Investigacion Quimica

Nanotubos ciclopeptidicos: un camino alternativo para la preparacion

el h) . ~ o

prét-a-porter de estructuras tubulares diseiiadas a medida
Roberto J. Brea, Juan R. Granja
Dedicado al Prof. Luis Castedo por su 70 cumplearios
Resumen: La nanotecnologia se centra en la preparacion y caracterizacion de estructuras nanométricas, y en su utilizaciéon como
nuevos materiales funcionales. Dentro de este campo destacan especialmente los nanotubos por sus aplicaciones en areas tan diver-
sas como catalisis, electronica, farmacologia y transporte. En este articulo se describe el diseflo, preparacion, aplicacion y evolucion
de una nueva clase de estructuras tubulares construidas mediante procesos de autoensamblaje molecular de ciclopéptidos, prestando
especial atencion a los o,y-hibridos debido a su capacidad para modular su cavidad interna y a su selectividad en la formacion de
estructuras homo- y/o heterodiméricas.
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Abstract: Nanotechnology focuses on the preparation and characterization of nanometric structures, and their use as novel functional
materials. Nanotubes specially stand out in this field due to their applications in areas as wide as catalysis, electronics, pharmacology
and transport. In this communication we describe the design, preparation, application and evolution of a new class of tubular structures
constructed by molecular self-assembly of cyclic peptides, paying particular attention to o, y-hybrids because of their ability to modu-

late their internal cavity and their selectivity in the formation of homo- and/or heterodimeric structures.
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Introduccion

El estudio de materiales de tamafio nanométrico ha experi-
mentado un espectacular incremento durante los ultimos afios.
Actualmente, la nanociencialll ha emergido como un esfuer-
zo multidisciplinar, en donde el perfecto entendimiento de las
propiedades moleculares, Opticas, eléctricas, magnéticas y
mecanicas de las nanoestructuras vislumbra una nueva ge-
neracion de materiales funcionales para un gran nimero de
aplicaciones.

La quimica ha jugado un papel clave en el desarrollo de la
nanociencia. La formacion y rotura de enlaces entre atomos o
grupos de a&tomos es un componente fundamental de la quimi-
ca que permite llevar a cabo la obtencion de estructuras
(moléculas) cuyos tamafos varian entre 0.1 y 10 nm. El desa-
rrollo de nuevos métodos sintéticos ha hecho posible obtener
nanoestructuras con nuevas formas (esferas, barriles, cables,
cubos) y composiciones (organicas, metalicas, 6xidos, semi-
conductores), entre las que destacan ejemplos tan relevantes
como nanocristales,[2] nanohilos,31 copolimeros de bloquel#!
y nanotubos.[5] Algunas de estas nuevas estructuras presentan
importantes aplicaciones en el campo de la medicina, elec-
tronica y ciencia de materiales debido a su empleo en el trans-
porte de drogas, reconocimiento molecular, dispositivos Opti-
cos y catalisis.[0]

Particularmente interesantes son los nanotubos debido a sus
potenciales aplicaciones (algunas de ellas inspiradas en
estructuras tubulares naturales) en areas tan diversas como
inclusion y separacion molecular, catalisis, electronica, Opti-
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ca, quimioterapia y transporte a través de membranas.[’] Es por
ello que se han preparado numerosos nanotubos basados en
zeolitas,[8] carbono grafito,[%1 compuestos inorganicos, 101 lipi-
dosl!!]'y ciclodextrinas.[12] Sin embargo, en la mayoria de los
casos no es posible garantizar un diametro interno del na-
notubo que sea uniforme, lo que unido a su longitud, es fun-
damental para el desarrollo de las aplicaciones mas relevantes.

Estructuras tubulares autoensambladas

Debido a la complejidad de la construccion de estructuras de
tamafio adecuado a través de la formacion controlada de
enlaces covalentes, actualmente se ha recurrido a su
preparacion a partir de varias unidades sencillas que se orga-
nizan y se unen entre si de manera espontanea mediante el
establecimiento de enlaces no covalentes. Esta técnica de
organizacioén se denomina autoensamblaje molecular,131 y
consiste en la formacion de construcciones supramoleculares
a través de diversos equilibrios de asociacién y disociacion,
los cuales conducen a la estructura termodindmicamente mas
estable, en donde las distintas subunidades que la conforman
se encuentran unidas mediante fuerzas de enlace débil
(enlaces de hidrogeno, fuerzas de van der Waals, interac-
ciones —T, ion-dipolo, dipolo-dipolo,...). Estas interacciones
determinan muchas caracteristicas fisicas de las moléculas
(como la solubilidad y la organizacion en agregados) y su
explotacion para la formacion de estructuras con composi-
ciones, formas y propiedades bien definidas, lo cual represen-
ta que los procesos de autoensamblaje sean una alternativa
viable en nanotecnologia a la sintesis covalente. Dentro de
dichas fuerzas débiles destacan fundamentalmente los enlaces
de hidrogeno debido a su direccionalidad e intensidad, lo que
permite que esta interaccion adquiera una mayor versatilidad
en este tipo de procesos.

Durante las tltimas décadas la comunidad cientifica ha lle-
vado a cabo el estudio de los fundamentos de los procesos de
autoensamblaje,[14] lo que ha permitido construir diversas
estructuras de mayor o menor complejidad, asentando asi una
nueva rama de la Quimica conocida como Quimica
Supramolecular'4] Gracias a esta ardua investigacion tam-
bién se han podido establecer las bases termodinamicas de
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dichos procesos de autoensamblaje, 1o que en muchos casos
ha permitido predecir de forma apropiada la estructura
supramolecular resultante.

La preparaciéon de construcciones supramoleculares me-
diante procesos de autoensamblaje molecular conlleva el
empleo de fuerzas de enlace débil, por lo que dichos procesos
van a estar gobernados por un conjunto de interacciones que
cooperan conjuntamente. El balance energético es realmente
importante, en el que la entropia adquiere un papel relevante,
debido a que los procesos de autoensamblaje suponen la
agregacion de multiples moléculas, siendo el factor entropico
generalmente negativo.

En los ultimos afios se han desarrollado estrategias alta-
mente eficientes para la obtencion de estructuras tubulares
mediante enlaces no covalentes, con elevados rendimientos y
un mayor o menor control del diametro interno y de su longi-
tud. Muchas de estas aproximaciones se han inspirado en
modelos bioldgicos, aunque en otras ocasiones se han pro-
puesto alternativas sintéticas altamente novedosas. Una
primera estrategia consiste en el simple plegamiento (o enro-
llamiento) de una lamina, lo cual permite el establecimiento
de un canal (Figura 1.a).[15] Un segundo método se basa en la
construccion de estructuras helicoidales (helicatos) a partir de
moléculas lineales que se pliegan formando una hélice que
deja un poro central a lo largo del eje de la misma (Figura
1.b).[16] Otra alternativa, tipo barril, emplea moléculas rigidas
a modo de listones que se agrupan en torno a un orificio
(Figura 1.¢).[17] Una cuarta estrategia se basa en la utilizacion
de moléculas con forma sectorial (cufias), las cuales se aso-
cian en discos o rosetas, y que posteriormente se apilan o
enrollan formando una superestructura tubular (Figura
1.d).[18] Finalmente, la estrategia mas reciente consiste en
emplear moléculas ciclicas que se pueden apilar dando lugar
a nanotubos (Figura 1.¢).[19]

a) b) 0

Figura 1. Representacion esquematica de las distintas estrategias que
permiten la obtencion de arquitecturas moleculares con topologia
tubular. a) Plegamiento de laminas. b) Plegamiento de moléculas li-
neales en forma de estructuras helicoidales que disponen de un canal
central. ¢) Ensamblaje de moléculas rigidas. d) Asociacion de molécu-
las con forma sectorial (cufia). ) Apilamiento de moléculas ciclicas.

El apilamiento de macrociclos para dar lugar a estructuras
tubulares es particularmente atractivo debido a que el
didmetro interno del nanotubo estd inicamente determinado
por la unidad ciclica que lo constituye, facilitando de forma
sencilla el control riguroso de dicho diametro. Esta estrategia
de apilamiento de moléculas en forma de disco se emplea en
la preparacion de los nanotubos ciclopeptidicos.

Nanotubos ciclopeptidicos
Diseiio

Los nanotubos ciclopeptidicos se forman mediante el apila-
miento de ciclopéptidos, entre los cuales se establecen inte-
racciones de enlace de hidrogeno.[20] En todos ellos, el
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ciclopéptido adopta una conformacion plana, en la cual todas
las cadenas laterales de los aminoacidos presentan una orien-
tacion pseudo-ecuatorial apuntando hacia el exterior del na-
notubo, mientras que los grupos amida de los enlaces peptidi-
cos se disponen perpendicularmente al plano del anillo. De
esta forma, los grupos C=O se orientan hacia una cara del
ciclopéptido y los correspondientes NH se situan hacia la otra,
de tal forma que se puedan establecer enlaces de hidrogeno
entre las subunidades peptidicas debido a la complemen-
tariedad entre los grupos dadores y aceptores de enlace de
hidrégeno en ambas caras del ciclopéptido (Figura 2).

Figura 2. Representacion esquematica de la estrategia general para la
formacion de nanotubos mediante el autoensamblaje de ciclopéptidos.

La formacion de nanotubos mediante la estrategia ciclopep-
tidica tiene dos grandes ventajas respecto a cualquier otra. En
primer lugar, el diametro del anillo y, por lo tanto, el diametro
interno del nanotubo, puede ser facilmente controlado me-
diante la variacion del niimero de aminoacidos que consti-
tuyen cada subunidad. En segundo lugar, las propiedades de
la superficie externa del nanotubo se pueden modificar de
forma adecuada variando las cadenas laterales de los aminoa-
cidos. Asi, por ejemplo, el autoensamblaje en medios lipidi-
cos 0 acuosos puede ser promovido a través de la introduccion
en la unidad ciclopeptidica de aminoacidos con cadenas late-
rales hidrofébicas o hidrofilicas, respectivamente.

El disefio apropiado del ciclopéptido y la optimizacion de
las condiciones de autoensamblaje permiten que las estruc-
turas tubulares resultantes adquieran aplicaciones de gran
interés. Gracias a ello, los nanotubos ciclopeptidicos pueden
ser usados como materiales s6lidos porosos, canales ionicos,
agentes antimicrobianos y biosensores.[21]

Tipos de nanotubos ciclopeptidicos

Debido a las multiples posibilidades de desarrollo que pre-
sentan los nanotubos ciclopeptidicos, han surgido a lo largo
de los ultimos afios numerosas modificaciones en su estruc-
tura supramolecular. Es por ello que el estudio de la unidad
ciclopeptidica adquiere gran relevancia, ya que un diseflo ade-
cuado puede conducir a estructuras tubulares con importantes
aplicaciones.

Estructuras nanotubulares constituidas por D,L-0-ciclopéptidos
En 1974, De Santis se baso en un analisis tedrico para pro-

poner que los ciclopéptidos constituidos por un niimero par de
a-aminoacidos con estereoquimica D y L alternante daban
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lugar a la formacion de estructuras tubulares mediante un pro-
ceso de autoensamblaje molecular.[22] Dichos ciclopéptidos
adoptarian una conformacion plana en la que los grupos C=0
y NH quedaban dispuestos perpendicularmente al plano de
los anillos, permitiendo el establecimiento de los correspon-
dientes enlaces de hidrogeno con la siguiente subunidad.
Ademas, las cadenas laterales de los ciclopéptidos quedaban
situadas hacia el exterior de la estructura resultante. No
obstante, los estudios iniciales que se llevaron a cabo para
poder verificar de modo experimental dichas predicciones
fueron poco concluyentes debido a la baja solubilidad de los
péptidos empleados.[23] Sin embargo, en 1993 el grupo de
Ghadiri emple6 una sencilla estrategia de variacion del pH del
medio para inducir la preparacion de los primeros nanotubos
ciclopeptidicos.[24]

Los estudios iniciales sobre la formacion de nanotubos
ciclopeptidicos se llevaron a cabo usando el octapéptido
ciclo[(L-GIn-D-Ala-L-Glu-D-Ala-),], el cual fue selecciona-
do debido a su gran solubilidad en medio basico acuoso. La
formacion del nanotubo tuvo lugar al acidificar de manera
controlada una disolucion del correspondiente ciclooctapépti-
do, observandose la aparicion de agregados microcristalinos
que fueron caracterizados mediante microscopia electronica
de transmision (TEM), difraccion de electrones y espectros-
copia FT-IR. La longitud de dichos cristales variaba entre
10-30 wm, su diametro entre 100-500 nm y estaban consti-
tuidos por haces de nanotubos peptidicos orientados todos
ellos hacia la misma direccion. Los anélisis realizados tam-
bién mostraron que la estructura tubular estaba constituida
por unidades ciclicas dispuestas en forma de lamina [
antiparalela, con una distancia entre subunidades de 4.73 A y
con un didmetro de 14.9 A (Figura 3).
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Figura 3. Estructura del ciclopéptido ciclo[(L-Gln-D-Ala-L-Glu-D-
Ala-),] precursor de los primeros nanotubos, modelo del nanotubo pep-
tidico en el que se resaltan las interacciones moleculares (enlaces de
hidrégeno) entre las distintas unidades ciclopeptidicas y proceso de
autoensamblaje que da lugar a los correspondientes agregados micro-
cristalinos. De manera resaltada se muestra la imagen TEM (a) y la
difraccion de electrones (b) de los correspondientes nanotubos solidos,
junto al modelo computacional propuesto (c).
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Esta estrategia también permitio la obtencion de agregados
microcristalinos de nanotubos con didmetros internos de 13
A, los cuales estaban constituidos por unidades de ciclo[(L-
GlIn-D-Ala-L-Glu-D-Ala-);].[25] Dicho hallazgo confirmé que

el diametro interno del nanotubo se determina variando sim-
plemente el nimero de aminoacidos presentes en la unidad
ciclopeptidica.

Como hemos visto con anterioridad, la caracterizacion de
los D,L-nanotubos ciclopeptidicos se ha llevado a cabo de
forma apropiada mediante TEM, difraccion de electrones y/o
FT-IR, pero hasta la fecha ninguna de estas nanoestructuras ha
podido dar lugar a cristales de forma y tamano adecuados para
su resolucion a nivel atdmico a través de estudios de difrac-
cion de rayos X. Con la finalidad de obtener un mejor
entendimiento de las interacciones envueltas en el proceso de
autoensamblaje, y de llevar a cabo estudios preliminares
sobre las posibilidades de estabilizacion de la estructura nano-
tubular, el grupo de Ghadiri ha desarrollado sistemas en los
cuales Unicamente se permite la formacion de estructuras
constituidas por dos unidades ciclicas (dimeros), eliminando
asi las complicaciones relacionadas con el apilamiento ilimi-
tado de los ciclopéptidos, como podria ser, por ejemplo, la
baja solubilidad de las nanoestructuras resultantes. Esta
restriccion se consigue mediante alquilacion selectiva de los
grupos amino en una de las caras del anillo ciclopeptidico, por
lo que es necesario proteger Uinicamente aquellos residuos de
aminoacidos que presentan la misma quiralidad (Figura 4).[26]
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Figura 4. Modelo dimérico de un nanotubo peptidico. La presencia
de grupos alquilo (en este caso metilos) en los nitrogenos de aminoa-
cidos de igual configuracion bloquea una de las caras del ciclopépti-
do, por lo que se impide el establecimiento de enlaces de hidrogeno
con una tercera unidad ciclica, restringiendo asi el crecimiento del
nanotubo (las cadenas laterales se han omitido en la estructura
dimérica para su mejor visualizacion).

Los primeros estudios de dimerizacion se llevaron a cabo
empleando ciclo[(L-Phe-D-MeN-Ala-),] como unidad funda-
mental, observandose que dicho ciclooctapéptido se autoen-
samblaba para dar lugar a la correspondiente estructura
dimérica con una constante de asociacion de aproximada-
mente 2540 M-1.[27] Los analisis mediante difraccion de rayos
X corroboraron la nanoestructura propuesta, mostrando que
los cristales obtenidos en una mezcla CH,Cl,/hexanos esta-
ban constituidos por dimeros, en los cuales cada ciclopéptido
adoptaba la conformacion plana y que se disponian en forma
de lamina f antiparalela para facilitar el apilamiento, de ma-
nera que los grupos amida de los enlaces peptidicos se situa-
ban de manera perpendicular al plano del anillo. Es de
destacar la presencia de moléculas de agua en la cavidad
interna de la nanoestructura, lo que pone en evidencia la na-
turaleza hidrofilica de dicho poro.

Posteriormente, se demostrdo que los ciclohexapéptidos N-
metilados, como por ejemplo ciclo[(L-MeN-Leu-D-Leu-);],
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dimerizaban con constantes de asociacion mas pequefas (~ 80
M-1),[28] mientras que en el caso de tetra-, deca- y dodecaci-
clopéptidos no se ha observado la presencia de dimeros, debido
a la dificultad que muestran dichas unidades para adoptar la con-
formacion plana requerida para el proceso de autoensamblaje.
El estudio de modelos diméricos ha de servir como base
para la preparacion de nanotubos poliméricos estables consti-
tuidos por ciclopéptidos con los grupos amino no alquilados.

Estructuras nanotubulares constituidas por B-ciclopéptidos

Los P-péptidos son una clase de biopolimeros no naturales
que en disolucion adoptan una gran variedad de estructuras
secundarias andlogas a la de los o-péptidos, incluyendo lami-
nas plegadas, giros y conformaciones helicoidales de dife-
rente quiralidad y radio.29] Su capacidad de resistir la
degradacion enzimatica y sus buenas propiedades conforma-
cionales hacen entrever las interesantes aplicaciones a las que
pueden dar lugar.[30]

Los primeros disefios de B-nanotubos fueron desarrollados
por el grupo de Seebach.[3!] Los anélisis de modelos molecu-
lares y de cristalografia de rayos X llevados a cabo en ciclote-
trapéptidos constituidos por residuos quirales de 33-aminoaci-
dos mostraron que en el estado sélido se apilaban en forma de
nanotubos de igual manera que en el caso de los D,L-c-
ciclopéptidos. El ciclo[(B3-HAla),] adoptaba la conformacion
plana requerida y las distintas subunidades se asociaban
mediante el establecimiento de cuatro enlaces de hidrogeno,
dejando un orificio central de aproximadamente 2.6 A. De
igual modo, se comprobd que la estereoquimica de los [3-
aminoacidos (con una unica cadena lateral en el carbono f3)
carecia de importancia, ya que el proceso de autoensamblaje
tenia lugar tanto en ciclopéptidos constituidos por B-aminoé-
cidos homoquirales (de igual configuraciéon) como en
ciclopéptidos con B-residuos de quiralidad alternante (alter-
nancia entre isomeros Sy R).

El grupo de investigacion de Ghadiri también llevo a cabo
la sintesis de ciclotetrapéptidos constituidos por $-aminoéci-
dos.[32] Los ciclopéptidos ciclo[(B3-HTrp),], ciclo[(B3-HTrp-
3-HLeu),] y ciclo[(f3-HLeu),] se insertan en membranas
lipidicas, dando lugar a la formacioén de canales a través de
membranas (Figura 5). La resistencia que presenta el esquele-
to no natural a la digestion por parte de las proteasas, sugiere
la utilizacion de los B3-ciclopéptidos en la formacién de
canales idnicos con potenciales efectos antimicrobianos en
presencia de estas enzimas, lo cual seria bastante similar a la
actividad desarrollada por algunos -péptidos helicoidales.[33]

En los tltimos afios, se han desarrollado un gran nimero de
B-ciclopéptidos que pueden dar lugar a estructuras tubulares

o ML ~
LUl
Xx Dimsercion
e
" 2) butoensarblaje

MH_

Figura 5. Insercion en membranas lipidicas y proceso de autoensam-
blaje de ciclotetrapéptidos constituidos por -aminoacidos.
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mediante autoensamblaje, destacando especialmente los
empleados por el grupo de Kimura.[34]

Estructuras nanotubulares constituidas por otros ciclopéptidos

La formacion de nanotubos ciclopeptidicos se ha extendido
con la incorporacion al esqueleto basico de diferentes v, 8 y &-
aminoacidos, dando lugar a una serie de hibridos que conlle-
van la ampliacion del potencial de esta tecnologia.

El grupo de investigacion de Dory ha llevado a cabo la sin-
tesis de un ciclotripéptido que cristaliza en forma de agrega-
dos de nanotubos.[35] Dicha subunidad esta constituida por d-
aminoacidos o,B-insaturados con geometria frans en el doble
enlace, lo que permite al ciclopéptido adoptar la conforma-
cién plana requerida para el autoensamblaje. Dado que el
esqueleto peptidico posee un numero par de atomos entre el
grupo carbonilo y el amino de cada residuo, todos los C=0
quedan orientados en la misma direccion, de igual modo que
sucedia en el caso de los B-nanotubos peptidicos. Esto provo-
ca que el nanotubo presente un elevado momento dipolar,
dando lugar a cristales altamente anisotropicos. También es
de destacar la capacidad que presentan estos nanotubos de d-
ciclotripéptidos para autoorganizarse dando lugar a cristales
liquidos, en los cuales cada nanotubo actia como una pieza
fundamental en la formacion de estructuras supramoleculares
mas complejas.[36]

Recientemente, el grupo de investigacion de Ghadiri ha
explorado la utilidad de e-aminoacidos derivados de 1,2,3-
triazoles disubstituidos en la posicion 1,4, llevando a cabo su
aplicacion en hélices a,[37] rigidos giros 3 y diferentes estruc-
turas tubulares basadas en laminas . Dichos €-aminoacidos
triazdlicos pueden ser convenientemente sintetizados a través
de reacciones de cicloadicion 1,3-dipolar catalizadas por
Cu(I) entre aminoacidos que contienen azidas y alquinos,[38]
y su empleo es de gran relevancia para el disefio de nuevos
nanotubos ciclopeptidicos. De esta manera, se llevo a cabo la
preparacion de diferentes o,e-hibridos con la pretension de
abordar la modificacion de la cavidad interna del nanotubo
mediante la simple introduccion de derivados triazdlicos.[3]
Estos o,e-nanotubos se han estudiado tanto en disolucion
como en estado so6lido, mostrando que la orientacion del tria-
7ol es paralela al eje del nanotubo, y no perpendicular, como
se podia haber supuesto inicialmente.

La utilizacion de y-aminoacidos en la construccion del
esqueleto basico del ciclopéptido constituye un nuevo reto den-
tro del disefo de nanotubos, debido a las posibles modificaciones
que se pueden producir en la cavidad interna del nanotubo. Es
por ello que es necesario un estudio mucho mas amplio, el cual
se abordara en la seccion principal de este trabajo.

Aplicaciones de los nanotubos ciclopeptidicos

La facilidad con la cual podemos controlar el tamafo y las
propiedades de los nanotubos ciclopeptidicos, unido a la re-
gularidad en la orientacion que adquieren los grupos fun-
cionales presentes en la superficie externa, han permitido la
utilizacion de dichas estructuras supramoleculares como
canales selectivos de transporte a través de membranas,[40]
antibidticos,[4!] biosensores,[42] biomateriales,[43] materiales
fotosensibles[44] y dispositivos electronicos (Figura 6).[45]
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Estructuras nanotubulares constituidas por o.,y-
ciclopéptidos

Durante los tltimos afios se han descrito numerosos ejemplos
de estructuras peptidicas que presentan y-aminoacidos en su
esqueleto.[4647] Las caracteristicas que llevan asociadas estos
y-residuos, junto con las propiedades que le confieren a la
estructura resultante, ha provocado que la introduccion de
dichos y-aminoacidos en una secuencia peptidica adquiera
gran relevancia en la preparacion de nuevos nanotubos
ciclopeptidicos funcionales.

Las cavidades internas de los nanotubos D,L-0- y [-
ciclopeptidicos son hidrofilicas debido a la presencia de gru-
pos amida que forman enlaces de hidrégeno con otras sub-
unidades, dependiendo algunas de sus potenciales aplica-
ciones de dicho caracter. Una limitacion que presentan estas
estructuras es que no es posible modificar las propiedades de
sus poros mediante introduccion de grupos funcionales en sus
superficies internas, debido a que todas las cadenas laterales
de los aminoacidos estan dispuestas hacia el exterior y a que
la sustitucion en C,, o Cp interfiere en el autoensamblaje na-
notubular. Sin embargo, esta desventaja desaparece cuando
empleamos hibridos o, y-ciclopeptidicos como unidad basica
para llevar a cabo la construccion del nanotubo.

Recientemente, nuestro grupo de investigacion ha llevado a
cabo el disefio, sintesis y caracterizacion de una nueva clase
de ciclopéptidos constituidos por o-aminoacidos y unidades
de 4cido 3-aminocicloalcanocarboxilico (y-Aca). Dicha
familia de y-aminoacidos ciclicos restringe la flexibilidad del
anillo y facilita que estos ciclopéptidos adopten la conforma-
cién plana necesaria para la formacion de los correspon-
dientes nanotubos. Ademas, la utilizacion de dichos y-deriva-
dos nos ha servido como base para llevar a cabo la funciona-
lizacion de la cavidad interna del nanotubo.

Componentes electrénicos

Canales transmembrana A

EEEERREN]

Biosensores

Diseio

Una caracteristica especialmente relevante de los nanotubos
a,y-ciclopeptidicos, y que los diferencia de todos los demas
nanotubos, es que estan formados por dos tipos de interac-
ciones debido a que las unidades ciclicas estan constituidas
por a- y y-aminoacidos, los cuales orientan sus grupos acep-
tores (C=0) y dadores (NH) hacia caras opuestas (Figura 7).
Ambos aminoacidos estan formados por un nimero impar de
atomos, lo que implica que cuando el péptido adopta la con-
formacion plana necesaria para el autoensamblaje, los
aminodacidos disponen sus grupos C=0 y NH orientados hacia
el mismo lado del plano. La disposicion alternada de o- y y-
aminoacidos provoca que todos los grupos C=0 y NH de los
y-aminoacidos queden orientados hacia una cara del ciclopép-
tido (Cara ), mientras que hacia la otra cara se sittian los gru-
pos correspondientes a los o-aminoacidos (Cara o). Asi, a la
hora de establecer interacciones entre estos ciclopéptidos
mediante una hoja plegada 3 antiparalela, se observa que los
grupos C=0 y NH de la cara o lo hacen con los o-aminoaci-
dos de la siguiente subunidad (interaccion o-01) y, de la misma
forma, los grupos dadores y aceptores de enlaces de
hidrégeno de la cara y interaccionan con los de la cara y de la
otra subunidad (interaccion y-y). Por lo tanto, el nanotubo se
basa en la alternancia de interacciones entre las caras o
(Figura 7, enlaces de hidrogeno en color verde) con interac-
ciones entre las caras y (Figura 7, enlaces de hidrogeno en
color rosa) a lo largo del mismo.

Nanotubos o,y(Ach)-ciclopeptidicos

Los primeros estudios en disolucién se realizaron con
ciclopéptidos especialmente disefiados para la formacion de
dimeros, de forma que pudiésemos asi analizar el proceso de
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Figura 6. Aplicaciones potenciales de los nanotubos ciclopeptidicos.

An. Quim. 2008, 104(4), 257-264 www.rseq.org

© 2008 Real Sociedad Espafola de Quimica —261



R. J. Brea, J. R. Granja

: ""'I"\..._h
1m=0,n=0 8 m=2n=0 R'=R?=
2,m=0,n=1 6m=2n=1 :' R1=52R?H: Me
3, m=1,n=0 7,m=3n=0 cR'=Me RZ=H
4m=1,n=1 B m=4n=0 ' '

Figura 7. Nanotubos a,y--ciclopeptidicos preparados a partir de uni-
dades de ciclo[(D-0-Aa-L-y-Aca),-] (x = 2-6), en donde se observa
la presencia de dos tipos de interacciones diferentes (o.-ot y y-y). En
la parte inferior se muestran los modelos diméricos correspondientes
a cada una de dichas interacciones.

autoensamblaje y establecer con ello las bases termodinami-
cas y estructurales de los mismos. De este modo, se llevo a
cabo inicialmente la sintesis de ciclohexapéptidos (anillos de
24 eslabones) N-metilados en los que se alternan diversos o.-
aminodcidos y unidades de acido 3-aminociclohexanocar-
boxilico (y-Ach).8:49] Esto permiti6 observar los dos tipos de
interacciones presentes en la estructura nanotubular. Por una
parte se llevo a cabo el estudio de las interacciones y-y me-
diante la utilizacion de ciclopéptidos en los que los protones
amida de los o-aminodcidos se han sustituido por grupos
metilo, obteniéndose el dimero correspondiente (Figura 7,
estructura dimérica resultante del autoensamblaje de 4b) con
valores de K, de aproximadamente 102 M-1, los cuales son

comparables a los observados para los D, L-c-ciclooctapépti-
dos. Por otra parte, las interacciones o.-0¢ fueron estudiadas a
través del empleo de ciclopéptidos con los y-residuos N-meti-
lados, los cuales dieron lugar a la formacion del correspon-
diente dimero (Figura 7, estructura dimérica resultante del
autoensamblaje de 4¢) con elevadas constantes de asociacion
(K, > 105 M-1). Asi, por ejemplo, el ciclo[(D-Phe-L-MeN-y-
Ach-);-] mostré que los dimeros unidos a través de los o-

aminodcidos (interaccion 0-01) eran extremadamente estables
en disolventes no polares, con valores elevados de K. La con-

firmacion de dicho dimero se realizd6 mediante RMN, FT-IR
y, especialmente, rayos X. El andlisis cristalografico corro-
bord la estructura dimérica, observandose ademas una
molécula de CHCl; ocupando su cavidad interna, lo que

demuestra el caracter hidroéfobo de dicho interior, probable-
mente debido al efecto del metileno .

La expansion del anillo hacia ciclooctapéptidos (anillos de
32 eslabones) condujo a resultados analogos a los anteriores,
observando de nuevo que la interaccion y-y resultaba ser mas
débil que la o-0.[50] En cuanto a los ciclotetrapéptidos (ani-
llos de 16 eslabones), no se observo la presencia de dimeros
para aquellos que interaccionan a través de sus caras 7y, mien-
tras que los disefiados para generar interacciones 0.-0. poseen
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una constante de asociacion débil (K, ~ 15 M-1), aunque lo

realmente relevante sigue siendo la existencia del dimero.[51:52]

La menor constante de asociacion de las interacciones Y-y
frente a las o-0u se puede atribuir a la menor polaridad de los
enlaces NH de los y-Ach, debido a la mayor distancia del
grupo carboxilo que ejerce un mayor efecto inductivo en los
a-aminoacidos. Ademas, la posicion del grupo metilo en los
nitrogenos de los ai-aminoédcidos puede desestabilizar la con-
formacion plana del anillo por repulsiones estéricas con el
carboxilo y la cadena lateral.

Nanotubos o,y(Acp)-ciclopeptidicos

Ahondando en la importancia que presentan los y-Aca en el
establecimiento de la conformacion plana necesaria para el
autoensamblaje ciclopeptidico debido a la rigidez que aporta
la unidad cicloalcanica, decidimos seguir explorando dicha
familia de compuestos, por lo que nos propusimos llevar a
cabo la introduccion en la secuencia ciclopeptidica del acido
3-aminociclopentanocarboxilico (y-Acp). La utilizacion de
unidades de y-Acp parece exhibir ciertas ventajas respecto al
empleo de y-Ach. En primer lugar, la obtencion del y-aminoa-
cido ciclico de 5 miembros resulta mas sencilla que la
preparacion del y-Ach, lo que va a agilizar en gran manera la
metodologia sintética. En segundo lugar, presenta un angulo
definido en el plano del anillo ciclopeptidico por los enlaces

O=C-Ca y Cy-N mayor que el del y-Ach (140° frente a 120°),
lo que favorece la construccion de anillos ciclopeptidicos de
gran tamafio (unidades ciclicas de mas de 36 miembros y con
diametros internos superiores a 13 A). Ademas, presenta una
superficie hidr6foba externa menor (dos metilenos para y-Acp
frente a tres metilenos para y-Ach), lo que va a repercutir en
las propiedades del nanotubo. Igualmente, hay que destacar
de nuevo la orientacion del metileno [ del grupo ciclopentilo
hacia el interior del canal, lo que aporta cierto caracter
hidrofobico, a la vez que sirve como base para llevar a cabo
cualquier posible funcionalizacion de dicho poro.

Teniendo en cuenta los resultados previos, decidimos cen-
trar nuestros esfuerzos en modelos diméricos sencillos resul-
tantes de la interaccion -0, ya que conlleva la obtencion de
estructuras supramoleculares de mayor estabilidad. De este
modo, se observo que o,Y(Acp)-ciclopéptidos constituidos
por 4,[51.52] 6,[53] 8,[54.55] 100541 o 12[54] residuos dimerizaban
con elevadas constantes de asociacion (K, > 105 M-1), lo que
pone de manifiesto un control significativo del didmetro inter-
no del nanotubo.

Los estudios de homodimerizaciéon han permitido confir-
mar la predisposicion de los o,y-ciclopéptidos para dar lugar
a la formacion de nanotubos de diferente tamafio y con dis-
tintas propiedades en su cavidad interna. Ademas, también se
pudo observar los dos tipos de interacciones presentes en
estos nanotubos mediante el estudio de los correspondientes
modelos diméricos sencillos.

Heterodimeros o,y(Ach)/o,Y(Acp)-ciclopeptidicos

El desarrollo de diferentes motivos estructurales basados en
a,y-ciclopéptidos hace necesario la busqueda de nuevas
metodologias que permitan la preparacion de novedosos sis-
temas supramoleculares. Uno de nuestros primeros estudios
fue comparar las interacciones antiparalelas (c:,00 y y-y) frente
a la interaccion paralela (0.,Y), sin que se apreciase en ningin
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momento la formacion de esta ultima, confirmando el mode-
lo propuesto con anterioridad para la formacion del nanotubo.
Posteriormente procedimos a estudiar la formacion de he-
terodimeros. La heterodimerizacion de péptidos es un proce-
so comun en la naturaleza, constituyendo una sencilla he-
rramienta de diversificacion estructural y versatilidad fun-
cional.[56] Sin embargo, en todos los casos conocidos, la for-
macion del heterodimero esta dirigida por interacciones entre
las cadenas laterales de los diferentes monomeros. Nuestro
grupo de investigacion ha llevado a cabo la preparacion de
una nueva clase de estructuras heterodiméricas en donde la
formacion selectiva de los heterodimeros viene dada exclusi-
vamente por las interacciones enlace de hidrogeno que se
establecen a nivel del esqueleto peptidico. Dichas hete-
roestructuras son el resultado de la combinacion y asociacion
no covalente entre un o.,y-ciclopéptido constituido por Ach y
otra unidad ciclopeptidica de Acp (Figura 8).[53:55]

La modificacion de la superficie externa de los o,y-nanotubos
mediante la introduccion de diversas funcionalidades nos ha
permitido el desarrollo de nuevas aplicaciones. De este modo, se
ha llevado a cabo la preparacion de novedosos hibridos
supramoleculares dador-aceptor estables termodinamicamente,
para lo cual es necesario disponer de o, y-ciclopéptidos derivati-
zados convenientemente en sus cadenas laterales con grupos

-
q
n"% %
Figura 8. Sistemas supramoleculares heterodiméricos. La combi-
nacion de o,y(Ach)- y a,y(Acp)-ciclopéptidos permite la formacion
de una nueva clase de estructuras nanotubulares heterodiméricas.

a)

b)

500 nm

N

340 nm

Figura 9. Sistemas supramoleculares dador-aceptor basados en nano-

tubos a,y-ciclopeptidicos. a) Transferencia electronica fotoinducida.
b) Transferencia energética de fluorescencia de resonancia (FRET).
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dadores y aceptores (Figura 9).057:58] Dichas unidades dador y
aceptor se conectan selectivamente mediante interacciones
enlace de hidrogeno provenientes del autoensamblaje ciclopep-
tidico, favoreciendo el correspondiente proceso de transferencia
electronica y/o energética a través del espacio. La construccion
de estos nuevos sistemas supramoleculares adquiere gran rele-
vancia debido a sus posibles aplicaciones como fotosistemas
artificiales, biosensores, sondas moleculares,...

Conclusiones

Los procesos de autoensamblaje molecular, en los cuales
componentes individuales se asocian espontanecamente de
manera predeterminada, han emergido como una de las he-
rramientas mas poderosa para llevar a cabo la preparacion de
nanoestructuras funcionales. Especialmente interesante resul-
ta la quimica supramolecular de los ciclopéptidos, los cuales
bajo las condiciones apropiadas interactian a través de
enlaces de hidrogeno para formar nanotubos ciclopeptidicos.
Crucial para esta interaccion es la adopcion de una conforma-
cién plana en la que las cadenas laterales de los aminoacidos
presentan una orientacion pseudo-ecuatorial apuntando hacia
el exterior, mientras que los grupos carbonilo y amino de los
enlaces peptidicos se disponen de manera perpendicular al
plano del anillo. Esta conformacion puede ser lograda por
ciclopéptidos constituidos por una gran variedad de residuos,
entre los que destacan los y-aminoacidos. En todos los casos,
los nanotubos resultantes tienen didmetros internos uniformes
bien definidos y superficies externas que pueden ser facil-
mente dotadas de propiedades especificas mediante modifi-
cacion de las cadenas laterales. Dichos nanotubos ciclopep-
tidicos estan siendo activamente investigados debido a las
potenciales aplicaciones que presentan en diferentes campos
como la medicina, farmacologia, quimica, biologia y ciencia
de materiales.
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