; ideal. Sin

embargo, el Erde 0.454 V es del mismo orden que para los péptidos {1}y {3}.

Considerando la naturaleza quimica de todos los péptidos, se puede decir que el péptido
{2} tiene una secuencia de aminodcidos hidrofébica debido a la naturaleza no polar de los grupos

bencilicos de la cadena lateral de las tres fenilalaninas presentes. Por otro lado, el péptido {3}
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tiene un residuo de acido aspartico que bajo las condiciones de pH en las que se esta trabajando,
debe estar cargado negativamente (el pKa del -COOH en la cadena lateral para el acido aspartico
puro es 3.65 [109]), lo que le confiere un caracter hidrofilico. Ademas, el péptido {1} tiene
secuencias de aminodcidos de tal manera, que del lado del amino terminal es hidrofébico y del

lado del carboxilo terminal (que se encuentra como una amida) es hidrofilico.

La diferencia en la estructura de los péptidos, sugiere que las fenilalaninas del péptido {2}
podrian ocultar al ferroceno (que también posee un caracter hidrofébico) del seno de la soluciéon
acuosa, no favoreciendo el acceso de los contraiones de la solucidn al ferroceno para que se lleve
a cabo la transferencia electrénica y se mantenga la electroneutralidad. Un valor de un AE, mayor

puede indicar el proceso de obstruccién de los contraiones.

Por otra parte, el péptido {3} muestra una respuesta que tiende al comportamiento de una
molécula adsorbida de manera ideal con un AEp que tiende a 26 mV. Esto puede significar que la
secuencia de aminoacidos con caracter hidrofilico no oculta al ferroceno y favorece el acceso de
los contraiones de la solucion aumentando la velocidad de la transferencia electrénica. El AEp
para el péptido {1} es intermedio a los correspondientes a los péptidos {2} y {3}, debido a la

presencia de las secuencias, tanto hidrofilica, como hidrofébica.

3.3.7 Estudio a diferentes velocidades de barrido.

La respuesta voltamperométrica de un par redox adherido a la superficie del electrodo es
diferente a aquella correspondiente al mismo par redox en solucién. Para una especie redox
confinada en la superficie del electrodo, la diferencia entre el Epa y Epc €s cero cuando se considera
completamente reversible (AEp=Epa- Epc=0). Mientras que, para la transferencia de un electrén
en un proceso difusivo, la AE,=60 mV [107]. Debido a que la especie redox se mantiene en un
mismo lugar (de manera ideal), la difusién de esta especie no debe tener ninguna contribucién
durante la reaccion electroquimica. Por lo tanto, para una especie inmovilizada en el electrodo,
la i, depende de forma lineal de la velocidad de barrido (i vs v) [110]. Por otro lado, para un
proceso difusivo de una especie redox en solucidn, la i, es una funcién de la raiz cuadrada de la

velocidad de barrido (i vs v1/2), como lo describe la ecuacién de Randles-Sevcik [93].
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Figura 3.13 Voltamperogramas ciclicos a varias velocidades de barrido de los péptidos (A) {1}, (B) {2} y (C) {3}, en
buffer de fosfatos (1=0.1) (a)25, (b)50, (c)100, (d)200, (e)300, (f)400y (g)500 mV s,
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Los voltamperogramas ciclicos a diferentes velocidades de barrido para los 3 péptidos
sintetizados son mostrados en la Figura 3.13. Analizando los voltamperogramas es posible
observar que los ipa y ipc aumenta conforme aumenta la velocidad de barrido y para verificar que
tipo de comportamiento que presentan los 3 péptidos, se graficaron i, vs v, ip vs v/2y log i, vs log
v para los 3 péptidos. En la Figura 3.14 se presentan las 3 graficas mencionadas anteriormente
para el péptido {3}, que posee el comportamiento mas ideal de los 3 péptidos. Comparando las
curvas y sus ajustes a la linealidad en (A) y (B), se deduce que un mejor ajuste a una linea recta se
presenta en la grafica de i, vs v, verificandose la naturaleza de una sonda redox anclada en el
electrodo. La pendiente de la rama anddica es 0.8 y la de la rama catddica es 1.1, confirmandose
gue se tiene una molécula adsorbida. Dado que dos gréficas confirman que el proceso redox en
el péptido {3} no estd limitado por la difusién de las moléculas de electrolito que forman los pares
ionicos, es otro indicio de que el péptido {3} descansa paralelamente sobre el electrodo de Au y
no forma una monocapa gruesa que dificulte el contacto entre el electrolito y la sonda redox,
reforzando la teoria mostrada en la Figura 3.9.

Los péptidos {1} y {2} presentan un mejor ajuste en una grafica i, vs v/? (graficas no
presentadas) indicando un comportamiento de tipo difusivo, aunque las pendientes de ambas
ramas en la grafica log i, vs log v son mayores a 1.0, que indica una especie adsorbida sobre el
electrodo regida por el proceso de difusidon de otra especie quimica, como el electrolito. Este
proceso redox limitado por la difusién de las moléculas de electrolito soporte constituye una
prueba de que las SAMs de los péptidos {2} y {3} dificultan el acercamiento del electrolito al estar
dispuestas en forma perpendicular a la superficie de Au, como se habia mencionado
anteriormente.

Se ha reportado en la literatura, que un incremento en los AE, con respecto a la velocidad
de barrido puede ser debido a la resistencia que se presenta dentro de la SAM [110]. Al graficar
el AEp vs v, para los 3 péptidos (Figura 3.15), se observa que no existe un incremento del AE,
conforme aumenta la v, indicando que no existe una resistencia significativa en las SAM’s de los

péptidos con aminoacidos L/D alternados conjugados con Fc.
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Figura 3.14 Variacién de ipa y ipc €n funcion de (A) v (B) v/?

Para el péptido {3}. Anddico (M) y catédico(®).

y (C) variacidn de log (ipa) y log (ipxc) en funcidn de log v.

Cabe seiialar, que una baja resistencia se le puede atribuir a la baja cantidad de moléculas
de los péptidos adsorbidos por unidad de area superficial del Au y no necesariamente estd
relacionado con una SAM altamente ordenada. Hasta aqui, solamente se tiene un andlisis
cualitativo de lo que sucede en las SAMs. Para un entendimiento mas profundo, se evaluaran los
valores de resistencia a la transferencia de carga en las monocapas, asi como otros parametros
fisicoguimicos mediante espectroscopia de impedancia electroquimica presentada en la siguiente

seccion.
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Figura 3.15 Variacion de AEp en funcidn de v para los péptidos (A) {1} (B) {2} y (C) {3}.

3.3.8 Estudio por espectroscopia de impedancia electroquimica de las SAM’s

En afios recientes, la espectroscopia de impedancia electroquimica (EIS, Electrochemical
Impedance Spectroscopy) ha tenido aplicacion en la caracterizacién de materiales, como
electrodos modificados[111], baterias[112] y fendmenos de corrosidon[113], entre otros. La EIS
esta basada en la perturbacion de un sistema en equilibrio por potencial de corriente alterna (AC,
alternanting current) de una pequefia amplitud, tipicamente entre 5 mV y 10mV (Figura 3.16),
induciendo una corriente alterna que puede ser relacionada con la impedancia del sistema
[93,94]. Entre otras ventajas, la EIS puede medir las propiedades del sistema en estado
estacionario y permite obtener en un solo experimento informacién sobre los procesos que se

desarrollan en diferentes ventanas de tiempo [114].

A
Potencial (V)
Corriente ()

iCambio = dt:

St

Vo 5

Tiempo

(t)

Figura 3.16 Sefial de perturbacion oscilatoria de potencial eléctrico que al aplicarlo al sistema en estudio
proporciona una respuesta de corriente también oscilatoria pero desfasada con respecto al tiempo [115].
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La EIS ha sido empleada para calcular parametros electroquimicos de SAM's, la mayoria
de estos estudios se han realizado para peliculas no electroactivas con diversos grupos
funcionales en la molécula modificadora y unidos a electrodos de Au por los enlaces Au-S de un
grupo tiol terminal [116 - 118]. En un electrodo modificado, una monocapa puede ser tratada
como un resistor (Rer) Yy un capacitor en paralelo (Cp), y la resistencia en la solucién es
representada por un resistor (Rs) [119]. Si el estudio de impedancia se realiza con una monocapa
no electroactiva y la especie redox esta solucidn, la impedancia de Warburg (W) a bajas
frecuencias describe la difusion del par redox hacia y desde la superficie del electrodo [119].

Aunque pocos, existen estudios mediante EIS sobre SAM’s electroactivas, un ejemplo es
el analisis de capas de ferrocenilcarboniloxi dodecanotiol en conjunto con moléculas de
dodecanotiol que funciona como diluyente en la SAM sobre el Au [120]. En el caso particular de
biomoléculas como capas modificadoras, la EIS ha sido utilizada para documentar la actividad de
transporte de una SAM conformada por nanotubos de péptidos sobre Au mediante el monitoreo
de la capacitancia de las SAMs [121].

En este trabajo, se construyé el circuito equivalente mostrado en la Figura 3.17 y fue
ajustado computacionalmente a los espectros experimentales (Figura 3.18) mediante el
simulador SIM del paquete Thales v.Z1.19 USB. Todos los parametros ajustados fueron
normalizados apropiadamente al drea electroactiva (Ac) de los electrodos de oro considerando

sus factores de rugosidad, y son reunidos en la Tabla 3.9.

I I Cads

e

ct

Figura 3.17 Circuito equivalente del electrodo de Au modificado de [122] ajustado a los espectros de EIS obtenidos
para los sistemas Au/{1}, Au/{2}y Au/{3}.
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Figura 3.18 Representacion Bode-Fase para los espectros de impedancia obtenidos para los sistemas (A) Au/{1},
(B) Au/{2} v (C) Au/{3}. Los datos experimentales corresponden a los circulos y las lineas continuas indican el
resultado del ajuste con el circuito equivalente mostrado en la Figura 3.17.
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En el circuito equivalente (Figura 3.17), Rs indica la resistencia asociada a la caida 6hmica
entre los electrodos de oro y referencia, R.: indica la resistencia a la transferencia de carga para
el par Fc/Fc* del péptido adsorbido, W indica la impedancia a la difusion semi-infinita de aniones
(H2PO4%, HPO4* o PO4*) que mantienen la electroneutralidad de los grupos ferrocinio (Fc*)
electrogenerados. Finalmente, las capacitancias de doble capa (Ca) y de adsorcion (Cags) indican
respectivamente la acumulacién interfacial de aniones en la capa de difusidn adyacente a la cima
[122] o en laregién donde la formaciéon de pares idnicos (PI) del tipo anién-Fc* es viable [123,124].
Con los parametros obtenidos del ajuste del circuito equivalente, la constante de
electrotransferencia (k°) se calculd con la ecuacién 3.12, donde T es la temperatura absoluta, R
es la constante de los gases, F es la constante de Faraday y Ae es el area real electroactiva

[125,126].:

k° = i Ec. 3.12
"~ F2A,TR,,

Como ejemplo de célculo, para el péptido {1} se determind su constante de electrotransferencia:

2(8.314_1-)(298.15K)

© (96485.3.5)(0.415cm?) (1.84 x 10-10m90) (188, 9 x 1032,

(/]

k° =0.0369s1

Es necesario remarcar que para los péptidos {1}, {2} y {3} se utilizaron los electrodos 2, 7 y
1, respectivamente, cuyas areas reales electroactivas fueron reportadas en la Tabla 3.1. Los
valores de recubrimiento y de resistencia a la transferencia de carga para los 3 péptidos son los
enlistados en la Tabla 3.4. Asimismo, las k° calculadas se resumen en la misma Tabla 3.4.

Tabla 3.9 Parametros electroquimicos obtenidos del ajuste del circuito mostrado en la Figura 3.16 a los espectros
de impedancia mostrados en la Figura 3.17

Sistema R (QQ-cm?) Ca (UF/cm?) R (kQ-cm?) W (kQ/s/?)

Au/{1} 1783+11.4 5.50+0.15 188.9+25.1 5146+759 1.63+0.06 0.04
Au/{2} 211.3+11.3 3.37+0.22 17.6 3.7 226.2+39.7 1.65+0.08 0.29
Au/{3} 219.4+10.0 3.02+0.16 13.8+2.5 149.4+250 1.36+0.05 0.67
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Una inspeccidn de la Tabla 3.4 demuestra, por un lado que los valores estimados para las
constantes de transferencia electrdnica (k°) y para Cy siguen la tendencia que se esperaba, con la
transferencia electrénica mas rapida en el péptido de cadena hidrofilica (Au/{3}) y la transferencia
electronica mas lenta en el péptido anfifilico (Au/{1}).

Uno de los factores de los que depende el valor de capacitancia es el tipo de dieléctrico que
se introduce entre las dos superficies del capacitor, que cuanto mayor sea el valor de la constante
dieléctrica del material, mayor serd la capacitancia. Al relacionar lo anteriormente mencionado
con las peliculas peptidicas sobre el electrodo y la doble capa que se establece en esta interfase,
es posible notar que conforme aumenta el valor de capacitancia de un sistema, se dificultara la
transferencia de carga. La transferencia electrdnica de los grupos Fc en los sistemas estudiados
parecen depender de las propiedades dieléctricas de las regiones peptidicas que separaran (i) al

sustrato de los grupos Fc electroactivos (reflejada en términos de Cy) en cada uno de los péptidos.

Campo eléctrico, E.._‘.

Material Dieléctrico Material Dieléctrico
+ —
Placa del O Placa del
condensador condensador + @ @ —
OQ) e < |-
+ —
S P P

O O Placa del+ @ @ Placa del
condensador+ == condensador
Distancia entre placas Distancia entre placas
(A) Moléculas polares en un dieléctrico (B) Moléculas polares en un dieléctrico
en ausencia de un campo eléctrico en presencia de un campo eléctrico

Figura 3.19 Comportamiento de un dieléctrico en ausencia y presencia de un campo eléctrico [127].
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Recordando que Cugs es un reflejo de los aniones que electroneutralizan a los grupos Fc
electrogenerados [128] y observando que el valor de Cuus para el sistema Au/{1} no muestra una

diferencia significativa con respecto ala pareja de valores para los sistemas Au/{2} y Au/{3}, se

puede concluir que la presencia de la cadena de péptidos adicional en el péptido {1} no representa
una barrera cinética que retrase en el sistema Au/{1} la interaccidn entre aniones vy sitios Fc*
electrogenerados. En consecuencia, este resultado confirma que la capacidad de transferencia
electréonica en los sistemas estudiados depende predominantemente de las propiedades
dieléctricas en las regiones peptidicas que separan al sustrato de los grupos Fc electroactivos en

los péptidos confinados.

3.3.9 Estabilidad de la SAM’s

Un aspecto que no se debe de ignorar cuando se pretende utilizar SAMs para el desarrollo
de biosensores es conocer si la estructura formada permanece igual en el tiempo y/o si una
modificacion razonablemente pequeia de las condiciones iniciales no altera significativamente la
distribucién original de la SAM.

Con el objetivo de conocer la estabilidad de la SAM del péptido {1}, se realizaron 50 barridos
de potencial en una ventana entre 0.1y 0.8 V vs Ag/AgCl, 3M NaCl. En la

Figura 3.20 se observa que, tanto el pico anddico, como el pico catddico correspondientes a
la oxidacién y reduccién del centro redox enlazado a la SAM disminuyen sus valores de densidad
de corriente conforme aumenta el nimero de ciclos. La disminucién de la densidad de corriente
es un indicativo de la modificacion de la SAM original, ya sea por la desorganizacion o por la
degradacidn de la capa modificadora. Un desarreglo en la SAM significaria que el nimero de
ferrocenos activos disminuye cuando las moléculas que forman la SAM bloquean a los centros
redox volviéndolos inactivos. Mientras que, la degradacién de la capa traeria como consecuencia
la pérdida de material modificador sobre el sustrato reduciendo el nimero neto de ferrocenos en
la capa.

Para verificar cual es la causa de la alteracion de la sefial voltamperométrica de la
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Figura 3.20, se obtuvieron los recubrimientos superficiales molares de los electrodos
modificados después de 5 y 50 ciclos de barrido de potencial en una solucién amortiguadora de

fosfatos.
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Figura 3.20 Voltamperograma ciclico de 50 barridos de potencial para la SAM del péptido {1}. CV en buffer de
fosfatos (1=0.1) y v=100 mV s. La direccidn de las flechas indica el aumento consecutivo de los barridos de
potencial.

La Figura 3.21 muestra los voltamperogramas ciclicos para la reduccion electroquimica de los
enlaces Au-S de la SAM, después de 5 ciclos de barrido existen sobre la superficie modificada 1.75
x1071% mol cm y una vez que la SAM ha sufrido 50 ciclos de barrido el recubrimiento disminuye
hasta 1.04 x101° mol cm™. La disminucidn en el nimero de enlaces Au-S con respecto al nimero

de barridos indica claramente la desorcidn de los péptidos, que representa una pérdida del 41%
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de los péptidos enlazados originalmente al Au. En la Figura 3.21 incisos (D), (E) y (F), aparecen

esquemas representativos de la degradacion de la SAM.
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Figura 3.21 Voltamperograma de la desorcidn electroquimica en (A) el electrodo de Au sin modificacién, (B)
Electrodo de Au modificado con el péptido y después de 5 barridos de potencial y (C) Electrodo de Au modificado
con el péptido y después de 50 barridos de potencial. Representacion de los ['peptido de la SAM sobre el electrodo de
Au (D) sin modificacién, (E) con SAM de péptido después de 5 barridos de potencial y (F) con SAM de péptido

después de 50 barridos de potencial
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3.3.10 Variacion en la concentracion de péptido de la solucion modificadora.

En los estudios realizados hasta el momento, la concentracion de la solucion modificadora
es de ImM. Con el objetivo de conocer la minima concentracion en la que se forma el maximo
recubrimiento de péptidos adsorbidos a la superficie del Au, se prepararon soluciones
modificadoras con concentraciones del péptido {1} que van desde 1 uM hasta 1000 uM (1mM), y
se evaluaron, tanto su comportamiento voltamperométrico en solucién tampon de fosfatos, asi
como el recubrimiento sobre el Au, con el procedimiento de desorcién del tiol en medio alcalino
gue se ha manejado hasta ahora. La variacién de los valores de recubrimiento de los enlaces
Au-S con respecto al cambio de concentracion del péptido {1} en la solucion modificadora son

concentrados en la Figura 3.22.
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Figura 3.22 Isoterma de adsorcién del péptido {1} a partir de soluciones en metanol.

Al analizar la Figura 3.21 es notorio que en concentraciones menores a 10 uM los

recubrimientos son practicamente los mismos y del orden de 0.2 x 102% mol cm™, atribuido a que
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las bajas concentraciones de péptido no favorecen las interacciones necesarias entre las
moléculas del péptido y los sitios activos del Au para que se formen los enlaces Au-S de la
monocapa autoensamblada. A partir de 10uM, los recubrimientos elevan su valor gradualmente
hasta 50 uM, entonces se presenta un aumento dramdtico de los recubrimientos entre 60 uM y
200 uM, es en esta region donde se exhibe el comportamiento esperado, donde a mayor
concentracion del péptido mayor sera el recubrimiento sobre el Au.

En el intervalo de concentraciones entre 200 uM y 500 uM, los recubrimientos se
mantienen estables alrededor de 3 x 1071° mol cm™, probablemente debido a la formacién de una
monocapa casi completa, es decir, existe la saturacién de los sitios activos del Au con el péptido
modificador. Finalmente, en los ultimos valores se presenta un descenso en los recubrimientos,
este es un comportamiento inesperado, pero que puede deberse a que, en altas concentraciones
del péptido en solucidn, primero se forman estructuras con varios péptidos entre si, antes de
depositarse sobre el Au. En el caso de que se formen nanoestructuras de mas de 1 péptido, por
cada péptido en la estructura se deben considerar un par de dtomos de S, que deben encontrar
el lugar disponible para anclarse sobre el Au. Por dar un ejemplo, para una molécula de péptido
{1}, la probabilidad de que 2 4&tomos de Azufre encuentren 2 &tomos de Au vacantes para formar
los enlaces es mayor a una estructura con 2 moléculas del péptido {1} que necesita 4 dtomos
adyacentes de Au libres para la adsorcion. Es obvio que conforme aumenta el numero de
péptidos en una nanoestructura antes del anclaje al Au, menor serdn las posibilidades de que
encuentre un espacio disponible para la adsorcién, una situacidn similar fue reportada por Kondo
y col. para la adsorcion de ferrocenilalcano tioles y ferrocenilalcano ditioles sobre Au y sobre

laminas de 6xido de titanio y estafio (ITO, Indium-Tin Oxide) [129].

3.3.11 Diferentes medios de formacidon de SAM’s

El trabajo realizado precedentemente consistio en la inmovilizacion de los péptidos sobre
Au, en un medio polar y prético, el metanol (MeOH). Dentro de los trabajos mas recientes del
grupo de Dablemont, Esaulov y col. [130,131] se ha demostrado que las peliculas de monocapas
autoesambladas (SAM's) de ditioles dependen fuertemente de los procedimientos de

preparacion y de la naturaleza del solvente empleado. Durante la formacién de la SAM suceden
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interacciones complejas y dindmicas entre el disolvente, la superficie y los adsorbatos, que
promueven diferentes conformaciones de la SAM dependiendo del disolvente utilizado.

La caracterizacién electroquimica de las monocapas autoensambladas indica que el
péptido que contiene 2 cisteinas en los extremos C- terminal y N-terminal, se inmovilizé por un
solo residuo de cisteina y no como un semicirculo (con ambas cisteinas unidas al sustrato), que
era el objetivo primordial del proyecto. Dado que dicho péptido es un ditiol y se tiene la necesidad
de mejorar la estructura de la monocapa, es interesante estudiar la influencia de diferentes
disolventes en formacién de la SAM. Para este efecto, se eligieron solventes con un cierto
caracter polar como piridina y acetonitrilo (ACN), que poseen indices de polaridad de 5.3y 6.2
[132] respectivamente, y que pueden ser considerados cercanos al indice de polaridad del
metanol, con valor de 6.6 [132], pero que no son solventes proticos, lo que podria favorecer que
no se formen puentes de hidrégeno entre el solvente y el péptido, a su vez, conduciendo al
péptido a anclarse de manera mds ordenada sobre la superficie del Au. El péptido {1} al ser un
compuesto anfifilico presentd bajas solubilidades en piridina y acetonitrilo puro 35 pug mL'y
100 ug mLlrespectivamente. Por tal motivo, se propuso utilizar una mezcla ACN 50%-H,0 50%v
como disolvente para mejorar la solubilidad. La mezcla de solventes y el metanol al poseer
caracteristicas hidrofilicas e hidrofdbicas presentaron alto grado de solubilizacién hacia el péptido
{1}, lograndose disoluciones de hasta 1Img mL™* que fue el limite superior explorado para ambos
solventes.

En la Figura 3.23, se exponen las voltamperometrias ciclicas realizadas para las SAM's del
péptido {1} en buffer de fosfatos (I=0.1M), construidas a partir de diferentes solventes y bajo una
concentracion de péptido de 100 ug mL?, a excepcion de la piridina cuyo grado maximo de
solubilizacién respecto al péptido {1} fue de 35 ug mL?. Se eligié una concentracién de 100 ug
mL? dado que fue la solubilidad maxima alcanzada en acetonitrilo y poder hacer comparaciones
mas justas entre solventes al momento de sus voltamperometrias. No se eligié 35 ug mL? porque,
como se observd en la seccidn pasada, se tiene el antecedente de que el recubrimiento del

péptido en el Au cercana a esta concentracion fue baja.

Las sefales voltamperométricas de la Figura 3.23, corresponden a la oxidacién y la

reduccion del ferroceno en la SAM del péptido {1} sobre Au en buffer de fosfatos como medio
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electrolitico. Comparando los voltamperogramas obtenidos a una velocidad de barrido de 50
mVs?, se distingue que la corriente capacitiva de la SAM que se desarrollé en metanol (2.38 pAcm-
2) es menor a la correspondiente corriente de la monocapas autoensambladas en acetonitrilo
(4.76 pA cm™) y en la mezcla ACN 50%v-H,0 50%v (4.29 uA cm2), y finalmente, la piridina como
solvente de modificacidn del electrodo permite la formacién de una SAM que presenta la mayor

corriente capacitiva (15.71 uA cm).
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Figura 3.23 Voltamperogramas ciclicos del péptido {1} en buffer de fosfatos (1=0.1) cuando las SAM's fueron
ensambladas en (A) metanol + 100 ug mL™ de péptido {1} (B) Piridina + 35 pg mL de péptido {1}, (C)acetonitrilo+
100 ug mL'de péptido, y (D) ACN 50%v-H,0 50%v + 100 pug mL1de péptido. v=50mV s2.

Es conocido que los valores de capacitancia varian inversamente con respecto al grosor de

las SAM’s [133,134], asi se puede deducir que la SAM formada en la piridina seria una capa
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delgada o el sustrato de Au esta carente de moléculas del péptido {1} adsorbidas, indicativo de
gue este solvente no favorece la construcciéon de la monocapa en piridina. Al contrario, la
monocapa formada en metanol presenta la corriente capacitiva mas pequefia, indicando una
monocapa con un grosor mayor, mientras que a la SAM’s desarrollada en los medios que
contienen acetonitrilo, les corresponderia valores intermedios en cuanto al espesor. Al aumentar
el indice de polaridad de un disolvente parece reducir algunos tipos de defectos encontrados en
SAM'’s (ordenamientos conformacionales, regiones con ausencia de adsorbato, etc.) y promueven
monocapas mejor empaquetadas [134,135]. Esto encuentra explicacidon en una baja solubilidad
de los compuestos tiolados en tales disolventes y los bajos calores de adsorcion de estos
disolventes, que actian probablemente segregando los tioles en la superficie del metal y

dirigiendo eficazmente el proceso de ensamblaje en el que participan.

A pesar de que se espera una monocapa mas densamente empacada cuando se forma en
MeOH que cuando se forma en un medio que contiene ACN, las sefiales voltamperométricas del
ferroceno son mas claras para la monocapa construida en ACN que en aquella edificada en
metanol. En consecuencia, el acetonitrilo es un buen candidato como solvente de modificacidn
del electrodo a estudiar. Si bien el comportamiento de la monocapa desarrollada en ACN esta
mejor definido que el comportamiento que presenta la monocapa construida en la mezcla ACN
50%v-H,O0 50%v, este udltimo solvente nos permite soluciones de modificacién con
concentraciones mas altas, y resulta mas interesante estudiar la formacion de monocapas en la

la mezcla ACN 50%v-H,0 50%v, como se evaluard en el siguiente capitulo.

3.4 CONCLUSIONES PRELIMINARES

Se modificaron electrodos de Au con cada uno de los 3 péptidos conjugados con ferroceno
para formar monocapas autoensambladas y se determinaron los recubrimientos molares
superficiales de estas monocapas. Los recubrimientos molares superficiales son mayores para los
péptidos {1} y {2}, con valores de 1.844 x 101y 1.910 x 10° mol cm?, respectivamente, y el Los
recubrimiento molar superficial es mas bajo para el péptido {3} con 1.076 x 10'1° mol cm™2. Los

recubrimientos indicaron que el péptido {3} se adhiere al electrodo de forma paralela al electrodo
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de Au, mientras que los péptidos {1} y {2} contaron con un acomodo espacial perpendicular
respecto a la superficie del electrodo.

Las SAM’s de los 3 péptidos conjugados con ferroceno presentaron sefales
voltamperométricas atribuidas al par redox ferroceno(Fc)/ferricinio (Fc*) alrededor de 0.455 V vs
Ag/AgCl, NaCl 3M. Basandose en el valor de AE,, el orden decreciente de reversibilidad es
péptido {3} > péptido {1} > péptido {2}. Ademads, se observd que al péptido {3} se le facilita la
transferencia electrénica al tener un Ef menor que los dos péptidos anteriores, lo cual se puede
atribuir al acomodo espacial del péptido {3}, que permite una distancia menor entre el centro
redox del péptido del electrodo, aumentando asi la velocidad en la transferencia de electrones.

En el estudio a diferentes velocidades de barrido de las SAM’s de los 3 péptidos conjugados
con ferroceno se observd que a pesar de que los péptidos no tienen un comportamiento
totalmente reversible para una especie adherida al electrodo, al graficarse log i, vs log v, los 3
péptidos presentan, pendientes mayores a 1 confirmandose que las especies aln se comportan
como especies electroactivas confinadas sobre la superficie del electrodo.

Se estudiaron las SAM’s de los 3 péptidos mediante espectroscopia de impedancia
electroquimica, donde se construydé un circuito equivalente que se ajusté los espectros
experimentales. En el circuito equivalente se incluyeron los pardmetros especificos para las SAMS
de los péptidos, como laimpedancia W (que fue asociada a la difusidon semi-infinita de los aniones
gue mantienen la electroneutralidad con los grupos Fc*) y la capacitancia de adsorcidén que indica
la acumulacidon de carga por la formacién de los pares idnicos entre los aniones del medio
electrolitico y el Fc+ de la SAM. Con los parametros obtenidos del ajuste del circuito equivalente
se calculd la constante de electrotransferencia (k°) para cada SAM de los 3 péptidos estudiados y
se encontré que la k° del péptido {3} es la de mayor magnitud, lo que concuerda con el
comportamiento voltamperométrico antes observado, es decir, el péptido {3} cuenta con el
proceso mas rapido en la transferencia de electrones entre el ferroceno y la superficie de Au.

Se comprobd la estabilidad de la SAM del péptido {1} cuando se somete abarridos continuos
en voltamperometria ciclica, observandose la disminucidn de las sefiales voltamperométricas del
centro redox que fue atribuido a la pérdida del 41% de los péptidos enlazados originalmente al

Au.
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Se determinaron los recubrimientos molares parciales para las SAM’s del péptido {1}
formadas a partir de soluciones con concentraciones ente 1 My 1000 uM, donde se encontré
que los mayores recubrimientos estan en el intervalo de concentraciones entre 200 uM y 500 uM
atribuido a la formacién de una monocapa casi completa.

Se analiz6 el comportamiento voltamperométrico para las SAM’s del péptido {1} formadas
a partir de soluciones de diferentes solventes cuando la concentracién se mantuvo en 100 mM.
En este estudio se determind que el mejor comportamiento voltamperométrico lo presenta la
SAM realizada a partir de acetonitrilo, sin embargo, la solubilidad del péptido {1} en acetonitrilo
es relativamente baja. Por otro lado, la SAM del péptido {1} formada en la mezcla CH3CN:H,0
50%v:50%v presentd un comportamiento voltamperométrico similar a la SAM formada en
acetonitrilo puro, pero con una solubilidad por lo menos diez veces mayor, que vuelve mas

interesante el estudio a profundidad de este medio de modificacién.
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Capitulo 4

ESTUDIO CINETICO DE AUTOENSAMBLE
DEL PEPTIDO DITIOLADO

4.1 INTRODUCCION

En el disefio de capas autoensambladas para electrodos modificados, tanto los factores
energéticos en el equilibrio de la pelicula, asi como la velocidad y el mecanismo con los que se
autoensamblan las estructuras supramoleculares son de vital importancia para lograr ensambles
ordenados.

Dentro del mecanismo que presenta cada arreglo molecular se pueden encontrar varias
etapas de adsorcidn, un ejemplo de ello son las etapas del autoensamble para monocapas de
alcanotioles presenta un paso inicial que implica la fisisorcion de las moléculas, seguida por la
guimisorcion con las moléculas en configuracion paralela a la superficie del sustrato formando
secciones ordenadas. Al agregar mas moléculas ocurre una transiciéon de una estructura paralela
a vertical y finalmente se lleva a cabo una correccién de defectos que conduce a una fase mas
densa y en posicion vertical. La configuracion vertical maximiza el numero de interacciones
laterales volviendo mas estable a la monocapa [136].

Es posible obtener recubrimientos densos rapidamente (milisegundos a segundos) a partir
de soluciones de concentracidn milimolar. Sin embargo, la maximizacidon de la densidad de
moléculas y la disminucion en el nimero de defectos son procesos que involucran una lenta

reorganizacion y requieren horas para llevar a cabo este proceso [137].
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El desarrollo de adsorcidn y reorganizacién en las peliculas de organotioles ha sido
investigado por varias técnicas que incluyen la microscopia de fuerza atdmica (AFM, Atomic Force
Microscopy) [138,139], la microscopia electrénica de barrido (SEM, Scanning Electron
Microscopy) [140,141], la miscroscopia de efecto tunel (STM, )[142,143] vy las técnicas
electroquimicas [144-147], también se han utilizado la espectroscopia de infrarrojo [148,149] y la
espectroscopia Raman [150,151], asi como por la técnica de microbalanza de cristal de cuarzo
(QCM, quartz cristal microbalance)[152,153].

De los péptidos sintetizados anteriormente (reportados en el capitulo 2), el péptido {1} es
el mas interesante por los dos grupos tiol en las terminales del péptido disponibles para enlazarse
al Au mediante un enlace covalente. Hasta ahora, se realizaron estudios mediante
voltamperometria ciclica y por espectroscopia de impedancia electroquimica, que permite hacer
una imagen mental de las caracteristicas de la monocapa autoensamblada, pero que no nos da
indicios de cdmo se forma la capa. El proceso de autoensamble del péptido es un fendmeno
importante, puesto que permitiria elucidar las condiciones experimentales adecuadas para la
lograr una modificacion de electrodo adecuada para el desarrollo de biosensores. En este
capitulo se aborda el estudio del autoensamble del péptido {1} a partir del solvente que consiste
en la mezcla de acetonitrilo-agua, puesto que en el capitulo 3 se menciond que es el solvente que
permite una buena solubilizacion del péptido {1} y posee un mejor comportamiento
electroquimico si se le compara con las capas modificadores formadas a partir de metanol y de
piridina. Basandose en los estudios ya reportados para las SAM’s de alcanotioles, en este capitulo
se utilizan las técnicas de SEM, AFM, QCM y espectroscopia Raman para el analisis del proceso de

autoensamble.

4.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.2.1 Condiciones Experimentales para SEM

Las micrografias SEM se obtuvieron de un microscopio de barrido electrénico S440 LEICA
con un filamento de tungsteno. La unidad esta controlada por un microordenador DX 486. El
microscopio cuenta con un detector de electrones secundarios y retrodispersados en cuatro

sectores.
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El manejo de la muestra se hizo con pinzas y guantes para evitar la contaminacién por
residuos organicos (grasos) de la piel. Antes de realizar la toma micrografica por SEM se asegurd
gue la muestra estuviera libre de polvo y completamente seca. El voltaje de aceleracion de
electrones fue de 15 keV. Las micrografias fueron tomadas bajo el acercamiento de 100,000 y
250,000 aumentos. Para el ensamble del péptido {1} sobre Au, se utilizé un sustrato de Au
nanoestructurado con un espesor de 100 nm de grueso depositado sobre 1 cm? de una hoja de
mica monocristalina (hoja de aluminosilicato monocristalino). La superficie de Au fue limpiada
con una gota de 50 uL de la mezcla de H202 30%:H,S04 95% 1:1 (v/v) durante 10 minutos. En
seguida se colocé una gota de 100 ulL con concentracién de 200 pug mL* del péptido diluido en la
solucién de CH3CN:H,0 sobre el sustrato de Au a diferentes tiempos, las imagenes en SEM fueron

registradas y son presentadas en la seccion 4.3.1.

4.2.2 Condiciones Experimentales para QCM

Para los experimentos de QCM se utilizaron resonadores de cuarzo de 14 mm de didmetro
con una frecuencia nominal de 9MHz. Sobre ambos lados de cuarzo se depositaron 2504 de una
capa de cromo seguido de una capa de 2000 A de Au, depositados mediante la técnica de
evaporacion de metales, el drea ocupada por el Au depositado es un circulo con didmetro de 0.5
cm. El resonador fue conectado a un adaptador BNC mediante una conexién con pintura de plata
a los hilos metalicos del adaptador. Se utilizé un oscilador para llevar el cristal de cuarzo a 27
MHz, que corresponde al tercer sobretono del cristal. La temperatura de todos los componentes
del oscilador electrénico fue controlada a 32 + 0.1 °C para mejorar la estabilidad de las
mediciones. Los experimentos de QCM se realizaron en una celda, en la cual el cristal de cuarzo
se colocd entre dos empaques de goma insertados en una celda de polimetilmetacrilato
(plexiglass®). La superficie de oro del cristal de cuarzo utilizado en los experimentos se limpid con
una gota de 15 pL de una mezcla de H2S04/H,03, 50%-50% v/v durante 30 min y enjuagada con
agua doblemente destilada. El volumen de la celda es de 50 uL, que se mantiene bajo un flujo

constante de 50 pL/min de las soluciones de interés mediante una bomba peristaltica (Figura 4.1).
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Figura 4.1 Esquema del sistema de medicién de QCM.

4.2.3 Condiciones Experimentales para AFM

Las micrografias de AFM fueron realizadas en un ambiente con aire utilizando un
instrumento de escaneo molecular en el modo resonante acustico. Un controlador PicoScan 2100
fue conectado a una computadora para dirigir el escaneo y recolectar los datos generados por el
impacto del laser sobre el fotodetector. Con este objetivo, la viga voladiza (cantiléver) rectangular
recubierta con una punta cénica fue utilizada en el estudio de AFM. La frecuencia de resonancia

fue de 280-365Hz, con una constante de estiramiento de 25-50 N m™.

La adsorcion del péptido sobre una superficie de aluminosilicato de potasio (mica de
moscovita) fue investigada. Esta superficie fue elegida debido a que es perfectamente planay es
un sustrato adecuado para el estudio de la formacién de nanoestructuras aisladas. Una solucién
fresca de péptido de 200ug mL* en CH3CN:H20 50%v/50%v fue preparada y una gota de 50uL de
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esta solucidén fue entonces depositada sobre una mica sin utilizar anteriormente y con superficie
de 1cm?. La solucidn fue removida después de 10 minutos, limpiada delicadamente con 2mL de
la mezcla de CH3CN:H,O v:v (1:1) y secada con CO; (Figura 4.2). Todas las imagenes de AFM

sufrieron un proceso de correccién del plano y son mostradas en la seccion 4.3.3.

Solucion de .
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Fotodetector
aTe
Laser F 3
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X de\ P‘F 3
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Xyz
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Figura 4.2 Pasos de la preparacion de la muestra para la AFM.

4.2.4 Condiciones Experimentales para Espectroscopia Raman.

El equipo de espectroscopia Raman consistid de un microscopio Olympus BX40 acoplado con un
espectrégrafo con distancia focal de 300 mm de HORIBA JobinYvon LABRAM con una red holografica de
1800 érdenes/mm y un detector CDD (Charge-coupled device) enfriado con aire Peltier con una resolucién
de 1024 x 256 pixeles. Los espectros fueron obtenidos con una radiacidon de 632.817 nm proveniente de
un laser interno He-Ne de 10mW. Un objetivo 50.LWD permitié registrar los espectros Raman con una
distancia de trabajo de 8mm. El orificio confocal fue fijado en 200 um. Los espectros fueron registrados

de 25023100 cm™.
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4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1 Estudio cinético de quimisorcion del péptido {1} mediante SEM

En la microscopia SEM se crea una imagen ampliada de la superficie de un objeto y su
objetivo es visualizar detalles morfolégicos de un material determinado a escalas micro vy
nanométricas. Su funcionamiento se basa en recorrer la muestra con un haz concentrado de
electrones, que pueden dispersarse en la muestra o provocar la aparicién de electrones
secundarios. Dentro de las sefiales colectadas se encuentran las de electrones secundarios,
electrones retrodispersados, fotones de rayos X, electrones Auger y fotones en la regién visible.
[154].

La formacion de la SAM del péptido {1} fue inicialmente investigada mediante microscopia
SEM sobre la superficie de Au nanoestructurada y depositada sobre mica de 1 cm? de drea que
fue limpiada mediante el procedimiento descrito en la seccién 4.2.1. Para este estudio se colocd
una gota de 100 uL con concentracion de 200 ug mL? del péptido diluido en la solucién de
CH3CN:H,0 1:1 (v/v) sobre el sustrato de Au a diferentes tiempos, desde 1 hasta 80 minutos de
depdsito, y las imagenes en SEM fueron registradas con 100, 000 (Figura 4.3) y 250, 000
aumentos (Figura 4.4).

En la micrografia de 100,000 aumentos para la superficie de Au sin modificar (Figura 4.3
(A)), se observan las islas de Au sobre la mica, mientras que para la superficie de Au modificada
con el péptido {1} con 5 y 80 minutos de adsorcién, (Figura 4.3 (B) y (C)) ya se ha formado una
capa del péptido {1}. Con la finalidad de notar si las caracteristicas de la pelicula del péptido
cambian se obtuvieron micrografias con 250,00 aumentos. En las tomas micrograficas de mayor
resolucion se observo que para los tiempos de adsorcion de 1y 2 min (Figura 4.4 (B) y (C)), los
defectos del Au sobre las islas del metal (Figura 4.4 (A)) se suavizaron debido al depdsito de una
fina capa de péptido por debajo de 1nm que corresponde a la resolucién del equipo de SEM.
Para un tiempo de adsorcion de 5 min (Figura 4.4 (D)), se observé un depdsito de péptido de
grosor de 8.1+0.1nm sobre los bordes de las islas de Au. Es interesante notar que las islas de Au
se unieron mediante las capas del péptido en algunos puntos, lo que sugiere que el depésito no
es homogéneo sobre la superficie del Au, sino que se forman multicapas en estos sitios

especificos.
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Figura 4.3 Micrografias SEM con 100,000 aumentos de (A) superficie de Au después del proceso de limpieza, superficie de Au
con una gota de 100 pL de una solucién 200 pg/mL del péptido {1} en CH3CN:H,0 50%/50% v:v y tiempo de modificacién de
electrodo con (B) 5min y (C) 80 min.
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Figura 4.4 Micrografias SEM con 250,000 aumentos de (A) superficie de Au después del proceso de limpieza,
superficie de Au 100 pL de una solucién 200 pug/mL del péptido {1} en CH3CN:H20 (v:v) (1:1) y tiempo de
modificacidn de electrodo con (B) 1min, (C) 2 min, (D) 5min, (E) 20 min y (F) 80 min.
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El grosor de 8.1 nm de la capa peptidica se sigue manteniendo de manera generalizada en
las micrografias con tiempos de adsorcion de 20 y 80 minutos, con la particularidad de que el
nimero de puntos donde se unen dos islas de Au aumenta. El crecimiento no homogéneo de la
membrana del péptido {1} continua conforme pasa el tiempo de modificacidn, en algunos puntos
la membrana crece hasta 42+0.1 nm. Este estudio nos indica que existe un tiempo limite para
gue se obtenga una monocapa, y que a tiempos de modificacion mayores tenemos la formacién

de multicapas, aumentando el desorden de dicha capa.

4.3.2 Cinética de quimisorcidon del péptido {1} mediante QCM

La microbalanza de cristal de cuarzo es una técnica til en la caracterizacion de monocapas
autoensambladas sobre un sustrato, que se basa en la medicidn de la masa a través de los
cambios de frecuencia de un cristal de cuarzo piezoeléctrico al ser perturbado por la adicién de
una masa pequeiia [155]. En QCM se puede considerar una relacion lineal entre los cambios de

frecuencia y masa, que es derivada de la ecuacién establecida por Sauerbrey [156],

Am =-a Af Ec.4.1

Donde Am es el cambio de masa, g es la sensibilidad a la masa y Af es el cambio de
frecuencia. Asi, la cinética de adsorcidn de la pelicula del péptido puede ser investigado utilizando
QCM.

Con el propdsito de verificar que el sistema de QCM estuviera funcionando correctamente,
se obtuvo el cambio de frecuencia relativa (4f) con respecto al tiempo de la transicion del solvente
del sistema a partir de H,0 hacia la mezcla CH3CN/H,0 50%v/50%v (Figura 4.5). Después de 470
s, se llevd a cabo el cambio de solucion, observandose un descenso en la frecuencia del cuarzo
asignado al cambio de densidad entre los dos solventes, el aumento en la masa sobre el cuarzo
piezoeléctrico conlleva a la disminucién de la frecuencia que experimenta. Cuando se tiene un
tiempo de 1070 segundos se alcanza a estabilizar la frecuencia y se presenta un cambio de

frecuencia de-174Hz.
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Figura 4.5 Cambio de frecuencia relativa con respecto al tiempo para la
transicién de H,0 hacia la mezcla CH3CN/H,0 50%-50% v/v.
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Figura 4.6 Cambio de frecuencia relativa con respecto al tiempo para la adsorcion del
péptido {1} (10 pug/mL) sobre una superficie de Au.
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La primera concentracién de péptido en la solucién de modificacidn del electrodo que se
explord fue 10 pg/mL, con la intencidon de comprobar que el cambio de masa debido al péptido
no sea tan grande como para saturar la seial de salida del dispositivo de la QCM. La Figura 4.6
presenta el cambio de frecuencia en la técnica de QCM para la sustitucién de la solucién blanco
(CH3CN/H,0 50%-50% v/v) hacia la soluciéon que contiene el péptido, comenzando en 290 s.
Posteriormente al seguimiento del cambio de frecuencia de QCM en la solucién peptidica durante
2930s, se percibid sélo un ligero cambio de -23 Hz, correspondientes a 0.032 x 1072 mol cm™2. Al
distinguir que el cambio de frecuencia es pequefio, es obvio que la concentracion de 10 pg/mL no
satura la sefal de la QCM, asi que se continud con el estudio para una concentracion de 200
ug/mL, que, en el capitulo anterior, se revelé como la concentracién con mayor recubrimiento de

péptido {1} cuando el medio modificador era metanol.
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Figura 4.7 Cambio de frecuencia relativa con respecto al tiempo para la adsorcion del péptido {1} (200ug/mL)sobre una
superficie de Au
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En la Figura 4.7 se muestra el cambio de frecuencia de QCM durante la recirculaciéon de una
solucién en ausencia y en presencia del péptido modificador (con una concentracidon 200 ug/mL
de péptido). Durante los primeros 580 s se registré el Af de la mezcla CH3CN/H,0 50%-50% v/v,
y se tomé esta sefial como linea base. A partir de 580 s se presenté una disminucién de la
frecuencia con respecto al tiempo durante la circulacién de la solucién del péptido {1} en
CH3CN/H20 50%-50% v/v, hasta que el valor del Af tendid a cero. Esto indica que ya no existio un
aumento de masa apreciable, alrededor de 4150 s. El Af igual a -389 Hz fue atribuido a la
adsorciéon quimica del péptido {1} con la formacién de enlaces Au-S de los residuos de cisteinas
del péptido a la superficie de Au del cuarzo. Cabe seiialar que las moléculas de péptido
modificador que se adsorbieron fisicamente y que no formaron un enlace Au-S estable fueron
desorbidos con un cambio de solucion, después de t=4150s. Este fendmeno se corrobord con el
aumento de la frecuencia, que a su vez esta relacionado con la disminucién de masa sobre el
cuarzo.

Mediante las micrografias de SEM fue posible observar a los 5 minutos de depdsito la
formacién de una capa de grosor de 8.1 + 0.2nm, y fue interesante relacionarlo con la masa
obtenida mediante la QCM. Asi, se retomo la Ecuacion 1, se consideré que la QCM que se utilizé
posee una sensibilidad de 350 pg Hz! y que el cambio de frecuencia atribuido al autoensamble
del péptido a los 5 minutos de depdsito fue de 159 Hz, se pudo calcular un depdsito de 55.65 ng,

como se muestra a continuacion:

Am = —a- Af = —(35022) (159 Hz) = 55.650 pg

55,650pg-1010% = 55.65ng

Complementariamente, la densidad relativa de la capa del péptido fue estimada utilizando
la ecuacion 2, donde m es la masa de la pelicula obtenida a partir del experimento de QCM (55.6.
ng), h es el grosor de la pelicula estimada por SEM (8.1nm), A es el drea geométrica del cuarzo de

Au (0.196 cm?, cuando el D=0.5cm) y pr.0 es la densidad del agua (1 g cm3).
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h A pu,o
55.65 X 107ng

8= BIx107em)(19 (L) = 0.35053

Es importante mencionar que el valor del grosor medido mediante SEM podria no ser igual
al valor esperado mediante las condiciones de QCM, ya que los experimentos de SEM fueron
realizados en vacio, mientras que el experimento de QCM es llevado a cabo en medio acuoso.
Asi, la densidad determinada por la ecuacion 4.2, deberia ser mayor a la densidad esperada en
solucidn, dado que el grosor seria mas grande debido a la solvatacidn. La densidad calculada de
0.35 es aproximadamente el 20% de la densidad del péptido cristalizado (d=1.5), indicando que
la pelicula del péptido que se ensambla sobre el Au incluye un gran volumen muerto y es probable
gue sea altamente desordenada.

Estd bien establecido que los compuestos que contienen grupos tioles se adsorben
guimicamente sobre el Au mediante la formacion del enlace covalente S-Au. Se tiene como
antecedente del capitulo 3 que el péptido {1} (con dos residuos de cisteina terminales) tiene una
seccidn hidrofdbica con residuos de fenilalanina y una seccién hidrofilica con un residuo de acido
aspartico. Un modelo propuesto que puede explicar la baja densidad del péptido atado a la
superficie y también explicaria porque la capa del péptido observada mediante SEM crecié mas
allda de 8.1 nm y permitio la conexidn entre islas de Au. Luego de 5 minutos de depdsito se puede
pensar que no se logré el enlace de los dos S terminales del péptido {1} con el Au, y que
nuevamente se establecid solamente un enlace Au-S con la seccidon hidrofébica del péptido,
mientras que la seccidn polar estaria expuesta al disolvente. Bajo este esquema, se esperaria que
el péptido enlazado al Au mantuviera interacciones con los péptidos en solucién, de manera que
se minimice la exposicién de los residuos hidrofébicos del péptido (incluyendo el Fc) al solvente.
Se visualiza que una manera de lograrlo es mediante la polimerizacién del péptido a través de

enlaces disulfuro [157].

129



En seguida, se estudio la respuesta electroquimica del electrodo de Au modificado con el
péptido. Para este estudio, la pelicula electroactiva fue preparada mediante inmersién de un
electrodo de Au en una soluciéon CH3CN:H,0 50%-50% v/v con el péptido en una concentracién
de 200 pug mL?! durante 2 horas. Una respuesta lineal de la corriente del pico de oxidacién (Ip)

con respecto a la velocidad de barrido (v) fue observada y se puede aplicar la ecuacion

B z°nF?Av Ec. 4.3

I
p 4RT

Donde z es igual al nUmero de electrones transferidos durante la reaccidon redox, que para
el ferroceno vale 1, n es el nUmero de moles de péptido electroactivo en la capa peptidica, F es |a
constante de Faraday (96,485 C mol?), A es el drea geométrica de la superficie de Au (0.196 cm?)
y v es la velocidad de barrido con unidades de V s%, R es la constante de los gases ideales (8.314
J K1 mol?) y T es la temperatura en Kelvin.

El nimero de péptidos electroactivos calculados utilizando la ecuacién 4.3, fue 2.3 x 10!
mol. Con la carga asociada a la desorcion del péptido en un medio basico se calculé que el
recubrimiento superficial del péptido adsorbido que fue de 1.2 x10° mol cm™. El nimero total
de unidades peptidicas para la pelicula calculada mediante QCM tomando un cambio de
frecuencia de 389 Hz y utilizando la ecuacion 4.1 fue 1.1 x10° mol, que concuerda con el
recubrimiento molar calculado por voltamperometria. La relacion entre los péptidos
electroactivos calculados por voltamperometria y los péptidos totales adsorbidos en la pelicula
calculados por QCM fue de 0.21, indicando que una gran proporcién de ferrocenos electroativos

(79%) estan localizados en microambientes donde la electrotransferencia estd impedida.

4.3.3 Estudio cinético de quimisorcion del péptido {1} mediante AFM

Hasta ahora se han estudiado diferentes condiciones del autoensamble, como el solvente y
el tiempo de modificacidn, sin embargo, los estudios en las diversas técnicas utilizadas suponen

gue el péptido {1} se sigue enlazando con solamente una de las dos terminaciones tioladas. Asi,
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se vuelve interesante investigar la formacion de nanoestructuras aisladas. Debido a ello se eligio
realizar una serie de experimentos sobre placas de aluminosilicato a dos diferentes tiempos de
preparacion de la solucién modificadora (una solucidn peptidica recién preparada y otra con 2
meses de almacenamiento o afiejamiento), y manteniendo la concentracion del péptido en 200ug

mL™? en CH3CN:H,0 50%-50% v/v.
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Figura 4.8 Micrografias AFM de las nanoestructuras sobre mica de la adsorcidn del péptido {1} a partir de una
solucidn recién preparada con concentracidn 200ug/mL en CH3CN:H20 50%-50% v/v para 10 minutos (Ay B) y 1
minuto de adsorcion (Cy D) sobre la superficie. (A y C) modo topoldgico, (B y D) modo fase.
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Para el depdsito de una gota de 50uL de la solucién recién preparada sobre la mica sin
utilizar previamente y con tiempo de autoensamble de 10 min sobre la mica se observaron
conglomerados de moléculas hasta nanoestructuras lineales. Se midieron 23 nanoestructuras
lineales, y presentaron longitudes que van desde 100 nm hasta 1 um de largo, la longitud
promedio fue de 359.3 + 153.0 nm, tanto en las imagenes en modo topoldgico (Figura 4.8 (A)),
como en modo fase (Figura 4.8 (B)).

Las moléculas del péptido {1} fueron adsorbidas sobre el sustrato de aluminosilicato
mediante una adsorcion fisica. Las nanoestructuras pueden ser observadas con mas precision
mediante la disminucién del tiempo de adsorcién a 1 minuto (Figura 4.8 (C), modo topoldgico, y
(Figura 4.8 (D)), modo fase). Al conseguir nanoestructuras aisladas, se midieron las alturas para
22 de estas nanoestructuras con valores de 1.4 £ 0.2 nm para 6 nanoestructuras, 1.5 £ 0.2 para 2
nanoestructuras, 2.7 £ 0.2 para 10 nanoestructuras y 4.0 £ 0.3 nm para 4 nanoestructuras.

Los valores de altura fueron comparables con la longitud de los lados de un prisma
rectangular que encierra a una estructura optimizada del nonapéptido conjugado con Fc en
diferentes conformaciones (Figura 4.9) con uno de los lados midiendo 1.4 nandmetros para un
péptido extendido (A), 2.6 nm para un cuasi-anillo abierto (B). Para un arreglo dimérico, se
observaron dos lados que pueden coincidir con las mediciones anteriormente realizadas, 2.7 nm

y4nm.
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Figura 4.9 Modelos moleculares para el péptido {1} en diferentes arreglos, como (A) un monémero, (B) una
estructura de anillo abierto y (C) arreglo de dimeros. Para mejor claridad en las estructuras los atomos de
hidrégeno fueron omitidos.
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Esto sugiere que una unidad solitaria de nonapéptido conjugado con Fc se autoensambla
para formar nanoestructuras lineales descansando sobre la superficie de la mica. La altura mayor

(4.0 nm) podria ser atribuida al apilamiento de 2 nanoestructuras, posiblemente por las

interacciones aromaticas.

Figura 4.10 Micrografias AFM de las nanoestructuras sobre mica de la adsorcion del péptido {1} a partir de una
solucién almacenada durante 2 meses a 4°C con concentracidén 200ug/mL en CH3CN:H20 50%-50% v/v para 10
minutos de adsorcién (A 'y C) modo topoldgico, (B y D) modo fase.
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Las imagenes de fase de las nanoestructuras lineales preparadas a partir de soluciones
frescas (Figura 4.8 (A) y (C)) tuvieron un contraste mdas pronunciado que las imagenes
correspondientes en el modo topoldgico (Figura 4.8 Figura 4.(B) y (D). Esto indica un arreglo
molecular cristalino para el ensamble lineal, que concuerda con lo que ha sido reportado para
otras nanoestructuras peptidicas [158].

Como se habia mencionado anteriormente (capitulo 1), la formacién de nanotubos a partir
de los péptidos ciclicos que contienen aminodcidos L/D alternados es debido a los enlaces de
hidrogeno entre los grupos carbonilo de un ciclo y los -NH- de los grupos amida de otro ciclo,
estos grupos amida son casi perpendiculares a la columna vertebral de los ciclos planos con
conformacion antiparalela [159]. Esta clase de arreglo puede ser solamente alcanzado si el
péptido adopta una conformacién de U, que concuerda con los datos experimentales presentados
en este trabajo. Una constante de solubilidad de 50 pg mL* a una temperatura de 23°C fue
estimada, ya que por debajo de esta concentracion no se observé la formacién de
nanoestructuras.

Con el didmetro se calculd el perimetro del anillo con un valor de 368.3 nm que es similar a
la longitud promedio de las nanoestructuras lineales (359.3 nm) observadas en la Figura 4.8. Esta
similitud de longitudes sugiere que los anillos se formaron a partir de las estructuras lineales.
Para confirmar que los nanoanillos se formaron con la solucién peptidica afiejada se determind si
las soluciones peptidicas envejecidas permanecieron intactas. Asi, se obtuvieron los
cromatogramas de HPLC, con su respectivo espectro, tanto de una solucién peptidica fresca como
de una anejada y no se observé un cambio del perfil cromatografico. Por lo tanto, ya que el
péptido permanecid inalterado cuando se comparan la solucién fresca y la afiejada y las
condiciones para la adsorcion del péptido sobre la mica fue la misma en ambos casos, se concluye
que el ensamble del péptido en las diferentes morfologias sucede en solucién. Un
comportamiento similar ha sido reportado previamente para un oligopéptido autoensamblado
[160], y entonces se puede inferir que las nanoestructuras lineales sufren, en una primera etapa,
una transicién a estructuras curvas, y partir de éstas se forman los nanoanillos.

Esto también fue respaldado por la formacidn de algunas nanoestructuras curvas después

de tratar a la superficie de la mica con solucién peptidica fresca y tanto nanoestructuras curvas
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como en forma de anillos de similares alturas fueron observadas (con 1.6 y 1.4 nm,

respectivamente).
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Figura 4.11 Esquema del mecanismo de autoensamblado donde se representa (i) autoasociacién de las unidades peptidicas para
formar nanoestructuras lineales, (ii) reorganizacidn de la nanoestructura a una forma curveada y (iii) formacién de un anillo.

Un mecanismo congruente con las observaciones experimentales, es propuesto en la Figura 4.11
Figura 4., donde (i) las nanoestructuras curvas y lineales son formadas (ambas en equilibrio

(ii)) provenientes del autoensamble de las unidades peptidicas; simultdaneamente varillas
cristalinas son desarrolladas, finalmente, (iii) los nanoanillos que se formaron en la solucién afieja
son producto de la autoasociacién de las terminaciones de los péptidos en una nanoestructura
curveada. Esta ultima hipdtesis es consistente con una cinética lenta, donde la probabilidad de
colisidn entre dos terminaciones del péptido de una nanoestructura de longitud promedio de 359
nm es ineficaz y, también es coherente con la reversibilidad entre las nanoestructuras lineales y

curvas y la ausencia de nanoestructuras lineales sobre la mica cuando se utiliza la solucion afieja.

4.3.4 Estudio cinético de quimisorcion del péptido {1} mediante Espectroscopia Raman

El andlisis de los espectros de las muestras mencionadas anteriormente descubre que para
el péptido conjugado con Fc se tienen sefales caracteristicas en 1030, 1102, 1158, 1604 y 3060
cm, y que para la superficie de Au limpia las sefiales propias estan en 2800 y 2930 cm™. La
comparacion de los 3 espectros revela que las bandas en 998 y 1157 cm™ son causadas por CH3CN

remanente en el péptido sélido, mientras que las sefiales en 1534 y 1580 cm™ son debidas a la

presencia del CH3CN sobre la superficie de Au.
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Figura 4.12 Espectros Raman (A) Péptido {1} sélido, (B) Superficie de Au limpio y
(C) Acetonitrilo sobre superficie de Au.

Ademas, se obtuvieron los espectros Raman para las superficies de Au modificadas con
péptido conjugado en CH3CN-H,O 50%-50% v/v a diferentes tiempos (t= 1, 3 y 6 min),
observédndose un aumento en la intensidad de las bandas en 1030 y 1102 cm?, confirmando la
quimisorcion del péptido sobre el electrodo. Asimismo, se percibié un incremento en la
intensidad de las sefiales atribuidas a la adsorcidon de CH3CN en los valores de 1158, 1460, 1534 y
2187 cm™.

Finalmente se puede puntualizar que la sefial en 994 cm™ corresponde a los enlaces C-C del
ciclopentadieno que forma el ferroceno, y las sefiales en 1027.9 cm™ y 1100.0 cm™ son

caracteristicas de los enlaces C-C en los anillos bencilicos de los residuos de fenilalanina.

4.4 CONCLUSIONES PRELIMINARES

En el trabajo desarrollado en este ultimo capitulo se obtuvieron las micrografias SEM del
péptido {1} a partir de una solucién de acetonitrilo-agua 50%v/50%v con concentracién 200 ug
mL? del péptido a diferentes tiempos de modificacion. En el andlisis de SEM se observd que en

un tiempo de adsorcion de 5 minutos se formd una capa de péptido con grosor de 8.1 + 0.1nm,
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con algunos sitios especificos donde la pelicula peptidica alcanzaba un grosor de hasta 42 £ 0.1nm
y que fue atribuido a la formacidn de una multicapa en lugar de una monocapa.

Se realizdé un estudio dindmico de la adsorcion del péptido {1} mediante QCM, donde un
cambio de frecuencia es relacionado con la masa del péptido que se adsorbid sobre Au. En este
estudio para un tiempo de modificacidon de 5 minutos se obtuvo un Af=159 Hz, correspondiente
a 55.56 ng.

Con la altura y la masa de la capa autoensamblada sobre Au (obtenidas por SEM y QCM,
respectivamente), se calculé la densidad relativa dicha peptidica con valor de 0.35, que
representa el 20% de la densidad del mismo péptido sin adsorberse sobre Au, indicando que la
capa autoensamblada es altamente desordenada.

El analisis electroquimico de la pelicula electroactiva preparada a partir una solucién de
CH3CN:H,0 50%-50% v/v con el péptido en una concentracién de 200 ug mL! revelé una
respuesta lineal de la corriente del pico de oxidacién (Ip) con respecto a la velocidad de barrido
(v), se calculd un recubrimiento superficial molar de péptidos totales de 1.2 x1071° mol cm2y de
ferrocenos electroactivos de 2.3 x10** mol cm?, lo que indica que solamente un 19% de péptidos
presentan el microambiente adecuado para sufrir electrotransferencia.

La formacién de nanoestructuras autoensambladas, a partir de una solucién de CH3CN:H,;0
50%v/50%v con 200 pug mL?! del péptido {1}, cuando es recién preparada y cuando fue
almacenada durante 2 meses fue estudiada mediante AFM.  Para la solucion fresca se
encontraron nanoestrucutras con una longitud promedio de 359.3 nm y con alturas de 1.4 £ 0.2
nm, 1.5+ 0.2 nm, 2.7 £ 0.2 nm y 4.0 £ 0.3 nm que coinciden con la longitud de uno de los lados
de un prisma rectangular que encierra una estructura optimizada del péptido en forma lineal, de
cuasi-anillo abierto o de un arreglo dimérico. En cambio, para la solucién almacenada durante 2
meses a 4 °C se encontraron nanoestructuras curvas y de anillo, donde el diametro externo del
anillo tuvo un valor promedio de 117.3 + 8.1 nm, correspondiente a un perimetro de 368.3 nm
gue es similar a la longitud promedio de las nanoestructuras lineales observadas en la solucion
recién preparada.

Después de verificar con un perfil cromatografico que el péptido {1} en la soluciéon afejada

no cambian su estructura quimica con respecto al péptido en solucidn fresca, se propuso que el
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mecanismo de formacién de las nanoestructuras tiene 2 pasos rapidos y en equilibrio en los que
se forman las estructuras lineales y los cuasi-anillos, para luego presentar un paso lento en el que
se forman los anillos.

Se obtuvieron los espectros Raman para las superficies de Au modificadas con péptido
conjugado en CH3CN 50% - H,O 50% a diferentes tiempos (t= 1, 3 y 6 min) y se observd un
aumento en la intensidad de las bandas en 1030 y 1102 cm™ que son sefiales caracteristicas del
péptido {1}, asi se confirmd que la quimisorcién del péptido sobre el electrodo aumenta durante

los primeros 6 minutos de modificacion.
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CONCLUSIONES
GENERALES

El objetivo general de este trabajo fue sintetizar y caracterizar péptidos con aminoacidos
L/D conjugados con ferroceno para la modificacidon de electrodos de Au con un posible uso en el
desarrollo de biosensores electroquimicos. En este sentido se logrd sintetizar 3 péptidos de
aminoacidos L/D alternados y conjugados con ferroceno para producir electrodos de Au
modificados como materiales hibridos que poseen caracteristicas redox, donde el disefio del
péptido {1} permite la posibilidad de producir cuasianillos adheridos mediante 2 enlaces Au-S,
mientras que el disefio de los péptidos {2} y {3} nos permitié inferir cdbmo la secuencia de
aminoacidos contribuye a la topologia de las capas autoensambladas de estos péptidos. Se
determind que los péptidos {1} y {2} que poseen en su estructura aminodcidos con caracter
hidrofébico se enlazan al Au de forma perpendicular al plano del electrodo, mientras que el
péptido {3} que posee aminoacidos con caracter hidrofilico se adhiere paralelamente a la
superficie del Au. Esta disposicién espacial afectd la velocidad de transferencia electrdnica,
observandose que el péptido {3} posee una mayor rapidez en la electrotransferencia al tener el

centro redox mas préoximo a la superficie del electrodo.
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Retomando la idea de que el péptido {1} podria formar cuasianillos sobre superficies de Au,
la cinética de formacién de este péptido fue estudiada y se demostrd que presentd un proceso
de ensamblaje desordenado en el que cerca del 80% de los ferrocenos que tiene la SAM estan
impedidos para presentar una transferencia electrénica. Por otro lado, cuando el péptido {1} se
adsorbe en mica presentd una transicion morfoldgica desde nanoestructuras lineales hasta la
formacidén de nanoanillos cuando se les permite a las nanoestructuras formarse durante algunos
meses. El trabajo desarrollado hasta el momento es una herramienta util para ayudarnos en la
comprensién de como factores de modificacion como la secuencia de aminodcidos en el péptido,
el solvente y el tiempo de almacenaje de la solucién modificadora contribuyen en la formacién

de estructuras supramoleculares cuando son utilizadas en la modificacidn de electrodos.
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