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1. Introduccion

Una de las potenciales aplicaciones de las moléculas que se describen en este trabajo
es como agentes antibacterianos. Por ello, en esta introduccion se comenta brevemente
la utilizaciébn contra microorganismos de sales de amonio relacionadas con las
moléculas preparadas en este proyecto. Asimismo, dichas moléculas forman
nanoparticulas catiénicas. Por esta razon en el punto 1.2 se describe la utilizacion de
nanoparticulas en general como bactericidas.

Adicionalmente, en los puntos 1.3-1.4 se hace un breve repaso tipos de reacciones que
se utilizan en la preparacion de los compuestos estudiados: N-proteccion de
aminoacidos, acoplamiento peptidico y adicion conjugada. Finalmente, en el apartado
1.5 se comenta brevemente la utilizacién del pireno como sonda fluorescente para
evaluar concentraciones criticas de agregacion, ya que este es un procedimiento que
se emplea en el estudio de la agregacién de las moléculas preparadas.

1.1. Actividad de las sales de amonio cuaternario (QAS) contra
microorganismos.’
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Figura 1. Sal de amonio cuaternario

Las sales de amonio cuaternario (QAS es su abreviatura basada en el nombre en inglés:
Quaternary ammonium salts) estan compuestas por una parte hidréfila (cation amonio)
y una parte hidr6foba, que consiste comunmente en una cadena de alquilo de diversa
longitud que determina la hidrofobicidad. Esta estructura permite la interaccion de los
tensioactivos catiénicos con la membrana celular de los microorganismos mediante la
incorporacién de su cadena hidro6foba en la bicapa lipidica de la membrana. Asimismo,
pueden tener lugar interacciones electrostaticas con los fosfolipidos cargados
negativamente.?Por otro lado, las QAS también puede causar inhibicion o
desnaturalizacion de las proteinas de la membrana celular. Por lo tanto, las QAS pueden
ser bactericidas y fungicidas (contra las formas plancténicas y de biopelicula),
esporostaticas y activas contra virus envueltos (VIH, VHB) y células tumorales, pero no
afectan a los bacilos acido-resistentes (tuberculosis) ni a la viabilidad de las esporas.

Un ejemplo conocido de QAS es el cloruro de benzalconio, cuya estructura se muestra
en la Figura 2.3

n=38,10,12, 14, 16, 18

Figura 2. Estructura quimica del cloruro de benzalconio
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Cloruro de benzalconio, también conocido como n-alquilmetilbencil cloruro de amonio,
€s un nombre genérico que incluye derivados con diferentes cadenas alquilicas, siendo
aquellas moléculas con 12 y 14 carbonos las que tienen mayor poder antibacteriano.

Debido a su actividad antimicrobiana, el cloruro de benzalconio es un ingrediente activo
en muchos productos de consumo:
» Productos farmacéuticos como gotas o aerosoles para ojos, oidos y nasales,
como conservante.
» Productos para el cuidado personal como desinfectantes para manos, toallitas
humedas, champus, jabones, desodorantes y cosméticos.
» Antisépticos para la piel y aerosoles para lavar heridas.
» Pastillas para la garganta y enjuagues bucales, como biosida
» Cremas espermicidas.
» Limpiadores para suelos y superficies duras como desinfectante, como los
aerosoles y toallitas antibacterianas.
* Alguicidas para la limpieza de algas, musgos, liguenes de caminos, tejas,
piscinas, mamposteria, etc.

1.1.1. Estructura quimica y propiedades de las sales de amonio
cuaternario diméricas (“gemini”).*

Las sales de amonio cuaternario diméricas o “gemini” son compuestos formados por
dos moléculas QAS monoméricas conectadas por un espaciador entre cabezas
hidréfilas o colas hidréfobas. El efecto de los tensioactivos catidnicos diméricos sobre
los microorganismos depende de la estructura quimica del compuesto: arquitectura de
la cabeza hidréfila, longitud de la cadena hidréfoba, tipo de espaciador y contraion. Los
tensioactivos diméricos con 10 y 12 carbonos dentro de las cadenas hidrofébicas
exhiben la mayor actividad bioldgica contra los microorganismos.

Ademas, estos compuestos se caracterizan por una mayor humectabilidad, propiedades
superficiales mas fuertes y una biodegradabilidad mas rapida, en comparacion con los
QAS convencionales. Estos tensioactivos tienen valores de CMC mas bajos que los
mono-QAS.®

1.1.2. Actividad antimicrobiana de QAS de tipo dimérico.®

El amplio uso de sales de amonio cuaternario como desinfectantes y agentes de
limpieza contribuyd al desarrollo de la resistencia microbiana a los antisépticos
comunes, haciendo que las QAS no sean tan efectivas como solian. Por eso los
investigadores se centraron en los tensioactivos con estructura quimica mas compleja.
Dado que las sales de amonio cuaternario diméricas poseen dos cadenas de alquilo
hidr6fobas y dos grupos de cabeza catidnicos, se cree que sus propiedades
antimicrobianas deberian ser mejores en comparacion con los mondmeros
correspondientes. Sin embargo, se ha demostrado que la actividad biolégica depende
en gran medida de su estructura quimica, principalmente la longitud de las cadenas de
alquilo, la estructura de los grupos de cabeza y el espaciador, y el tipo de contraidn.

La figura 3 muestra la estructura de varias QAS diméricas. Estos compuestos inhibieron
la filamentacién de Candida albicans. Uno de los compuestos probados erradicé
biopeliculas de C. albicans y Rodotorula mucilaginosa, lo que podria ser importante para
superar las infecciones asociadas al catéter. También se demostr6 que estos
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tensioactivos mejoraron la sensibilidad de C.albicans a azoles y polienos, por lo que
podrian usarse potencialmente en terapia combinada contra hongos.

HC_ g x=2.Y=Cl (TMEG-nCl)
/T—('IL COO—CHagg x=2,Y=Br (TMEG-n Br)
HyC e . .
(b, 5 ¥ x=3.Y=Cl (TMPG-nCl)
HC | x=3,Y=Br (TMPG-nBr)
N—CH— 00— C. I,
/6 + Akl n=6 8 10, 12, 14

Hy(

Figura 3. Estructura de algunas sales de amonio cuaternario diméricas.

1.2. La nano medicina contra la resistencia a los antibacterianos.

La resistencia a los antibiéticos se define como la capacidad de las bacterias que causan
efectos terapéuticos de medicamentos antibacterianos, juega un papel vital en la mejora
de la efectividad de las terapias existentes, mejorando las propiedades fisicoquimicas y
la estabilidad de los antibiéticos.’

La nanomedicina juega un papel vital en la mejora de la efectividad de las terapias
existentes, mejorando las propiedades fisicoquimicas y la estabilidad de los antibiéticos.
Las propiedades fisicoquimicas de los nanosistemas, el tamafno de las particulas, la
carga superficial y la solubilidad son los factores clave que controlan los procesos
vitales, por ejemplo, la absorcion, la bio-distribucion o la eliminacién intracelular. Las
particulas de tamarno nanométrico permiten una mejor carga de farmacos eficiencia de
antibiéticos hidrdfilos y lipdfilos y, por lo tanto, mejora la eficacia antibacteriana.®

Los nanosistemas pueden clasificarse inorganicos y organicos.®

» Los nanosistemas inorganicos comunmente se originan a partir de Oxidos
inorganicos. Su técnica de sintesis depende de la reduccion quimica de sales
metalicas con un reductor.

* los nanosistemas organicos como los liposomas, las nanoparticulas a base de
lipidos, las micelas y las nanoparticulas poliméricas tienen caracteristicas
preferibles de biodegradabilidad y biocompatibilidad, lo que los convierte en
candidatos adecuados para uso clinico.
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Figura 4. Esquema grafico de varias clases de nano sistemas con ilustracion de su
posible mecanismos anti-biofilm

Los liposomas se consideran los nanosistemas de administracion de farmacos
antimicrobianos mas evaluados. Se caracterizan por ser estructuras esféricas formadas
por bicapa de fosfolipidos que rodean un espacio acuoso que varia en tamarno 0,02 a
10 micrometros. Los liposomas demostraron ser Utiles para el manejo de tipicos,
infecciones bacterianas vaginales, pulmonares y oculares.'

Por otro lado, las nanoparticulas sélidas de lipidos (SLN) y los portadores de lipidos
nanoestructurados (NLC) representan los dos subtipos principales de nanoparticulas
compuestas por lipidos. Los SLN son sistemas de administracion de farmacos en forma
coloide compuestos de lipidos de alta estabilidad de fusién que se desarrollaron para
superar los problemas de inestabilidad de los liposomas.'°

Otro grupo importante de nanoparticulas son las micelas poliméricas. Tipicamente, la
union de un bloque hidréfilo a un bloque lipéfilo da como resultado la formacion de
copolimeros anfifilicos. El tamafo de las micelas poliméricas se puede controlar
facilmente variando el peso molecular y la relacion en peso entre las partes hidréfilas e
hidréfobas.



1.3. Breve introduccion a quimica de proteccion y acoplamiento de
aminoacidos.

Como se muestra en el esquema 1, la formacion controlada de un enlace peptidico
requiere el acoplamiento entre un aminoacido N-protegido y otro C-activado. Después
de la formacién del enlace amida, el dipéptido protegido se aisla, purifica y se
caracteriza."

Amino Acid | Amino Acidll Dipeptide
O
HoN \_,JLO, PG° peptide bond
‘pG?: ?PGF‘: RPG‘
N
pG-.N/ \T/OH—- PGMN—"!\\ x
H A N ([:[; HX
Activation Coupling

Esquema 1. Formacion de un enlace peptidico

El grupo Z fue introducido por Bergmann y Zervas para la proteccién de grupos amino.
Para la preparacién de Z-aminodcidos, se permite que el cloruro de benciloxicarbonilo
reaccione con los aminodacidos en las condiciones de la reaccion de Schotten-Bauman
como se muestra en el esquema 2.2

R R
9 . NaCH 2 :
CH,—O—C—Cl + NH;—CH—COOH ——» CH,—O0—C—NH—CH—COONa

HCI a9 R
— CH;—O—C—NH—CH—COOH

Esquema 2. Ruta sintética a los aminoacidos Z.

Este grupo protector puede eliminarse mediante una variedad de métodos, que incluyen
hidrogendlisis, reduccién con sodio en amoniaco liquido, HF liquido, etc. Sin embargo,
la hidrogendlisis y la aciddlisis con HBr son los procedimientos mas utilizados. El grupo
Z se puede eliminar mediante hidrogendlisis catalitica a temperatura ambiente y presion
atmosférica, un proceso que no afecta el enlace peptidico y las diversas funciones de la
cadena lateral y genera solo subproductos relativamente inofensivos, tolueno y didéxido
de carbono, como se muestra en el esquema 3.



Q i Hs-Pd ﬁ Fﬁ
1l | 2"
@—CHE—O—C—NH—CH—COOH —_— @—Cm + HO—C—NH—CH-—COOH

R
I
— = NH;-CH—COOH + COs

Esquema 3. Eliminacion del grupo Z por hidrogendlisis catalitica.

El grupo Z también se puede eliminar mediante aciddlisis con HBr. Como paso inicial,
se protona el oxigeno del carbonilo, seguido de la fisién del enlace bencilo-oxigeno. La
descarboxilacion del intermedio de acido carbamico conduce a la liberacion del grupo
amino en forma protonada, como se muestra en el esquema 4.

®
0 @ OH
I}
@-CHg—-O—C—NH—R _ QCHFO—CWH—R —_—

OH

OCHQQé_NH_R Q%HE + CO, +  HBr. NHz-R
@

Esquema 4. Eliminacion del grupo Z por HBr.

El grupo Boc fue introducido por McKay y Albertson. A diferencia del bencilcloroformiato,
el terc-butilcloroformiato es inestable excepto a baja temperatura. Por lo tanto, se
investigaron varios métodos alternativos para la preparacion de aminoacidos Boc. Entre
estos, el dicarbonato de di-terc-butilo se emplea popularmente como reactivo para la
preparaciéon de aminoacidos Boc como se muestra en el esquema 5.

0]
T .
(HsC)C—0-C_ Ff s 0 |:I{
(HsC)}:C—0—C” + HN—CH—COOH — (H3C);C—0—C—NH—CH—COOH
3C);C-0—
i
0 . o

Esquema 5. Preparacion de aminodcidos Boc-protegidos

El grupo Boc es estable a la hidrogenacion catalitica, el sodio en el amoniaco liquido y
alcalino, pero se puede eliminar en condiciones &cidas suaves como el TFA. El grupo
Boc se escinde mediante tratamiento con TFA a temperatura ambiente durante 30-60
min. También es escindido por HBr en 1 min. El tratamiento de los derivados de Boc con
HCI (aproximadamente 10 equivalentes.) en &cido acético, acetato de etilo o dioxano
puede eliminar el grupo Boc en 30 min. En estas condiciones, el grupo Z permanece
intacto o la escisién es insignificante. Dado que el grupo Z se elimina mediante
hidrogendlisis catalitica y es estable a las condiciones acidas leves, esos grupos Z'y Boc
se utilizan como grupos protectores ortogonales en la sintesis de péptidos complejos.
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La escisién por tratamiento acido procede a través de la formacién del cation tert-butil
(tBu), que sufre pérdida de H para formar isobutileno. Los otros productos son diéxido
de carbono y una sal del aminoacido o péptido libre.®

(0] R R
] [ 1 @®
(H3C)sC—O0—C—NH—CH—-COOH + H* ——» H3N*-CH—COOH + (HsC)z:C + COs
% CH5
rs
HEC=C\
CH;

Esquema 6. Escision del grupo Boc por aciddlisis

La proteccion del extremo C-terminal es la principal diferencia entre la sintesis de
péptidos en fase solida y la sintesis de péptidos en disolucion. En el primer caso, se
puede considerar que el soporte polimérico insoluble es el grupo protector del extremo
C, mientras que en la sintesis de péptidos en disolucion se utilizan grupos protectores
mas convencionales. El extremo C-terminal esta protegido cominmente como un éster
de alquilo o arilo. Los ésteres metilicos y etilicos pueden eliminarse por saponificacion
y también se convierten en la amida C-terminal del péptido correspondiente mediante
tratamiento con amoniaco y en la hidrazida peptidica correspondiente mediante
hidrazindlisis. Las hidrazidas peptidicas se pueden convertir en las correspondientes
acilazidas para el acoplamiento de segmentos. El éster bencilico (-OBzl) se prepara
facilmente en condiciones suaves por acido con alcohol bencilico o por reaccion del
aminodcido carboxilato de cesio con bromuro de bencilo. La escision del éster bencilico
puede producirse mediante aciddlisis con &cido fuerte o una alternativa més suave
utilizada con mas frecuencia es la hidrogendlisis catalitica. El éster bencilico también se
puede eliminar por saponificacion o se puede convertir en la correspondiente amida C-
terminal mediante tratamiento con amoniaco o la correspondiente hidrazida mediante
tratamiento con hidrato de hidrazina.'®

Durante muchos anos, la DCC (N, N'-diciclohexilcarbodiimida) ha sido el reactivo de
acoplamiento mas util y popular en la sintesis de péptidos para métodos tanto en fase
solida como en solucién. Es muy reactivo y da altos rendimientos en poco tiempo. La
desventaja del uso de DCC es la formacion de diciclohexilurea insoluble durante la
activacién / acoplamiento. Para superar los problemas de separacién del subproducto
de urea insoluble, el uso de diisopropilcarbodiimida (DIPCDI), que es igualmente eficaz
y forma un subproducto de urea mas soluble. Un mecanismo de reaccién con DCC se
resume en el esquema 6."”



R'—COOH QN—C NO Q —C—NHO

89: DCC :
R' —COOH |
(R'CORO = m— IO
0 l 0 Y
RZNH, NH—C—NH ; R
C (DCUrea) ! cli' c|:=0
R'—COOH + R! —CONH—RZ --scsosimmcmoaiomioimaanns :.,.,<:>—NH—::;—N4<:>
B

Esquema 7. Via de acoplamiento mediada por DCC

1.4. Reacciones de adicion conjugada.'®

Una adicién conjugada es un tipo de reaccién quimica organica en la que tiene lugar
una adicién nucledfila sobre un sistema conjugado formado por un doble enlace
sustituido con un grupo aceptor de electrones por resonancia. Usualmente, el grupo
aceptor de electrones es un carbonilo y el ataque nucledfilo se produce en la posicién 3
al mismo. En el caso de una enona conjugada, el ataque nucleéfilo conduce al enolato,
que se protona a enol y tautomeriza a la forma ceto. Si existiera catélisis acida, el ataque
nucledéfilo conduciria directamente al enol.

Como ejemplo, se puede considerar la adicidon de cianuro que se muestra en el
esquema. Se forma un enolato que es inmediatamente neutralizado por el &cido acético,
para dar un enol que esta en equilibrio tautomérico con la forma cetoénica. El resultado
final es la adicién 1,4 de cianuro a la 1,3-difenilpropenona.

o) o.
\'/Y H
<—
Nu ’ N

Esquema 8. Mecanismo tipico de la adicion conjugada.
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Esquema 9. Adicion de cianuro

1.5. Utilizacién de pireno como sonda para determinar concentraciones
criticas de agregacion.

La fluorescencia es una técnica espectrofotométrica que se basa en la absorcion de
radiacién por parte del analito y su posterior emision. En el fendmeno de fluorescencia,
una molécula absorbe radiacion electromagnética y debido a ello los electrones pasan
de un estado basal otro excitado. Al ser la longitud de onda de la radiacion emitida
diferente de la longitud de onda de absorcion, puede utilizarse ésta tanto para identificar
como para cuantificar sustancias.

La fluorescencia se emite en todas direcciones, lo que puede aprovecharse al disefar
los aparatos de medida que, en principio, son similares a los usados en espectroscopia
de absorcion, con la diferencia de que, para evitar las interferencias que pueda causar
la transmision de la radiacion incidente sobre la muestra, se sitla el sistema de
deteccién en angulo recto respecto a la luz incidente.™



Estado excitado, S;

T S Conversion interna
Estado excitado, 5
Foton absorbido - Foton emitido: fluorescencia
Estado fundamental, S,
Nonsier in Cuverie Excirends

straal

Fluirescenlie

Lichibron Detecton

Figura 5. Esquema del fundamento de la espectroscopia de fluorescencia.

El pireno es un fluoréforo hidrofdbico con propiedades fotofisicas Unicas. Presenta un
espectro vibracional resuelto caracteristico muy sensible al entorno. La relacion de
intensidades de dos bandas vibracional de su espectro de emision fluorescente permite
estimar la polaridad del medio. Las bandas tipicamente utilizadas son la primera y la
tercera, a 371 nm y 382 nm, respectivamente. El pireno tiene una alta afinidad para las
micelas de tensioactivos. El cambio en la relacion de las bandas vibracionales al pasar
del medio acuoso al interior menos polar de las micelas es muy frecuentemente utilizado
para detectar la formacion de micelas.?°

I
] O -— Monomer
Ground stated pyrene ~0 !y Excimer
Ex: 345 nm . Monomer g
\ v fluorescence =
f Em: 375 nm 2
S 5
g
Excited pyrene ‘E \\
Ex: 345 nm Excimer —
x & fluorescence T T - T \
f Em: 475 nm 400 500 600
@ @ > Wavclength (nm)
SS
Dimeric pyrene

Figura 6. Estructura del pireno y espectro de emision fluorescente.
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2. Objetivos
* Sintetizar (valPhe),Cst y [(CHs)sValPhe],Cst

(ValPhe),Cst

O
H3C

HsC CH:| o

(ValPhe),Cst

[(CHs)sValPhe],Cst

P
FILF
‘ o
>Nf\N \/\SS\/\ \HI+ F
F'IDF
F,\:F

[(CH3);ValPhel,Cst

- Sintetizar los compuestos (PTAC),Put y (PTAC).Cst
(PTAC).Putrescina
H3C:N+/\/\NJ\/\N/\/\/N\/\H/ N\/\/N\CH3

| |
HaC CHs H H 0

(PTAC) Put

(PTAC):Cistamina

O H H CH

| +éH3

/\/\N)J\/\N/\/S\S/\/N\/\H/N\/\/N CH3
|

|
HSC CHs H H 0

(PTAC),Cst

» Estudiar la formacion de agregados en medio acuoso de estos compuestos
utilizando pireno como sonda fluorescente
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Resultados y discusion
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3. Resultados y discusion
Sintesis de (ValPhe)2Cst y [(CHs)sValPhe]2Cst

Oy
1 O O
O& N=C=N [—.
BN oH o+ N7=0 ¥ Q ¢
HaC 0 HO A HN  O-N
HsC o ) " Boc
HoC N-Hydroxysuccinimide N,N'-diciclohexilcarbodiimida 0o
Boc.Phe-OH BocPheOSu
+
J*
0] o]
HiC H H CHa B NHz* CF -~
o) -+ AN + H,C™ N
He YN H/\/S\S/\/N HJL0+CH3 - CI7HN 3 4
H,C ] (¢} CHs 2 Cystamine dihydrochloride CHs
Triethylamine
(Boc-Phe),Cst

E OH
F
Boc-Val-Osu

C_CH
HN §
P ? /\/S N NH, . HC™ 0N O
0
o

Trifluoroacetic Acid (H-Phe),Cst

HsC._CHs HgC
P CHB
/\/S S/\/ NH2 /’\ /U\ /\/S‘S/\/
CH 5 HyC '_9 CH3
3 H.C CH3
3

HoN
o]
(H-Val-Phe),Cst
(Boc-Val-Phe),Cst
+
o o K* F o HH3C CH, s
HC— o+ :<O_ . . NfL N\/\S s\/\ N L\ Chs
| “CHy
O HC
lodomethane Potassium Carbonate H,C ¢
,J; ((CHg)3-Val-Phe),Cst-2I
F |l _F
K
F/\\F +
F H,C_ CHs G
C Hs H Y H F K*
HCo T, N s N CH - |
N N \/\S P V\N N* 3 7 \P/
HaC” H H | “CHs F s
0 0 HC FolF L
H,C” “CHa F/Fl’ F
F F Potassium hexafluorophosphate

[(CHz);ValPhe],Cst

Esquema 10. Reactivos y condiciones en la sintesis de (ValPhe)2Cst y [(CH3)3ValPhe]-Cst
A)5°C, 2 horas, B)55°C, 24 horas, THF, C) 24 horas, diclorometano, D)5°C, 24 horas, THF, E)
24 horas, TFA, F) temperatura ambiente, 24 horas, acetonitrilo G)24 horas, temperatura

ambiente, acetonitrilo.
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El paso 1 es en la activacion de BocPheOH, el producto es el compuesto BocValOsu.
El paso 2 corresponde al ataque nucleofilico de BocPheOSu a la cistamina para formar
un enlace peptidico, el producto es BocPheCst. El paso 3 consiste en la desproteccién
del grupo amino con acido trifluoroacético, obteniéndose el siguiente producto (H-
Phe).Cst. El paso 4 es otro ataque nucleofilico de (H-Phe):Cts al BocValOSu para
formar un enlace peptidico, en este caso el producto es (Boc-Val-Phe)2Cst. El paso 5
consiste en la desproteccion del grupo amino de la Valina mediante una hidrogendlisis,
obteniéndose como producto (H-Val-Phe)2Cst. El paso 6 indica corresponde a la
trimetilacion de la amina obteniéndose como producto ((CHs)sValPheCst-2l. El paso 7
que corresponde al paso final es el intercambio del anion yoduro por hexafluorofosfato
obteniéndose como producto final el ((CHs)sValPheCst. El rendimiento global de la
sintesis fue de 35%

El espectro de 'H RMN del compuesto (ValPhe).Cst, muestra que se ha obtenido con
pureza aceptable. Puede, por ejemplo, observarse la presencia dos senales de amida a
aproximadamente 8.2 ppm y 7.3 ppm que corresponden, respectivamente a los protones
unidos a los atomos de N de los amino&cidos valina y fenilalanina.

N\
33
w
3
H. CH; 3r N
3(8:\6/7 o . o
l i | i
2 NH 10. _ 24 2 38
N/ N N Ny 20\21/2%\ s N 8 ~ l\1lH2
2 11 2 30
\l
(¢] 13, 19 o 2~
5 N AN 2 " C/ gHs
o
15 7
16
7,8
[ |swen Jf / S

18,19
20,21,31

84

2.46 {
4.89 ;TI

©
N
)

4

W
~ S
< o
< —

T T T T T T T T T T T T T T
95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0 -05 -1.0
f1 (ppm)

'
LN

Figura 7."H RMN (CDCl,) de (ValPhe).Cst
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El espectro de '"H RMN del compuesto [(CHs)sValPhe].Cst muestra que se ha obtenido
con pureza aceptable después de la realizacién de varias columnas para purificar el

compuesto final.

Puede observarse, por ejemplo,

la presencia de un singulete a

aproximadamente 3.0 ppm que integra18 hidrogenos correspondientes a los metilos

introducidos.
MJA_7 (10-20) F
52
Y F
57 53 21
/sﬁ\ 227 \zo
£ i o
55 AN Y ik C\ /49 3
fe) 16 18 [¢]
AN i Lo
30. —
3/’;‘+\4/8\ NH 2\13/”&23/ \3/2%\27/ SN e W
HsC ‘ ) Il % 29 “ CHa £
37 [¢] H. C i
PR c 12 s / 36 P 5\ P/ 6'2
HsC St = /88N
"O\\ 3 & 'F &
a— 4{/ &
X
f /] o J J // e
1,3,11
16,23
6,7
18,19,20, !
21,22
0 4 24
L 5
o n o) ) S ® ® S
=] - e - o 2 < ~
- N ~ % - & o —
T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5

3.2

4.0
f1 (ppm)

Figura 8."H RMN (MeOD) de [(CH;)sValPhe].Cst

Sintesis de (PTAC)2Put y (PTAC)2Cst
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Antes de realizar la sintesis de (PTAC)2Put y (PTAC)2Cst se llevo a cabo una sintesis
donde se utilizé la N-propilamina comprobar la factibilidad de la adiciéon conjugada al
ATAC, como se observa en el esquema 11.

Hs;C

n-Propylamine

CHgs

CH

ATAC /_/

HaC
N,N,N-trimethyl-4-(3-

N*CH,
fﬁ CHa

(propylamino)propanamido)butan-1-aminium

Esquema 11. Sintesis de (PTAC)-n-Propilamina
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En el espectro '"H RMN del compuesto (PTAC)-n-Propilamina se puede observar la
ausencia de senales vinilicas y que se han transformados en senales de hidrégeno
correspondientes a atomos de carbono saturados. El espectro, correspondiente al crudo
de reaccion confirma que la reaccién ha funcionado y que la adicion conjugada de
aminas al doble enlace conjugado del ATAC es factible.

CH.
“*12 3
18— N — CHj
Mn, 13
16— 17 CHa

NH— 15

12,13,14 /

—

.0
~N
w
3
164% o \
2 12{

cE S £3r) g
3.1 2.4 1.7 1.0
f1 (ppm)

Figura 9. '"H RMN (DMSOQ) de (PTAC)-N-Propilamina

» (PTAC):Putrescina se obtuvo por reaccion de la 1,4-diaminobutano con el
ATAC siguiendo el procedimiento mostrado en el Esquema 12. El proceso

implica un solo paso.

@]
H>N
HZCQLN/\/\N@H?, . NN,
H |, CHs
CH3 1,4-Diaminobutane
ATAC
: oW om
H3C\N+/\/\N)J\/\N/\/\/N\/\[(N\/\/l’\ltCH
H,C™ ) | | H,;C 3
CHs H H O

Esquema 12. Sintesis de (PTAC)2Put
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El espectro de 'H RMN del compuesto (PTAC).Putrescina, muestra de nuevo que el
crudo de reaccién presenta una pureza aceptable, no observandose senales
importantes de subproductos ni material de partida.

0 H H H.
H 21 27 g s

.
Hy + B \/\/\/N\/\/N\/\/N
C\ \e/\ - \ / N 197 20 "7 24~ 25 T8 30 3‘\CH
H3C ?

14 H
Ch H o

15 26

HC 34

©T ~»Z

3,45

Yo Ve e e

13 "
7 16 17
6

e — R — —r
3.5 3.2 2.9 2.6 2.3 2.0 1.7 1.4
f1 (ppm)

Figura 10."H RMN (D,0) de (PTAC),Putrescina

* (PTAC):Cst se obtuvo por reaccion de la cistamina con el ATAC siguiendo el
procedimiento mostrado en el Esquema 13. El primer paso consiste en la
conversion del clorhidrato de cistamina en cistamina en forma de amina libre. El
segundo paso consiste en el ataque nucleofilico de la cistamina al ATAC para
obtener el compuesto (PTAC).Cst.

0
HZCQkN,H

S. NH
H2N/\/ g 2 + KL
Cistamina N 833
CH3 3

3-acrylamido-N,N,N-trimethylpropan-1-aminium

0 H H CHs
|
HsC. N+/\/\NJ\/\N/\/S\S/\/NV\H/N\/\/’ “CH,
H3C |
CHs H H o)

Esquema 13. Sintesis de (PTAC)-Cst
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Al igual que los casos anteriores, el espectro de 'H RMN del compuesto
(PTAC):Cistamina, muestra que se ha obtenido con pureza aceptable.

3,45

30 IV S

0] H H
A 2 5
Hs _2 7. 10, 13 16 S 20, N 25, N 31 N
N N BN TN TN TN SN SN s
g:\NJ' \5/ \N/ Sy N 17 18 g 217 22 T3 26" 27 T30 32
- 8 14 19 ‘
HC | i i
4 CHs H H 0
5 9 15 8

g

BcH,
H, e *
36

11
U h 6
AN
L T o T
3.2 2.9 2.6 2.3 2.0 1.7 1.4

f1 (ppm)
Figura 11."H RMN (D,0) de (PTAC),Cistamina

Hay que tener en cuenta que en los productos finales de las reacciones con ATAC final
hay agua presente originalmente en el reactivo comercial, que se suministra al 75% de
concentracion en peso en agua. Para evaluar la concentracion del producto en el crudo
de reaccion se realiz6 un estudio de RMN, utilizando como patrdn de integracién ftalato
acido de potasio. Se prepard una muestra con cantidades medidas con precision de
décimas de miligramo de ftalato y el crudo de reaccion. La concentracion calculada de
esta manera fue de 77% en peso para el compuesto(PTAC),Cistamina y 68% para el
compuesto (PTAC),Putrescina

En los siguientes espectros de RMN se pueden observar las sefales utilizadas para la
integracion necesaria para calcular el contenido de producto en los crudos de reaccién.
Las senales del ftalato acido de potasio aparecen a aproximadamente 7.4 ppm, y por
otro lado aparece la banda més caracteristica del compuesto (PTAC),Putrescina la cual
aparece aproximadamente en 2 ppm.

22



_J

1347.94

100.00 %:

70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05
f1 (ppm)

~
n

Figura 12."H RMN de
(PTAC),Putrescina y ftalato como patréon de integracion (sefales aromaticas).

a
i "
S ry
7.5 6.5 5.5 4.5 3.5 2.5 1.5 0.5
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Figura 13."H RMN de

(PTAC),Cistamina y ftalato como patron de integraciéon (sefiales aromaticas)

3.3. Sintesis de acido 3-(trimetilamino) propidénico

Se planteo la sintesis de este compuesto para obtener un sintén que
permitiese obtener compuestos con la unidad trimetilamonio mediante acilacion. La
obtencién del &cido 3-(trimetilamino) propidnico siguiendo el procedimiento descrito
en la bibliografia® fue exitosa. Sin embargo, los ensayos iniciales de la formacion
de amidas a partir de este compuesto no funcionaron y no se han incluido en esta
memoria.
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I Etanol HAC OH
e N\ 3 b
/\)k H,C™ CHj —_— H C,N*W
Br OH + 3 CH3 0
3-bromopropanoic acid . . ) . S .
Trimethylamine N-trimethyl-3-aminopropionic acid bromide

Esquema 14. Sintesis del acido 3-(trimetilamino) propidénico

El espectro 'H RMN del compuesto acido 3-(trimetilamino)propionicose obtuvo de
manera aceptable ya que se observa claramente que las sefales tipicas de esta
molécula se encuentran presentes, tales como, la sefal de los metilos terminales unidos
al nitrégeno que integran para 9 hidrégenos y aparece aproximadamente en 3,1 ppm.
Las demas sefales corresponden a los carbonos de la cadena principal los cuales
integran todos para 2 hidrégenos, con esto se deduce que el compuesto se encuentra
puro y tiene un espectro similar al que encuentra en la bibliografia.

+/5\ /7\ /OH
|
SHy °
13,4
S e e
7
5
L i e
I g X
5.0 4.7 4.4 4.1 3.8 3.5 3.2 2.9
f1 (ppm)

Figura 14."H RMN (MeOD) de Bromuro de &cido N-trimetil-3-aminopropionico

3.4. Determinacion de la concentracion critica micelar

La concentracion critica micelar (CMC) es una de las propiedades esenciales de los
surfactantes, definida como la concentracion de surfactante en un disolvente por encima
de la cual las micelas se forman de forma espontanea. Cuanto mas por encima de esta
concentracion, mayor numero de micelas se formaran. Esta concentracién critica
depende de la naturaleza tanto del surfactante como del disolvente, asi como de otras
propiedades fisicas como la temperatura. Una de las formas de determinar esta
propiedad es por medio de la fluorescencia, utilizando una sonda fluorescente
hidrofébica que exhiba distintas caracteristicas fluorescentes dependiendo de las
propiedades del medio de disolucion. Un ejemplo de ello es el pireno, el cual es sensible
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a la polaridad del medio y muestra un comportamiento fluorescente distinto en
soluciones micelares y no micelares.?

La concentracion critica de agregacion se determin6 mediante la medida de la
fluorescencia de una disoluciondeiuM de pireno en presencia de distintas
concentraciones del compuesto estudiado en un tampén de PBS 0.1 M a pH 7.4. Los
valores obtenidos fueron respectivamente de 3,4 mg/mL para (ValPhe):Cst y
0,5mg/mL para [(CHs)s;ValPhe]:Cst.

A continuacion, se muestran los espectros de emisién fluorescente obtenidos y la
representacion grafica de la intensidad relativa de los picos (l1/1s). Puede observarse que
la intensidad de emision disminuye con el aumento de la concentracién del compuesto
estudiado en todos los casos. Esto es debido al “quencheo” parcial de la emision
fluorescente causado probablemente por los grupos disulfuro y amonio.

e (ValPhe):Cst

8000

6000~

Int. 4000~

2000~

Mas concentracion

400 450
Wavelength [nm]

Grafica 1. Superposicion de espectros de fluorescencia del pireno obtenidos para
distintas concentraciones de (ValPhe).Cst
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Grafica 2. Concentracion (ValPhe).Cstvs Ratio 11/13 de la fluorescencia del pireno

[(CH:s)sValPhe]-Cst
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Grafica 3. Superposicion de espectros de fluorescencia del pireno obtenidos para
distintas concentraciones de [(CHs);ValPhe].Cst
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Grafica 4. Concentracion [(CHs)sValPhe]:Cst vs Ratio 11/I3 de la fluorescencia del
pireno

De igual manera, se determinaron la concentracion critica de agregacién de (PTAC):Put
y (PTAC)2Cst, con valores respectivamente de 1,2 mg/mL y 4,7 mg/mL.

* (PTAC)2Put

6000

a0 Mas concentracidon

2000

1] . n
350 400 450 470
Wavelength [nm]

Grafica 5. Superposicion de espectros de fluorescencia del pireno obtenidos para
distintas concentraciones de (PTAC)2Put
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Grafica 6. Concentracion (PTAC):Put de vs Ratio 11/I3 de la fluorescencia del pireno
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Grafica 7.Superposicion de espectros de fluorescencia del pireno obtenidos para
distintas concentraciones de (PTAC).Cst
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Grafica 8. Concentracion de (PTAC)2Cst vs Ratio 11/13 de la fluorescencia del pireno
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4. Conclusiones
» Se han sintetizado y caracterizado los siguientes compuestos:

CHs

fﬁ CHs
HN

N—H HsC., ., OH
Vand HyC” | N W

H;C CHj O
ATAC-N-Propilamina N-trimethyl-3-aminopropionic acid bromide

" F
FP
F

HaC CH3 “LF
0]
N/\/S S/\/ )t )ij\ N\/\S/S\/\N N 7‘—:
l : (0] ] 0]

F
CH3 F\|7,F
F/I\:\F
(ValPhe),Cst [(CH3);ValPhe],Cst
ooy,
3
HaC ’\/\N)J\/\ /\/\/N\/\rrN\/\/'\r:C,_|3
H3C™ )
CHs H H 0
(PTAC)2Put
0] |T| H CHé
S< N N N+
H3C |
CHj H H o
(PTAC),Cst

* Se ha determinado la concentracion critica micelar para los
siguientes compuestos:

Tabla. CMC de los compuestos sintetizados.

Compuesto CMC (mg/mL)
(ValPhe):Cst 3,4
[(CH;s);ValPhe]:Cst 0,5
(PTAC)2Putrescina 1,2
(PTAC):Cistamina 4,7
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5. Seccidén experimental
* Sintesis de Boc-Phe-Osu

o O

HN\ O-N
Boc
O

BocPheOSu

Se disuelve Boc-Phe-OH (8.000 g, 0.030 mol, 1.000 eq) y N-Hydroxysuccinimide (3.506
g, 0.030 mol, 1.000 eq)en 40 mL de THF y se pone en un bafo de hielo con agitacion y
en atm=N.. Tras 10 min, se le afade gota a gota, mediante un embudo de adicion
compensada, una disolucién de DCC (6.222 g, 0.030 mol, 1.000 eq) en 50 mL de THF.
Se mantiene en agitacion durante 1h, en bafio de hielo y atm=N.. Tras ese tiempo se le
pone un septum al matraz y se guarda en el congelador durante todo el fin de semana.

Work up: se filtra en frio, el s6lido se deshecha (DCU) y las aguas se concentran en el
rota vapor, obteniéndose un precipitado, secarlo a vacio. El solido se cristaliza en
isopropanol (100mL a 100°C). Filtrar a vacio y dejar secar en la estufa (rendimiento
65,7%); el espectro RMN fue consistente con el descrito en la literatura.

H NMR (400 MHz, CDCl3) 5 6.88 — 6.74 (m, 5H), 4.45 (d, J = 21.5 Hz, 1H), 2.77 (ddd,
J=19.3,14.1,5.7 Hz, 2H), 2.38 (s, 4H), 1.25 — 1.03 (m, 2H), 0.94 (s, 9H).

* Sintesis de Boc-PheCst

O 0
HsC H H CHs
O N S. Niﬁ g Jr
Hsc)f I ﬁ/\/ S 1 N"~0T~CHs

CHj
(Boc-Phe),Cst

Se disuelve la cistamina (0,932 g, 4,139 moles, 1,000 eq) en 40mL de THF y se adiciona
1,15mL de ET;N (0,838 g, 0,728 mL, 0,828 moles, 2,000 eq) la mezcla se mantiene en
agitacion durante 10 minutos a temperatura ambiente. se anade gota a gota, mediante
un embudo de adicibn compensada, una disolucion de BocPheOsu (2,287 g, 8,278
moles, 2,000 eq) en 55 mL de THF. la reaccién se mantiene en agitacion a 55°C y en
una atmésfera = Nz durante la noche.

Al dia siguiente se rota evapora, se filtra al vacio, se realizaron lavados con agua
destilada y NaOH 0,1 M en igual cantidad y lavados solo con agua destilada hasta
alcanzar un pH = 7 (neutro); finalmente se colocé el sélido en la estufa de vacio a 50°C
y se 24 horas. (Rendimiento 82,7%)
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H NMR (500 MHz, CDCl5) 5 7.48 — 7.04 (m, 10H), 4.37 (d, J = 85.6 Hz, 2H), 3.41 (dd,
J = 65.6, 35.4 Hz, 4H), 3.12 (d, J = 75.9 Hz, 4H), 2.62 (dd, J = 65.1, 21.1 Hz, 4H), 1.57
—1.26 (m, 18H).

+ Sintesis de (H-Phe)2Cst

(H-Phe),Cst

Se disuelven los 2.214 gramos (3,423 moles, 1,000 eq) de Boc-PheCst con 10 mL de
diclorometano y se ponen mediante agitacion con atmésfera de nitrégeno y se le
adiciona 13 mL de TFA mediante jeringa dejando reaccionar por 24 horas.

Pasado el tiempo se rota evapora hasta obtener un aceite. Seguidamente se le adiciono
agua destilada y se coloc6 en el ultrasonido para disolver el aceite y se adiciono un
NaOH 1 M hasta que se observé la precipitacion de un sélido blanco que se separd por
filtracién. (Rendimiento 78,5%)

H NMR (400 MHz, CDCls) 5 9.10 (d, J = 39.3 Hz,2H), 8.86 — 8.62 (m, 12H), 4.86 — 4.59
(m, 4H), 4.28 (dq, J = 14.5, 7.2 Hz,4H), 4.21 — 4.04 (m, 4H), 2.94 (d, J = 20.2 Hz, 4H).

» Sintesis de (Boc-Val-Phe)2Cst

HsC

HSC>‘\ )J\ /\/S S/\/ in CH,3
T Ters

(Boc-Val-Phe),Cst

Se adiciona 1,2 gramos (2,687 moles, 1,000 eq) de (H-Phe)2Cst y se disuelven con 50
mL de THF. Se pone en agitacion a 55°C, se adiciona gota a gota con embudo una
disolucién de 1,689 gramos (5,374 moles, 2,000 eq) de Boc-Val-Osu y 30 mL de THF,
se pone en atmosfera de nitrégeno y se deja 24 horas.

Al dia siguiente se rota evapora donde se observa la formacion de un gel, el cual se le
adiciona una disolucién 50 mL de HCI y se coloca en el ultrasonido para obtener un
sélido el cual sera seguidamente filtrado y lavado con agua destilada hasta obtener un
pH = 7. (Rendimiento 97.3%)

H NMR (300 MHz, CDCls) 5 7.34 — 7.18 (m, 10H), 4.89 (dd, J = 15.3, 7.4 Hz, 2H), 4.25
—3.26 (m, 7H), 3.10 — 2.95 (m, 4H), 2.60 (ddd, J = 28.3, 13.5, 6.9 Hz, 4H), 2.07 (tt, J =
21.2, 10.6 Hz, 2H), 1.45 — 1.28 (m, 18H), 0.96 — 0.70 (m, 12H).
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» Sintesis de (Val-Phe)2Cst

H3C CH3

(H-Val-Phe),Cst

Se pesaron 2.209 gramos (2,614 moles, 1,000 eq) de (Boc-Val-Phe).Cst, se adicionaron
10 mL de diclorometano y seguidamente 10 mL de TFA con jeringa, por 24 horas en
atmosfera de nitrégeno.

Pasado el tiempo se rota evapora, se obtuvo un aceite que se disuelve con agua, se le
adiciona NaOH 1 M para precipitar el compuesto como un sélido que se separa por
filtracién. (rendimiento95 %)

H NMR (300 MHz, CDCls) 5 8.23 (dd, J = 27.9, 8.5 Hz, 2H), 7.59 — 7.49 (m, 11H), 5.32
— 4.77 (m, 2H), 3.59 — 3.44 (m, 4H), 3.38 — 3.19 (m, 2H), 3.06 — 2.88 (m, 4H), 2.66 —
2.02 (m, 4H), 1.30 — 0.87 (m, 12H).

» Sintesis de ((CHs)sVal-Phe)2 Cst-2I

HsC CH3 -
H3C N+ \/\S SV\ \Hl +CHs
“CHj

H3C CH3
((CH3)3-Val-Phe),Cst-2I

Se disolvi6 (H-Val-Phe).Cst (1,850 g, 0,003 moles, 1,000 eq) y K-COs (3,965 g, 0,029
moles, 10,000 eq) en MeCN y se adiciono Mel (4,072 g, 0,029 moles, 10,000 eq). La
reaccion se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente y en atmésfera de nitrégeno
por 24 horas

Work up: Eliminar el carbonato por filtracion y evaporar el disolvente, formandose un
solido blanquecino. (rendimiento 97%)

H NMR (300 MHz, MeOD) 5 7.35 — 7.04 (m, 10H), 4.74 (s, 2H), 3.85 — 3.60 (m, 2H),
3.53 — 3.32 (m, 4H), 3.06 (ddd, J = 12.3, 10.3, 3.6 Hz, 4H), 2.93 — 2.83 (m, 18H), 2.78 —
2.60 (m, 4H), 2.40 (dtd, J = 13.8, 6.9, 2.7 Hz, 2H), 1.22 — 0.89 (m, 12H).
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» Sintesis de [(CHs)sValPhe]-Cst

F

\
\
F \
CH3

HsC CH3
[(CHg)sPheVal],Cst

Se disuelve ((CHs)sVal-Phe).Cst-21 (2,730 g, 0,003 moles, 1,000 eq) en acetonitrilo (2.3
mL) y se adiciona Hexafluorurofosfato de potasio (1,145 g, 0,006 moles, 2,000 eq) Se
deja en agitacion y a temperatura ambiente durante toda la noche.

Work up: filtrar a vacio y evaporar el disolvente en el rota vapor, obteniéndose un sélido
blanco. Se deja secar el solido, Se realizan separacién cromatografica para purificar el
producto (metanol-acetato de etilo) (rendimiento 35,3%)

H NMR (300 MHz, MeOD) & 7.47 — 7.04 (m, 10H), 5.07 — 4.78 (m, 2H), 3.92 — 3.61 (m
2H), 3.38 (ddt, J= 14.9, 3.3, 1.7 Hz, 8H), 3.16 — 2.88 (m, 18H), 2.89 — 2.71 (m, 4H), 2.56
—2.38 (m, 2H), 1.36 — 0.83 (m, 12H).

5.1. Sintesis de Bromuro de acido N-trimetil-3-aminopropionico
(Acetonitrilo)

HaC. v OH
H,C™ )
€ CHs o)

N-trimethyl-3-aminopropionic acid bromide

Se peso 1 gramo (0,007 moles, 1,000 eq) de acido 3-bromopropionico y se adiciono 5
mL de acetonitrilo, seguidamente se adiciono 2,5 mL (1,171 g, 0,007 moles, 1,000 eq)
de trimetilamina y se dej6 en agitacion a temperatura ambiente hasta el dia siguiente
se rota evaporé y se observo la formacion de un sélido blanco y se puso a secar a vacio.
(Rendimiento 100%)

H NMR (400 MHz, MeOD) 5 3.72 — 3.63 (m, 2H), 3.37 — 3.26 (m, 2H), 3.18 (s, 9H), 2.88
(ddd, J = 8.7, 2.8, 1.4 Hz, 2H).
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5.2. Sintesis de N,N,N-trimethyl-2-((3 (propylamino) propanoyl)oxy)
ethanaminium

CHs

N*-CHs
4/_/7 CHa
HN

ATAC-N-Propilamina

Se pusieron 2,8 mL(2,010 g, 0,034 moles, 1,000 eq) de propilamina y se adiciono 5,2
mL (5,772 g, 0,025 moles, 0,743 eq) de ATAC se puso en bafno de hielo toda la noche
en agitacion, al dia siguiente se rota evapor6 hasta disminuir su volumen, se tomé el
espectro RMN en DMSO deuterado.

H NMR (300 MHz, DMSO) & 0.97 — 0.87 (m, 2H), 0.84 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 0.68 (s, 9H),
0.41 — 0.29 (m, 2H), 0.08 (dd, J = 8.3, 6.3 Hz, 2H), -0.35 — -0.54 (m, 2H), -0.90 — -1.06
(m, 2H), -1.51 —-1.63 (m, 2H).

5.3. Sintesis de N',N',N',N20,N?°-hexamethyl-5,16-diox0-4,8,13,17-
tetraazaicosane-1,20-diaminium

O H H CH;
| | |
H3C\ R N )J\/\ /\/\/N N\/\/Nt
°N N N \/\W I “CHs
H;C™ | I I H;C
CH; H H 0]
(PTAC),Putrescina

Se adiciono 11.437gramos (10,3 mL, 50,087 moles, 2,00 eq) de ATAC junto con 2,230
gramos (2,5 mL, 25,044 moles, 1,000 eq) 1,4-diamonobutano y se coloc6 en bafo de
hielo 24 horas.

H NMR (300 MHz, D-0) & 3.35 — 3.23 (m, 4H), 3.24 — 3.15 (m, 4H), 3.05 (s, 18H),
2.83 — 2.68 (m, 4H), 2.49 (d, J = 5.6 Hz, 4H), 2.37 (t, J = 7.1 Hz, 4H), 2.04 — 1.84 (m,
4H), 1.40 (s, 4H).

H NMR (300 MHz, DMSO) & 8.60 — 8.19 (m, 1H), 3.58 — 3.23 (m, 8H), 3.24 — 2.92 (m,
18H), 2.83 — 2.58 (m, 4H), 2.51 — 2.39 (m, 4H), 2.20 (dd, J = 30.5, 23.6 Hz, 4H), 2.02 —
1.60 (m, 4H), 1.33 (ddd, J = 16.6, 8.9, 2.9 Hz, 4H).
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5.4. Sintesis de N',N',N',N22,N?2)N22-hexamethyl-5,18-dioxo-11,12-dithia-
4,8,15,19-tetraazadocosane-1,22-diaminium.

O H H CHs
| |
H3C\ N )k/\ /\/S\ /\/N N\/\/Nt
>N N N S ~ | “CHs
HaC™ | ! ! CHs
CHs H H @)
(PTAC),Cistamina

Se adiciono 2 gramos (2,5 mL, 0,012 moles, 2,222 eq) de (ATAC) con cistamina (0,840
g, 0,006 moles, 1,000 eq) y se colocé en bafno de hielo hasta el siguiente dia.

H NMR (500 MHz, D-0) 5 2.98 — 2.92 (m, 4H), 2.91 — 2.86 (m, 4H), 2.72 (s, 18H), 2.56
—2.49 (m, 4H), 2.47 — 2.40 (m, 8H), 2.05 (1, J = 6.8 Hz, 4H), 1.68 — 1.58 (m, 4H).

H NMR (300 MHz, DMSO) & 8.40 (dt, J = 11.4, 5.7 Hz, 2H), 3.40 — 3.31 (m, 8H), 3.17 —
2.98 (m, 18H), 2.83 — 2.43 (m, 12H), 2.25 (t, J = 6.7 Hz, 4H), 1.82 (it, J = 21.7, 10.8 Hz,
4H).

5.5. Procedimiento de preparacion muestras para fluorescencia

Todas las mediciones de fluorescencia se realizaron en cubetas de trayectoria dptica de
10 mm en un espectro fluorémetro JASCO FP-8300 a 25 °C. Se prepard una solucion
de 1 uM de pireno diluyendo 475 uL de una disolucion de pireno de 53 uM en THF en
tampon PBS pH=7,4.
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7. Anexos

7.1. ESPECTROS RMN

7.1.1. Sintesis de Boc-Phe-Osu
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Figura 15."H RMN (CDC!3) de Boc-Phe-Osu

H NMR (400 MHz, CDCls) & 6.88 — 6.74 (m, 5H), 4.45 (d, J = 21.5 Hz, 1H), 2.77 (ddd,
J=19.3,14.1,5.7 Hz, 2H), 2.38 (s, 4H), 1.25 — 1.03 (m, 2H), 0.94 (s, 9H).
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7.1.2. Sintesis de (Boc-Phe).Cst
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Figura 16."H RMN (CDC!5) de (Boc-Phe).Cst

"H NMR (500 MHz, CDCls) 5 7.48 — 7.04 (m, 10H), 4.37 (d, J = 85.6 Hz, 2H), 3.41 (dd,
J=65.6, 35.4 Hz, 4H), 3.12 (d, J = 75.9 Hz, 4H), 2.62 (dd, J = 65.1, 21.1 Hz, 4H), 1.57

—1.26 (m, 18H).
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7.1.3. Sintesis de (H-Phe).Cst
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Figura 17."H RMN (CDCl5) de (H-Phe)-Cst

H NMR (400 MHz, CDCls) 5 9.10 (d, J = 39.3 Hz,2H), 8.86 — 8.62 (m, 12H), 4.86 — 4.59
(m, 4H), 4.28 (dq, J = 14.5, 7.2 Hz,4H), 4.21 — 4.04 (m, 4H), 2.94 (d, J = 20.2 Hz, 4H).
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7.1.4. Sintesis de (Boc-Val-Phe).Cst
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Figura 18."H RMN (CDCl5) de (Boc-Val-Phe)-Cst

'H NMR (300 MHz, CDCls) 5 7.34 — 7.18 (m, 10H), 4.89 (dd, J = 15.3, 7.4 Hz, 2H), 4.25
—3.26 (m, 7H), 3.10 — 2.95 (m, 4H), 2.60 (ddd, J = 28.3, 13.5, 6.9 Hz, 4H), 2.07 (tt, J =
21.2, 10.6 Hz, 2H), 1.45 — 1.28 (m, 18H), 0.96 — 0.70 (m, 12H).
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7.1.5. Sintesis de (H-Val-Phe).Cst
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Figura 19."H RMN (CDCl;) de (H-Val-Phe).Cst

2.02 (m, 4H), 1.30 — 0.87 (m, 12H).
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7.1.6. Sintesis de ((CHs)s-Val-Phe):Cst-2I
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Figura 20."H RMN (MeOD) de ((CHs)s-Val-Phe)-Cst-2I

H NMR (300 MHz, MeOD) 5 7.35 — 7.04 (m, 10H), 4.74 (s, 2H), 3.85 — 3.60 (m, 2H),
3.53 — 3.32 (m, 4H), 3.06 (ddd, J = 12.3, 10.3, 3.6 Hz, 4H), 2.93 — 2.83 (m, 18H), 2.78 —
2.60 (m, 4H), 2.40 (dtd, J = 13.8, 6.9, 2.7 Hz, 2H), 1.22 — 0.89 (m, 12H).
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7.1.7. Sintesis de ((CHs)s;-Val-Phe).Cst
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Figura 21."H RMN (MeOD) de ((CHs)s-Val-Phe).Cst
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'"H NMR (300 MHz, MeOD) 5 7.47 — 7.04 (m, 10H), 5.07 — 4.78 (m, 2H), 3.92 — 3.61 (m,
2H), 3.38 (ddt, J=14.9, 3.3, 1.7 Hz, 8H), 3.16 — 2.88 (m, 18H), 2.89 —2.71 (m, 4H), 2.56

—2.38 (m, 2H), 1.36 — 0.83 (m, 12H).
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7.1.8. Sintesis de 5-carboxipentil(trimetil)azanio
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Figura 22."H RMN (DMSO) de 5-carboxipentil(trimetil)azanio

H NMR (300 MHz, DMSO) 5 3.34 — 3.16 (m, 2H), 3.03 (s, 9H), 2.40 — 2.19 (m, 2H), 1.77
—1.62 (m, 2H), 1.55 (dt, J = 15.7, 7.9 Hz, 2H), 1.37 — 1.17 (m, 2H).
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7.1.9. Sintesis de Bromuro de acido N-trimetil-3-aminopropionico

Hj
P 7 OH
o A
GHs 2 s
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e e e
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4.8 4.5 4.2 3.9 3.6 3.3 3.0 2.7

f1 (ppm)
Figura 23."H RMN (MeOD) de Bromuro de &cido N-trimetil-3-aminopropionico

'H NMR (300 MHz, MeOD) & 3.76 — 3.56 (m, 2H), 3.31 (dt, J = 3.3, 1.6 Hz, 2H), 3.15
(s, 9H), 2.85 — 2.69 (m, 2H).
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7.1.10. Sintesis de(PTAC)-N-Propilamina
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Figura 24. '"H RMN (DMSQO) de PTAC-N-Propilamina

'H NMR (300 MHz, DMSO) 5 3.21 — 3.09 (m, 2H), 3.06 (d, J= 6.7 Hz, 2H), 2.90 (s, 9H),
2.67 —2.52 (m, 2H), 2.30 (dd, J = 8.3, 6.3 Hz, 2H), 2.27 —2.10 (m, 2H), 1.89 — 1.68 (m,

2H), 1.29 — 1.13 (m, 2H), 0.69 — 0.56 (m, 2H).
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7.1.11. Sintesis N',N',N'",N?°,N*-hexamethyl-5,16-dioxo-4,8,13,17-tetraazaicosane-
1,20-diaminium ((PTAC).Putrescina)
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Figura 25. '"H RMN (D,0) de (PTAC),Putrescina

'H NMR (300 MHz, D20) & 3.35 — 3.23 (m, 4H), 3.24 — 3.15 (m, 4H), 3.05 (s, 18H),
2.83 -2.68 (m, 4H), 2.49 (d, J=5.6 Hz, 4H), 2.37 (t, J= 7.1 Hz, 4H), 2.04 — 1.84 (m,
4H), 1.40 (s, 4H).
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Figura 26."H RMN (DMSO) de (PTAC),Putrescina

H NMR (300 MHz, DMSO) & 8.60 — 8.19 (m, 1H), 3.58 — 3.23 (m, 8H), 3.24 — 2.92 (m,
18H), 2.83 — 2.58 (m, 4H), 2.51 — 2.39 (m, 4H), 2.20 (dd, J = 30.5, 23.6 Hz, 4H), 2.02 —
1.60 (m, 4H), 1.33 (ddd, J = 16.6, 8.9, 2.9 Hz, 4H).
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7.1.12. Sintesis (PTAC)2Cistamina N',N',N',N?2)N?2N?>-hexamethyl-5,18-dioxo-
11,12-dithia-4,8,15,19-tetraazadocosane-1,22-diaminium.
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Figura 27."H RMN (D,0) de (PTAC),Cistamina

H NMR (500 MHz, D.0) 5 2.98 — 2.92 (m, 4H), 2.91 — 2.86 (m, 4H), 2.72 (s, 18H), 2.56
—2.49 (m, 4H), 2.47 — 2.40 (m, 8H), 2.05 (1, J = 6.8 Hz, 4H), 1.68 — 1.58 (m, 4H).
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Figura 28."H RMN (DMSO) de (PTAC),Cistamina
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H NMR (300 MHz, DMSO) & 8.40 (dt, J = 11.4, 5.7 Hz, 2H), 3.40 — 3.31 (m, 8H), 3.17 —
2.98 (m, 18H), 2.83 — 2.43 (m, 12H), 2.25 (t, J = 6.7 Hz, 4H), 1.82 (it, J = 21.7, 10.8 Hz,

4H).

7.1.13. RMN (3-Acrylamidopropyl) trimethyl-ammonium chloride solution(ATAC)

o)
12 9,10,11
O, N g TN ™ N CHy
4 ‘8 1CO:H3
T
J /ﬂ—F / [ /
5
2 1 7
4 6
A | L A
% ER g § %
12.0 10.5 90 80 70 6.0 50 4.0 3.0
f1 (ppm)

Figura 29."H RMN (DMSO) del ATAC

H NMR (300 MHz, DMSO) & 10.86 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 8.52 (dd, J = 17.1, 10.1 Hz, 1H),
8.31 — 7.73 (m, 2H), 5.49 — 5.34 (m, 2H), 5.29 (s, 9H), 4.78 — 4.66 (m, 2H), 4.16 — 3.97

(m, 2H).
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Figura 30."H RMN (D,0) del ATAC

H NMR (300 MHz, D-0) & 8.13 (d, J = 34.4 Hz, 1H), 6.36 — 5.93 (m, 2H), 5.83 — 5.60
(m, 1H), 3.41 — 3.21 (m, 4H), 3.05 (s, 9H), 2.09 — 1.86 (m, 2H).

7.1.14. RMN de la cistamina

2 S 6 NH,
H2’1\1/ ST §/ 7

2,7 36
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; 5
2.95 2.85 2.75 2.65 2.55 2.45 2.35
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Figura 31."H RMN(DMSOQ) de la cistamina

H NMR (300 MHz, DMSO) & 2.82 — 2.75 (m, 4H), 2.74 — 2.68 (m, 4H).
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Figura 32. "H RMN (D,0) de la cistamina
H NMR (300 MHz, D20) 5 2.94 — 2.84 (m, 4H), 2.82 — 2.72 (m, 4H).
7.1.15. RMN Putrescina
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Figura 33."H RMN (D,0) de la putrescina

H NMR (300 MHz, D20) & 2.64 — 2.49 (m, 4H), 1.43 — 1.31 (m, 4H).
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Figura 34."H RMN (DMSO) de la putrescina

H NMR (500 MHz, DMSO) 5 2.40 — 2.29 (m, 4H), 1.25 — 1.13 (m, 4H).

7.2. COSY.*

El primer y méas popular experimento de RMN bidimensional es la secuencia de
espectroscopia de correlacién homonuclear (COSY), que se utiliza para identificar
espines que estan acoplados entre si. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear
bidimensional.

Los picos cruzados son el resultado de un fendmeno llamado transferencia de
magnetizacion, y su presencia indica que dos nucleos estan acoplados y tienen dos
cambios quimicos diferentes que forman las coordenadas del pico cruzado. Cada
acoplamiento da dos picos cruzados simétricos por encima y por debajo de la diagonal.
Es decir, se produce un pico cruzado cuando existe una correlacion entre las sefales
del espectro a lo largo de cada uno de los dos ejes en estos valores. Una forma visual
facil de determinar qué acoplamientos representa un pico cruzado es encontrar el pico
diagonal que esta directamente encima o debajo del pico cruzado, y el otro pico diagonal
que estad directamente a la izquierda o derecha del pico cruzado. Los nucleos
representados por esos dos picos diagonales estan acoplados.
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7.2.1. (PTAC)2Putrescina
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Figura 35. Espectro RMN 2D COSY PTAC-putrescina

El hidrogeno del carbono 17 interacciona con el hidrogeno del carbono 16

El hidrogeno del carbono 6 interacciona con el hidrogeno del carbono 7 y a su vez con
los hidrégenos de los carbonos 3,4 y 5.

El hidrogeno del carbono 13 interacciona con el hidrogeno del carbono 11.
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7.2.2. (PTAC)CISTAMINA
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Figura 36. Espectro COSY PTAC-Cistamina

» El hidrogeno del carbono 6 interacciona con el hidrogeno del carbono 7 y a su
vez con los hidrégenos de los carbonos 3,4y 5.
» El hidrogeno del carbono 11 interacciona con el hidrogeno del carbono 13.
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