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Introduccion

Introduccion

El siguiente trabajo esta basado en el estudio de las propiedades gelantes en medio
acuoso de tres compuestos y su sensibilidad a estimulos externos con la finalidad
de determinar su potencial uso en el campo de la liberacidn controlada de
farmacos.

En primer lugar, se ha realizado una breve introduccién al mundo de los geles
supramoleculares, asi como una vista general de los llamados “smart gels” con
especial interés en los nanotransportadores que responden a estimulos externos
como el pH o redox.

1.1. Geles supramoleculares

Los geles moleculares (supramoleculares), a diferencia de los geles convencionales
formados por polimeros, estan constituidos por moléculas de bajo peso molecular,
gue se autoensamblan en redes fibrilares percoladoras de disolventes. El interés
por estos materiales supramoleculares blandos ha crecido exponencialmente en las
dos ultimas décadas. En particular, los hidrogeles moleculares estan recibiendo
mucha atencidn debido a sus potenciales aplicaciones biomédicas.!

La formacién de geles moleculares es un fenédmeno complicado, controlado por un
delicado equilibrio de interacciones intermoleculares entre las moléculas del
gelante y entre el gelante y el disolvente.

La quimica supramolecular estudia como especies quimicas mas o menos complejas
pueden autoensamblarse y autoorganizarse gracias a las interacciones
intermoleculares que se establecen entre ellas. Un tipo de molécula frecuente y
versatil que se utiliza en la quimica supramolecular son las moléculas anfifilicas.
Estas moléculas se caracterizan por presentar en su estructura una parte hidrofilica
y otra hidrofébica.

! Navarro-Barreda, D.; Angulo-Pachén, C. A.; Bedrina, B.; Galindo, F.; Miravet, J. F;
Macromol. Chem. Phys. 2020, 221, 1-6.
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1.1.1. Moléculas surfactantes

Las moléculas surfactantes son un tipo de moléculas anfifilicas compuestas por una
cabeza polar o hidrofilica y una o dos colas apolares o hidrofébicas que tienen una
tendencia espontdnea a autoensamblarse en estructuras discretas a escala
nanométrica. La fraccién hidrofdbica suele ser una cadena alquilica de 5-18 atomos
de carbono con baja polarizabilidad. La cabeza hidrofilica, por su parte, puede ser
no idnica, idnica o anfétera (Figura 1.1).

Los surfactantes tienen la capacidad de autoensamblarse en una variedad de
microestructuras que incluyen micelas esféricas, micelas cilindricas, micelas
invertidas, vesiculas y bicapas flexibles. Ademas, a altas concentraciones pueden
formar una rica variedad de mesofases liotrdpicas.?

n
% Surfactante aniénico W Surfactante anfétero
n

Figura 1.1. Clasificacion de los diferentes tipos de moléculas surfactantes.

Surfactante catiénico

En los surfactantes una caracteristica esencial para determinar su capacidad de
agregacion es la denominada concentracién micelar critica (CMC) que se define
como la concentracion de surfactante en un disolvente por encima de la cual se
empiezan a formar micelas espontaneamente. Por encima de la CMC, cuanto
mayor sea la concentracidon, mas micelas se formaran. La CMC depende de la
naturaleza del surfactante y del disolvente, asi como de otras propiedades fisicas
como la temperatura.

2Trickett, K.; Eastoe, J.; Adv. Colloid Interface Sci. 2008, 144, 66-74.
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Figura 1.2. Esquema de la formacidn de geles a partir de surfactantes.?

Se ha propuesto que la formacién de un gel a partir de surfactantes en un disolvente
organico sigue el mecanismo descrito en la Figura 1.2, que implica la formacién de
micelas inversas.?

El surfactante AOT (Sulfosuccinato de dioctilo o también llamado Aerosol OT) forma
micelas inversas que contienen un nucleo acuoso en isooctano. Cuando la
concentracién del gelante es inferior a su CMC, la solucién contiene moléculas
libres (a). Si la concentracion del gelante se incrementa por encima de su CMC, las
interacciones intermoleculares proporcionan la fuerza motriz para que las
moléculas se autoensamblen, dando lugar a la formacion de micelas (< 10 nm) (b).
La adicion de un aditivo como el PEP (p-etilfenol) produce el ensamblaje de las
micelas unas sobre otras, formando asi largas fibras (c). Finalmente, estas fibras
crecen y se superponen o se enredan, construyendo la red tridimensional del gel y
atrapando el disolvente en su interior (d).

Es importante utilizar un criterio reoldgico para determinar la presencia o no de un
gel. En este trabajo se ha usado el método del tubo invertido (Figura 1.3). Se basa
en dar la vuelta a un tubo de ensayo o a un vial que contenga la muestra y, a
continuacién, observar si la muestra fluye bajo su peso.*

3 Raghavan, S. R.; Langmuir, 2009, 25, 8382-8385.
4 Weiss, R.G.; Terech. P.; Molecular gels; 2006, 241-252.
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Figura 1.3. Ejemplo de la metodologia del tubo invertido. En el tubo derecho hay gel y en el tubo
izquierdo no hay gel.

1.1.2. Geles que responden a estimulos, “smart gels”

El estudio y uso de geles supramoleculares es un campo de investigacidn que ha
experimentado un crecimiento exponencial desde hace mas de 50 afos y que
recientemente ha evolucionado hacia la busqueda de geles inteligentes o “smart
gels”.

El término “smart" se utiliza para describir la propiedad intrinseca de los geles
supramoleculares de presentar una transicién de fase reversible sol-gel y viceversa
(Figura 1.4) en respuesta a cambios fisicoquimicos del entorno, ya sean externos o
internos, de una manera especifica.’

En términos generales, los estimulos ambientales externos incluyen la luz, los
ultrasonidos o los campos eléctricos y magnéticos, mientras que los estimulos
ambientales internos incluyen las condiciones de pH, los potenciales redox, las
activaciones enzimaticas o los gradientes térmicos entre otros.®

Hay que tener en cuenta que la capacidad de respuesta a los estimulos en los geles
poliméricos se asocia sobre todo con procesos de hinchamiento/encogimiento,
pero en los geles moleculares, la respuesta al estimulo se traduce normalmente en
el desensamblaje del gel. Esta propiedad hace que los geles supramoleculares sean
ideales para la liberacién controlada por estimulos.!

5 Rasheed, T.; Bilal, M.; Abu-Thabit, N. Y.; Igbal, H. M. N.; Stimuli Responsive Polymeric
Nanocarriers for Drug Delivery Applications, 2018, 61-99.

® Raza, A.; Hayat, U.; Rasheed, T.; Bilal, M.; Igbal, H. M. N.; Eur. J. Med. Chem., 2018, 157,
705-715.
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Figura 1.4. Transicion sol-gel de los geles supramoleculares.

1.2. Nanotransportadores que responden a estimulos

De especial interés en los Ultimos afos ha sido el desarrollo de
nanotransportadores en el contexto de la quimica médica. Considerando la posible
miniaturizacion de los geles que se estudian en este trabajo, a continuacién, se
comentan brevemente algunos ejemplos de este tipo de sistemas que responden a
diversos estimulos. Recientemente se han explorado en mayor medida los
nanotransportadores multirrespuesta para mejorar la eficacia de su
administracién. Los estimulos utilizados con estos vehiculos pueden ser internos o
externos, o incluso una combinacion de ambos.

1.2.1. Nanotransportadores que responden a estimulos redox

En la quimioterapia convencional, la toxicidad es un problema importante debido a
la accidn inespecifica de los farmacos. Ademads de la toxicidad, la resistencia a los
farmacos es una de las principales causas de fracaso del tratamiento con métodos
convencionales. Una solucion para estos problemas es mejorar la especificidad en
la accion de los farmacos y para ello se ha hecho mucho hincapié en el desarrollo
de sistemas de administracién de farmacos dirigidos.®

Actualmente, los tumores son uno de los mayores objetivos para los sistemas de
administracién de farmacos que responden a estimulos. Las diferencias entre las
células tumorales y las normales facilitan el desarrollo de estos sistemas de
administracién de farmacos. Por ejemplo:

e Los tejidos tumorales tienen un pH bajo (6-7) debido a la acumulacién de
acido lactico, especialmente en los endosomas (4,5-5,5).
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e Tienen un alto estrés oxidativo que conduce a la posesién de mas glutation
(GSH) para hacer frente a las especies oxidativas, especialmente en el
entorno intracelular.

e Tienen una sobreexpresion especifica de ciertas enzimas.

e Tienen una temperatura elevada (=40-42 2C) en comparacion con el tejido
normal (=37 2C).®

Entre los diferentes sistemas de respuesta a estimulos internos, los sistemas de
administracién de farmacos redox se consideran eficientes para la orientacién hacia
los tumores, ya que el tejido tumoral tiene una concentracidon de GSH cuatro veces
superior a la del tejido normal.

En este sentido, se han explorado ampliamente los polimeros que contienen
enlaces disulfuro, ya que se convierten en un grupo sulfhidrilo después de la
reduccion por la accién del GSH, lo que conduce a la liberacién de la carga
encapsulada. Ademds, pueden proteger el fdrmaco encapsulado contra Ia
liberacion prematura debido a la estabilidad de los enlaces disulfuro en el ambiente
externo.

1.2.2. Glutation (GSH)

El glutation (GSH o glutation reducido) es un tripéptido de gamma-glutamil-
cisteinilglicina (Figura 1.5) y el antioxidante intracelular predominante en muchos
organismos, incluido el ser humano.’

(0] 0] \\ 0]

Il Il ‘ H 1
HOK\K\X\NK.}T@N\/\OH
H

NHo
y-Glutamate Cysteine Glycine

Figura 1.5. Estructura quimica del tripéptido Glutation (GSH).

7 Narayanankutty, A.; Job, J. T.; Narayanankutty, V.; Curr. Protein Pept. Sci., 2019, 20, 907-
917.
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En el medio celular, el GSH protege a las células esencialmente contra una amplia
variedad de radicales libres que incluyen especies reactivas de oxigeno,
hidroperéxidos lipidicos, téxicos xenobidticos y metales pesados.

Tiene dos formas, la forma reducida o glutation reducido (GSH) y la forma oxidada
(GSSG), Figura 1.6%, en la que se combinan dos moléculas de GSH mediante enlaces
sulfhidrilos.’

(0] (0] SHH (o]
GSH MH N\/“\OH
NH,

HOY\” %/RY\/’?%OH
GSSG = s e =
ek
N
HO . m/\([)( OH

Figura 1.6. Estructuras quimicas del glutation (GSH) y del disulfuro de glutation (GSSG).8

1.2.3. Diseiio de nanotransportadores que responden a estimulos redox

Hay dos métodos reportados para la induccion de enlace disulfuro en polimeros, el
directo y el indirecto. En la introduccion directa, se inserta en la estructura del
nanotransportador una fraccién que contiene un enlace disulfuro, mientras que en
el método indirecto el enlace disulfuro se produce por oxidacidon de los grupos
sulfhidrilos. Entre estos métodos, el método indirecto es mas sencillo y
comunmente empleado en el desarrollo de sistemas de transporte de fadrmacos que
responden a estimulos redox.®

Ademas del enlace disulfuro, el enlace diselenuro también se ha reportado para
construir nanotransportadores redox, sin embargo, debido a la falta de un método

8 Bertoni, S.; Albertini, B.; Facchini, C.; Prata, C.; Passerini, N.; Pharmaceutics, 2019, 11, 1-
17.
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competente de sintesis y a la pobre solubilidad, este enfoque no estd bien
explorado.®

1.2.4. Tipos de nanotransportadores que responden a estimulos redox

En los ultimos afios se han descrito diferentes tipos de nanotransportadores
basados en distintas estructuras como las siguientes:

e Basados en liposomas

Los liposomas, Figura 1.7'° son sistemas portadores de farmacos/genes
compuestos por una membrana de fosfolipidos que imitan la membrana celular.
Son portadores de fdrmacos prometedores y se han explorado ampliamente debido
a su facil desarrollo con una distribucién de tamafio controlada y sin toxicidad
innata debido a su estructura natural.

Los liposomas pueden ser funcionalizados para prolongar su vida media (mediante
PEG), para dirigirlos (mediante la unidn con aptdmeros) y también para que
respondan a estimulos. Los liposomas con respuesta redox facilitan la liberacion del
farmaco en presencia de agentes reductores mediante la reduccién de los enlaces
disulfuro o la desestabilizacién de la membrana liposomal.

e Basados en nanoparticulas

Se han explorado ampliamente diferentes nanoparticulas de materiales
poliméricos y macromoleculares (proteinas o polisacaridos) para la administracion
dirigida de fadrmacos para la regresion de tumores; sin embargo, la liberacidn
prematura del fdrmaco en la circulacion sanguinea es una de las principales razones
de su fracaso.

®Huo, M.; Yuan, J.; Tao, L.; Wei, Y.; Polym. Chem., 2014, 5, 1519-1528.
10 Robson, A. L.; Dastoor, P. C.; Flynn, J.; Palmer, W.; Martin, A.; Smith, D. W.; Woldu, A,;
Hua, S.; Front. Pharmacol.; 2018, 9, 1-8.
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Farmaco hidrofébico
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Figura 1.7. Liposoma PEGilado cargado con un fdrmaco hidrofilico y otro hidrofébico.9

e Basados en micelas

Las micelas poliméricas se consideran sistemas eficaces de administracién de
farmacos/genes por su facilidad de administracion debido a su tamafio
nanométrico, su capacidad para prolongar el tiempo de circulacién mediante la
PEGilacion, su sencilla esterilizacion (por filtracion), su elevada estabilidad
estructural, su gran capacidad de encapsulacién de farmacos hidrofdbicos y su
capacidad de respuesta al entorno externo.!! Las micelas que se ensamblan a través
de enlaces disulfuro se consideran redox-responsivas, ya que pueden disolverse en
el entorno reductor.?

¢ Basados en nanogeles

Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensionales reticuladas de naturaleza
hidrofilica que absorben agua. Al ser biocompatibles, blandos y porosos, los
hidrogeles se consideran siempre un sistema potencial para la administracién de
farmacos debido a sus caracteristicas de nanoparticulas e hidrogel.

11 Rapoport, N.; Prog. Polym. Sci., 2007, 32, 962—990.
12 1§, D.,; Bu, Y.; Zhang, L.; Wang, X.; Yang, Y.; Zhuang, Y.; Yang, F.; Shen, H.; Wu, D.;
Biomacromolecules, 2016, 17, 291-300.
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Los fdrmacos pueden cargarse en el nanogel mediante uniones fisicas o quimicas, y
su liberacidon puede desencadenarse por estimulos externos (Figura 1.8)** como el
pH, la temperatura, el campo eléctrico, el potencial redox...*

Para los nanogeles que responden a estimulos redox, se han descrito dos enfoques:

o Lafijacién del farmaco al nanogel mediante un enlace disulfuro.
o La carga fisica del farmaco en el nanogel reticulado mediante enlaces
disulfuro.

Sin embargo, el primer enfoque requiere la modificacion quimica de los farmacos
qgue carecen del grupo -SH, lo que no se considera un método factible y podria
disminuir la eficacia del farmaco. Por esta razdn, la mayoria de los nanogeles redox
se sintetizan en base al segundo enfoque.

g =
" §
~ %
Hidrogelante *"
. ®
e ..“
Qg QQ Nanogel ¥
@ 9o

Farmaco

Figura 1.8. Formacion de hidrogel cargado con un fdrmaco y posterior liberacion controlada del
fdarmaco por estimulo externo.’3

13 Hajebi, S.; Rabiee, N.; Bagherzadeh, M.; Ahmadi, S.; Rabiee, M.; Roghani-Mamagani, H.;
Tahriri, M.; Tayebi, L.; Hamblin, M. R.; Acta Biomater.; 2019, 92, 1-18.
14 Zhang, H.; Zhai, Y.; Wang, J.; Zhai, G.; Mater. Sci. Eng. C, 2016, 60, 560-568.
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Objetivos

Objetivos

En el grupo de investigacion donde se realizd este trabajo se habian estudiado
anteriormente las moléculas surfactantes como hidrogelantes de bajo peso
molecular tanto en su forma anidnica como en su forma neutra. Teniendo en
cuenta esta consideracion, se establecieron los siguientes objetivos:

1) Realizar la sintesis de la molécula SucValDod y 3 andlogos; SucDod,
SucValTetOct y SucValCsaOct. Figura 2.1.

0 H 0 H 0
HONN N A~~~ HONN N\/\/\NM\
0 H o 0 H o H
SucValDod SucValTetOct
0] 0 H (0]}
0 H o) H o H
SucDod SucValCsaOct

Figura 2.1. Estructura quimica de los cuatro compuestos a sintetizar.

2) Evaluar la formaciéon de gel en agua de los cuatro compuestos a pH
fisiologico (=7,4). En este estudio, las variables ensayadas seran la
naturaleza de los cationes alcalinos presentes en el medio (Li* Na* o K*) y su
concentracion. Ademas, también se estudiara la estabilidad térmica de los
geles.

11
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Resultados y discusidn

Resultados y discusion

3.1. Sintesis de los compuestos

3.1.1. Sintesis para SucValDod

SucValDod se obtuvo por reaccidon de la L-Valina con la n-dodecilamina vy el
anhidrido succinico siguiendo el procedimiento previamente publicado mostrado
en el Esquema 3.1.%° El proceso se divide en cuatro pasos:

>

>

El paso “a” corresponde a la activacion de la carboxibencil-L-Valina con DCC
y la N-hidroxisuccinimida para obtener el ester activado ZValOSu.

El paso “b” es un ataque nucleofilico de la n-dodecilamina al ZValOSu para
formar un enlace peptidico. En esta reaccién, el grupo saliente es la N-
hidroxisuccinimida y se consigue el compuesto ZValDod.

El paso “c” consiste en la desproteccién del grupo amino de la Valina
mediante una hidrogendlisis usando Pd/C como catalizador y obteniéndose
HValDod.

El paso “d” conduce al producto final y consiste en el ataque nucleofilico
del HValDod al anhidrido succinico para obtener el compuesto SucValDod.
El rendimiento global de la sintesis fue del 62%.

o
H
CbZ\'\I(OH I CbZ\'\I‘rO\N L» CbZ\’\I(N\/\/\/\/\/\/
H
Hoo Hoo 0

o ZValDoc

ZValOH ZValOSu l
c

NH D T Vg H,N A Ve S N
O (0]

o
SucValDoc HValDoc

Esquema 3.1. Reactivos y condiciones en la sintesis del SucValDod: a) DCC, N-hidroxisuccinimida,
DME, 1h., 80%; b) n-dodecilamina, DME, 16h., 90%, c) Pd/C, H,, MeOH, 4h., 100%, d) Anhidrido

succinico, K2CO3, THF, 16h., 86%.

15 Angulo-Pachén, C. A.; Miravet, J. F.; Chem. Commun., 2016, 52, 5398-5401.

12



Resultados y discusidn

3.1.2. Sintesis para SucDod
SucDod se obtuvo por reaccion de la L-Valina con la n-dodecilamina siguiendo el
procedimiento mostrado en el Esquema 3.2. El proceso implica un solo paso:

> El paso “a” consiste en el ataque nucleofilico de la n-dodecilamina al

anhidrido succinico para obtener el compuesto SucDod. El rendimiento
global de la sintesis fue del 91%.

0]

AN N N N N L) LN HONN/\/\/\/\/\/\

H
O
n-dodecilamina SucDod

Esquema 3.2. Reactivos y condiciones en la sintesis del SucDod:
a) Anhidrido succinico, K,COs, THF, 16h., 91%.

3.1.3. Sintesis para SucValTetOct

SucValTetOct se obtuvo por reaccién del 1,4-diaminobutano con el cloruro de
octanoilo, la L-Valina y el anhidrido succinico siguiendo el procedimiento mostrado
en el Esquema 3.3. El proceso se divide en seis pasos:

>

>

El paso “a” corresponde a la monoproteccién del 1,4-diaminobutano con el
dicarbonato de diterbutilo para obtener el compuesto BocTetH.

El paso “b” es un ataque nucleofilico del BocTetH al cloruro de octanoilo
para formar un enlace peptidico. El producto es el compuesto BocTetOct.
El paso “c” consiste en la desproteccion del grupo amino con TFA
obteniéndose HTetOct.

El paso “d” es un ataque nucleofilico del HTetOct al ZValOSu para formar
otro enlace peptidico. En este paso el producto es ZValTetOct.

El paso “e” consiste en la desprotecciéon del grupo amino de la Valina
mediante una hidrogendlisis usando Pd/C como catalizador y obteniéndose
HValTetOct.

El paso “f” conduce al producto final y consiste en el ataque nucleofilico del
HValTetOct al anhidrido succinico para obtener el compuesto
SucValTetOct. El rendimiento global de la sintesis fue 15%.
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H H (0} (0]
HZN/\/\/NHZ LI ;(OTN\/\WNHZ L ;(OYN\/\/\NJ\/\/\/\ £ > +H3N\/\/\NW
(6] o] H H
1,4-Diaminobutano BocTetH BocTetOct HTetOct*

id

(0] H (0} H [0} H (0]
f
HOWHISNNHW [~ Hzl\IcgN\/\nHk/\/\/\é Cbz\uj;gN\/\nHK/\/\/\
SucValTetOct HValTetOct ZValTetOct

Esquema 3.3. Reactivos y condiciones en la sintesis del SucValTetOct: a) Boc;0, HCl, MeOH, 2h., 56%;
b) Oct-Cl, Et3N, CHCl,, 1h., 98%; c) TFA, CH2Cl,, 6h., 99%; d) ZValOSu, THF, 16h., 77%; e) Pd/C, H,,
MeOH, 4h., 100%; f) Anhidrido succinico, K;COs, THF, 16h., 37%.

e Rutas sintéticas alternativas ensayadas

Los tres primeros pasos son cruciales en esta sintesis ya que el resto de las
reacciones involucradas en la sintesis del SucValTetOct habian sido trabajadas por
el grupo anteriormente con resultados satisfactorios.

El principal reto de esta preparacién reside en la obtencién de un producto
asimétrico a partir de un precursor simétrico. Para ello, fue necesaria una busqueda
bibliografica que se centré en la obtencidn directa del HTetOct a partir del 1,4-
diaminobutano

o Ester metilico + amina

En primer lugar, se probd la sintesis descrita en la bibliografial® a partir de la
diamina y el ester metilico (octanoato de metilo) que se muestra en el Esquema
3.4.

o] MeOH 0
+ —_—

H;,C(HQC)n)l\OMe NH2(CHz)mCHNH, Reflux, 48h HsC(H2C)n™ “NH(CHo)mCHyNH,
79 - 95%

Esquema 3.4. Sintesis propuesta por Ferreira et al.16

16 Ferreira, B. D. S.; De Almeida, A. M.; Nascimento, T. C.; De Castro, P. P.; Silva, V. L.; Diniz,
C. G.; Le Hyaric, M.; Bioorganic Med. Chem. Lett., 2014, 24, 4626-4629.
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Esta sintesis se basa en afiadir una disolucion del ester metilico (1 eq.) en MeOH a
un exceso de diamina (7 eq.) para asegurar que el producto principal fuera el
resultado de la monoacilacién de la diamina y no la diacilacién.

La reaccidn se siguié a las 24h, a las 48h y a las 72h mediante RMN para observar si
funcionaba. Tras 3 dias de reaccién se observé que la reaccidén no habia tenido lugar
ya que los espectros de RMN mostraban una mezcla de reactivos en mayor
proporcién y de productos monoacilado y diacilado en muy poca proporcion.

Esta misma reaccion fue probada con el andlogo a este compuesto partiendo de la
cistamina y tampoco funciond como se esperaba, obteniéndose los mismos
resultados.

o Cloruro de dcido + amina

Puesto que el primer intento no funciond se buscé una segunda ruta. Se intentd la
sintesis descrita en la bibliografia'” a partir de la diamina y el cloruro de acido
correspondiente (cloruro de octanoilo) que se muestra en el Esquema 3.5.

NH o] Piridina 0
H N/\/\/ 2+ M\ HZN\/\/\ M
2 cl DMF, 10h N

95% H

Esquema 3.5. Sintesis propuesta por Zhang et al.1”

En este caso, la sintesis se basa en afiadir una disolucidn del cloruro de acido (1 eq.)
en DMF a una disolucién de diamina (1 eq.) y piridina (1 eq.) en DMF.

Una vez transcurrido el tiempo de reaccion se observé mediante los espectros de
'H y 13C de RMN que el producto obtenido era el compuesto diacilado y que por
tanto la reaccién no habia sido satisfactoria para los objetivos marcados.

Esta misma reaccién fue probada partiendo de la cistamina y tampoco funcioné
como se esperaba, obteniéndose los mismos resultados negativos.

17 Zhang, L.; Li, H.; Ha, C. S.; Suh, H.; Kim, |.; Langmuir, 2010, 26, 17890-17895.
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Tras los problemas mencionados anteriormente se decidié cambiar la ruta sintética
y realizar el procedimiento descrito anteriormente en el Esquema 3.3.

3.1.4. Sintesis para SucValCsaOct

El compuesto SucValCsaOct se intentd preparar por reaccion de la cistamina con el
cloruro de octanoilo, la L-Valina y el anhidrido succinico siguiendo el procedimiento
mostrado en el Esquema 3.6. El proceso se divide en seis pasos:

> El paso “a” corresponde a la monoproteccidon de la cistamina con el
dicarbonato de diterbutilo para obtener el compuesto BocCsaH.

> El paso “b” es un ataque nucleofilico del BocCsaH al cloruro de octanoilo
para formar un enlace peptidico. El producto es el compuesto BocCsaOct.

> El paso “c” consiste en la desproteccion del grupo amino con TFA
obteniéndose HCsaOct.

> Elpaso “d” es un ataque nucleofilico del HCsaOct al BocValOSu para formar
otro enlace peptidico. En este paso se obtiene el BocValCsaOct.

> El paso “e” consiste en la desproteccion del grupo amino de la Valina con
TFA obteniéndose HValCsaOct.

> El paso “f” conduce al producto final y consiste en el ataque nucleofilico del
HValCsaOct al anhidrido succinico para obtener el SucValCsaOct. No se
consiguid obtener el producto.

. H H o o]
cl +H3N/\/5\S/\/NH3+ cr_a, ;(OYN\/\S/S\/\NHZ L;(OYN\/\S/S\/\N)K/\/\/\ L, +HSN\/\S/S\/\N)K/\/\/\
[0} 0] H H

Clorhidrato de Cistamina BocCsaH BocCsaOct HCsaOct*

ld

0 IWH 0 f j;H 0 e I QK o}
NS NS e~ ~
Howu ON 5 S %HK/\/\/\ < H,N oN 5 SwH - o) ” 0N 5 SwHK/\/\/\
SucValCsaOct HValCsaOct BocValCsaOct

Esquema 3.6. Reactivos y condiciones en la sintesis del SucValCsaOct: a) Boc,0, EtsN, MeOH, 2h.,
55%; b) Oct-Cl, EtsN, CH;Cl,, 1h., 87%; c) TFA, CH.Cl,, 6h., 97%; d) BocValOSu, THF, 16h., no funcioné
la reaccion; e) TFA, CHxCl,, 6h., no funciond la reaccion; f) Anhidrido succinico, K;COs, THF, 16h., no
funciond la reaccion.
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e Problemas surgidos en la sintesis y rutas sintéticas alternativas ensayadas

La obtencién del compuesto HCsaOct como sal de amonio funciond siguiendo un
procedimiento similar al descrito en el apartado 3.1.3 para la obtencidn de la sal de
amonio del compuesto HTetOct.

En primera instancia, la reaccidn para obtener BocValCsaOct parecié funcionar
segln el espectro de RMN (Figura 3.1). Se puede observar que aproximadamente
las integrales coinciden con las esperadas.

Por ejemplo, las sefiales que aparecen a 0.87, 1.25, 1.6 y 2.2 ppm que pertenecen
a la cadena alifatica coinciden con las integrales esperadas. De la misma forma, las
sefiales del fragmento de valina que salen a 0.92, 2.2 y 4 ppm también coinciden
con las integrales esperadas.

H RMN (300 MHz, CDCls): & 4.06 — 3.89 (m, 1H), 3.70 — 3.43 (m, 4H), 2.81 (t, 4H),
2.29-2.03 (m, 3H), 1.72 — 1.54 (m, 2H), 1.42 (d, 9H), 1.32 — 1.23 (m, 8H), 0.92 (dd,
J=14.6, 6.8 Hz, 6H), 0.87 (t, 3H).

7 5 3 1

19 20
24
o} o}
17
) >L )k N N - : : :

0 N 18 N\/\S/S\/\N

22 H 14 10 H
0

22,23,24

1,19,20
2-5 e

7,17 |

. o ﬁ'.‘.ﬁ

T T T T T T T T
4.2 4.0 38 35 34 32 30 28 26 .2 20 18 16 14 12 10 0.8 06 04

24 2
f1 (ppm)

Figura 3.1. Espectro de RMN del compuesto BocValCsaOct.
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En el siguiente paso, la desproteccidn del grupo amino de la Valina se llevé a cabo
afiadiendo un exceso de acido trifluoroacético para eliminar el grupo -Boc y dar el
compuesto HValCsaOct. Esta reaccién dio lugar a un compuesto que era
parcialmente soluble en agua, quedando una fraccién insoluble. En principio, con
la experiencia que tenia el grupo trabajando con compuestos de este tipo, cabia
esperar que como el grupo -NH2 en medio acuoso actiia como base, al adicionar un
medio acido este grupo se protonaria formando una sal de amonio y se solubilizaria
completamente.

Se separd la disoluciéon del sélido y se realizd un andlisis de ambas fracciones. Los
espectros de RMN se pueden ver en las Figuras 3.2 y 3.3. Por un lado, el sélido
(Figura 3.2) presentaba las sefiales tipicas del grupo octanoilo, pero apenas eran
visibles las sefales tipicas de la Valina (rodeadas en el espectro), mientras que el
solido aislado a partir de la disolucidon (Figura 3.3) era todo lo contrario, mostraba
las sefales de la Valina y las del octanoilo eran apenas visibles (rodeadas en el
espectro).

3.8 36 3.4 3.2 3.0 28 26 20 18 16 1.4 1.2 1.0 08 06

24 2.2
f1 (ppm)

Figura 3.2. Espectro de RMN de la fraccién proveniente del sélido (OctCsaOct).
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w

Figura 3.3. Espectro de RMN de la fraccién proveniente de la disolucion (HValCsaValH).

El andlisis de los espectros de RMN sugiere que los compuestos anteriores
corresponden respectivamente a OctCsaOct (insoluble en agua) y HValCsaValH
(soluble en agua), véase la estructura en las respectivas figuras. El analisis por
espectroscopia de masas, Figuras 3.4y 3.5, confirmaron esta hipdtesis.

OctCstOct
rem_FG_089 85 (1.204) Cm (80:85 1: TOF MS ES+
prem_FG_089 85 (1.204) Cm (80:65) 405.2609 > ot
100 .
<
0-f ‘HH‘HH‘H""m“m‘uu‘HH‘HH‘HH‘m“m‘mwuuHH“H“W"MHH‘“M‘HH"‘H“H“WHWHWH“HH‘m/z
280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520

[M+H]+=405.2610
[M+H]+=405.2609 (0.2 ppm)

Exact Mass: 404,25

Figura 3.4. Espectro de masas de la fraccion proveniente del sélido (OctCsaOct).
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ValCstVal

prem_FG_090 121 (1.711) Cm (121:126) 1: TOF MS ES+
100 5.36e4
351.1887
X
L i s S sy s A L U L T T f T T f et T T e M/Z

T T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540

[M+H]+=351.1888
[M+H]+=351.1887 (0.3 ppm)

H (0]
N S NH
HZN \/\S/ \/\N 2
) H

Exact Mass: 350,18

Figura 3.5. Espectro de masas de la fraccion proveniente de la disolucion (HValCsaValH).

Este resultado se puede explicar considerando que el compuesto HCsaOct en su
forma de amina libre, reacciona para dar cistamina y OctCsaOct. Esta hipdtesis se
confirmd posteriormente al realizar un proceso de purificacion por cromatografia
de HCsaOct que se detalla mas adelante.

La ruta sintética se repitié para poder determinar en qué punto la ruta no funciona
como se esperaba. Tras la desprotecciéon del compuesto BocCsaOct con TFA, se
obtuvo satisfactoriamente el compuesto HCsaOct® como se muestra en el espectro
de RMN en la Figura 3.6.

A pesar de que el espectro de RMN es satisfactorio, la cromatografia en capa fina
indicaba la presencia de un pequefia cantidad de impurezas, por lo que se decidié
realizar una purificaciéon en columna cromatografica de silicagel. Con este propdsito
se afadid trietilamina para desprotonar el grupo amonio y se procedié a la
separacion. En la Figura 3.7 se muestra el espectro de RMN del producto HCsaOct
con EtsN antes de la cromatografia.
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0
*H,N 2 S 2 ° 4 2
3 \/\S/ V\N
14 10 H 7 5 3 1
15
1
14

10, 13 2-5

: | s

T T T T T T T T T T T T T T
62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 35‘?1 3.4)3.2 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06

Figura 3.6. Espectro de RMN del compuesto HCsaOct*.

o}
13 9 6 4 2
H,N s
\/\S/ \/\N
14 10 H 7 5 3 1
15
1
10, 13 -
14
9 7
EtsN
6
EtsN
15 J
A __

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T T T T T
64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 ﬁlﬁ 3).4 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06

Figura 3.7. Espectro de RMN del producto a purificar (HCsaOct).
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Tras la purificacion se pudo observar que en este punto era donde la ruta sintética
fallaba ya que se obtuvieron dos productos purificados que correspondian a la
cistamina y al compuesto OctCsaOct como se puede observar en las Figuras 3.8 y
3.9 que muestran los espectros de RMN de ambos productos.

A la vista de los resultados, se puede proponer un posible mecanismo para dicha
transformaciéon. Cuando el compuesto HCsaOct en forma de amina libre se
encuentra en un medio organico las moléculas formarian un enlace de hidrogeno
intramolecular entre un atomo de azufre y el &tomo de hidrogeno de la amida. Este
enlace activaria al carbonilo haciéndolo mas electréfilo de lo normal y mas
susceptible a un ataque nucleofilico intermolecular.

24 0
22 20 18 16 H 13 9 6 4 2
N V\S/SV\N
21 19 17 14 10 H 7 5 3 1
o] 23
1,22
10, 13 25,
’ 18-21
9,14 7,16

23,24 ‘l \}‘
|

T T T T T T T T T LIS B s S S B e e
64 62 60 58 56 54 52 50 48 456 44 42 40 38 n}‘(.r? ?.4 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 05
pm

Figura 3.7. Espectro de RMN de uno de los compuestos obtenidos tras la cromatografia (OctCsaOct).
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5,6

|
R S ) WS A N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 %6 3.)4 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 06

Figura 3.8. Espectro de RMN del otro compuesto obtenido tras la cromatografia (cistamina).

s N OH s N
+H3N/\/ Sg TN \"/\/\/\/ > HZN/\/ Sg TN
(0]

\"/\/\/\/

(0]

0]

(o]

H
/\/\/\)I\H/\/S\S/\/N\“/\/\/\/ + HZN/\/S\S/\/NH2

Figura 3.9. Posible mecanismo de la reaccion intermolecular del HCsaOct.
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Una vez constatado que la ruta sintética propuesta no funciona tal y como se
esperaba, en los Esquemas 3.7 y 3.8 se describen dos posibles rutas sintéticas
alternativas. La primera ruta (Esquema 3.7) es una variante de la ruta sintética
inicial donde se varia el orden de reaccién mientras que en la segunda ruta
(Esquema 3.8) se introduce un grupo protector diferente, Fmoc.

En los dos casos, se quiere evitar la formacién del compuesto HCsaOct. Para ello,
se introduce primero la valina con la intencidn de que el impedimento estérico que
le proporciona el grupo isopropilo a la amida impida la reaccién intermolecular
descrita anteriormente.

o] H o H (o]
+cf A b
-l *HBN/\/S\S/VNH3 cr <, OA” ons,szHz LN o)kH ONws,sw”k/\/\/\

Clorhidrato de Cistamina BocValCsaH BocValCsaOct
ld
0 IrH o] e \J;rH 0
HONN N\/\S/S\/\Nw - H2N N\/\SS\/\N)K/\/\/\
] H O H 0] H
SucValCsaOct HValCsaOct

Esquema 3.7. Sintesis alternativa de SucValCsaOct variando el orden de reaccion.

o] H [0] (0] H
_ H b j;,N S L ' I(N s
a b g S [4 g S
NS s N T 2, HZN/\/S\S/\,NYOf *,o NS0 *, oS NH,
(0] O

Clorhidrato de Cistamina BocCsaH BocCsaValFmoc HCsaValFmoc
ld
(0] H o
o] H (o} H o )kj;N S
HON,\I(N\/\S/S\ANK/\/\/\ DL Nj;NwS/sz»vvw PLE O. A DA A
2 H O H
o} H o H 0 H O
SucValCsaOct HValCsaOct HCsaValFmoc

Esquema 3.8. Sintesis alternativa de SucValCsaOct variando el orden de reaccion e introduciendo el
grupo protector Fmoc.
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3.2. Estudios de gelacidn en agua a pH neutro, influencia de los cationes
alcalinos

La concentracion minima necesaria para formar un gel, CMG (concentracién
minima de gelacién), da una medida de la eficacia de un gelante. Se considera que
cuanto menor sea el valor de CMG, mejor sera el gelante. Normalmente, los geles
comerciales se construyen utilizando una concentracién de gelante en torno al
0,1- 1% en peso. Los compuestos que forman geles a una concentracién inferior al
0,1% en peso se conocen como supergelantes.

Anteriormente se estudid la capacidad gelante del SucValDod a pH > 12 en
presencia de los cationes alcalinos Li*, Na* y K* a diferentes concentraciones de
cation.’® Como muestra la Figura 3.10 la capacidad gelante era muy variada
dependiendo de la naturaleza del cation y su concentracién.

CMG de SucValDod en disolucién basica (pH > 12)
60,0 +

50,0 A

40,0 Na+
K+

WL+

30,0 ~

20,0 ~

CMG (mM)

10,0 A

0,0 T T T T T T T T T T )
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Concentracion M+ (M)

Figura 3.10. Representacion grdfica de la CMG frente a la concentracion de cationes a pH >12.18

18 pozo-Gavara, V.; 2020; Synthesis of a low molecular weight hydrogelator derived from L-
valine and succinic acid and study of hydrogelation by its anion form; Grado Quimica, UJI.
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Los estudios de formacién de geles de este trabajo se llevaron a cabo disolviendo
los compuestos en medio acuoso neutro utilizando tampdén TRIS
(tris(hidroximetil)Jaminometano) con pH final de 7. La cantidad de catién alcalino se
reguld mediante la adicidn de los cloruros correspondientes.

Los estudios se realizaron Unicamente con SucValDod y SucValTetOct ya que el
compuesto SucDod no formaba geles a las concentraciones de interés.

La influencia de los cationes alcalinos estudiados en los valores de CMG vy la
temperatura de fusion del gel, Tge, se recogen en las siguientes tablas, desde la
Tabla 3.1 hasta la Tabla 3.6, asi como en las Figuras 3.14 y 3.15. Como se puede
observar, existen diferencias significativas en CMG y Tge, dependiendo del catidn
utilizado y de su concentracién. Los resultados obtenidos demuestran que cuando
se aumenta la concentracién del cation, la CMG del gelante disminuye.

Por ejemplo, en el caso de los geles formados por SucValDod en presencia de Li*,
Tabla 3.1, la CMG disminuye de 8,4 mM a 3,9 mM al aumentar la concentracion de
Li* de 0,2 a 1,0 M. La misma tendencia se observa para los geles formados por
SucValDod en presencia de Na*y K* (Tablas 3.2 y 3.3).

El compuesto SucValTetOct tiene una capacidad menor de formar geles que el
compuesto SucValDod, aunque se observa la misma tendencia. Por ejemplo, en el
caso de los geles formados en presencia de Na*, Tabla 3.5, la CMG disminuye de 15
mM a 9,9 mM al aumentar la concentracién de Na* de 0,2 a 1,0 M. Algo similar
ocurre en los geles formados en presencia de Li* o K* (Tablas 3.4 y 3.6).

En cuanto a la estabilidad térmica, es decir, los valores de T, existe una diferencia
sustancial entre los geles formados a pH > 12 y los geles formados a pH = 7.

En medio basico, los geles en presencia de Na* y K* empiezan a desintegrarse entre
los 30-40 2C, mientras que en presencia de Li* esta temperatura aumenta hasta los
709C.8

En medio neutro, todos los geles comienzan a desintegrarse a temperaturas
similares, aproximadamente entre 60-70 2C. En estos casos la variacion del cation
no afecta a la estabilidad térmica del gel.
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Tabla 3.1. CMG y T, para geles de SucValDod a diferentes concentraciones de Li*
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[Li*] (M) CMG (mg ml?) CMG (mM) | Tge (°C)
0,2 3,21 8,4 66
0,4 2,50 6,5 68
0,6 1,61 4,2 68
0,8 1,53 4,0 68-70
1,0 1,48 3,9 72

Error aproximado en la CMG de + 0,25 mg/ml o + 0,65 mM.

Tabla 3.2. CMG y Ty para geles de SucValDod a diferentes concentraciones de Na*

[Na*] (M) CMG (mg ml?) CMG (mM) | Tge (2C)
0,2 11,0 29 66
04 3,91 10 66
0,6 1,67 4,3 66-68
0,8 1,61 4,2 66-68
1,0 1,54 4,0 68

Error aproximado en la CMG de + 0,25 mg/ml o + 0,65 mM.

Tabla 3.3. CMG y Ty para geles de SucValDod a diferentes concentraciones de K*

(K] (M) CMG (mgml?) | CMG (mM) | Tee (2C)
0,2 No gel No gel No gel
0,4 20,0 52 62
0,6 15,0 39 62-64
0,8 8,08 21 66
1,0 6,14 16 66-68

Error aproximado en la CMG de + 0,25 mg/ml o + 0,65 mM.

Tabla 3.4. CMG y Ty para geles de SucValTetOct a diferentes concentraciones de Li*

LT (M) | CMG (mgml?) | CMG (mM) | Tee (2C)
0,2 5,91 14 62
0,4 5,10 12 64
0,6 4,04 9,8 64-66
0,8 3,97 9,6 64-66
1,0 3,89 9,4 68

Error aproximado en la CMG de + 0,25 mg/ml o + 0,6 mM.
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Tabla 3.5. CMG y T, para geles de SucValTetOct a diferentes concentraciones de Na*

[Na*] (M) CMG (mg ml?) CMG (mM) | Tge (2C)
0,2 6,13 15 62
0,4 5,43 13 62
0,6 4,19 10 62-64
0,8 3,94 9,5 66
1,0 4,08 9,9 66

Error aproximado en la CMG de + 0,25 mg/ml o + 0,6 mM.

Tabla 3.6. CMG y Tye para geles de SucValTetOct a diferentes concentraciones de K*

[K*] (M) CMG (mg ml?) CMG (mM) | Tge (2C)
0,2 No gel No gel No gel
0,4 20,0 48 62
0,6 15,0 36 64-66
0,8 7,34 18 64-66
1,0 6,02 15 68

Error aproximado en la CMG de + 0,25 mg/ml o + 0,6 mM.

Parece razonable considerar que la lipofilia de los compuestos y su capacidad de
formar enlaces de hidrogeno intermoleculares son factores clave a la hora de
determinar su eficiencia en la formacién de hidrogeles.

En primer lugar, atendiendo a los enlaces de hidrogeno intermoleculares que se
pueden formar, cabe apuntar a una diferencia importante entre el compuesto
SucDod vy los otros dos. La presencia de un solo enlace peptidico disminuye la
capacidad de formacidn de enlaces de hidrégeno intermoleculares de SucDod en
comparacién con los compuestos SucValDod y SucValTetOct tal y como se indica
esquemadticamente en las Figuras 3.11, 3.12 y 3.13. Este factor podria explicar la no
formacién de hidrogeles por SucDod en las condiciones descritas anteriormente.
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Figura 3.12. Representacion pictdrica de la agregacion de SucValDod en presencia de Na*.
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Figura 3.13. Representacion pictdrica de la agregacion de SucValTetOct en presencia de Na*.

Adicionalmente, la diferencia experimental entre la capacidad de gelacién de los
compuestos SucValDod y SucValTetOct se podria racionalizar hasta cierto punto
considerando su lipofilia, en concreto su valor de coeficiente de particién (P). Este
coeficiente representa la solubilidad relativa de un compuesto en las dos fases que
se forman a partir de la mezcla de dos sustancias inmiscibles. En farmacologia se
usan habitualmente el agua y el n-octanol como mezcla inmiscible para estas
determinaciones. El valor del coeficiente de particidn en este sistema bifasico se
puede relacionar con la lipofilia de un compuesto y como medida de la habilidad
que tiene el compuesto para pasar a través de la membrana celular.
Experimentalmente se calcula como:

p— [Cloctanot P > 1 compuestos lipofilicos o hidrofébicos
[Clagua P < 1 compuestos hidrofilicos

Ecuacidn 3.1. Ecuacion para el cdlculo del coeficiente de particion (P).
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Generalmente su valor se indica como log P y por tanto un valor positivo de log P
indica que un compuesto es lipofilico y un valor negativo de log P que el compuesto
es hidrofilico. Cuando se trabaja con un gran nimero de compuestos o con
compuestos nuevos, es muy comun usar el termino clog P. La letra ¢ indica que el
valor de log P no se ha calculado experimentalmente, sino que se ha hecho
mediante calculos matematicos y estadisticos. En el caso de este trabajo, se utilizd
el algoritmo implementado en el programa ChemDraw.

Es importante destacar que ambos compuestos son estudiados en su forma
anidnica y por tanto esto disminuye sensiblemente su valor de clog P. Como se
observa en la Tabla 3.7, en las formas iénicas presentes a pH neutro, el compuesto
SucValTetOct tiene un valor de clog P negativo, es decir, es un compuesto con
mayor cardcter hidrofilico. Sin embargo, el compuesto SucValDod tiene un valor de
clog P positivo, es decir, es un compuesto lipdfilo.

Esta diferencia es crucial en la agregacién ya que los compuestos con una mayor
lipofilia tienen mayor tendencia a formar micelas en medio acuoso. Esto explicaria
porque el compuesto SucValDod tiene unos valores de CMG inferiores a el
compuesto SucValTetOct. Por otra parte, aunque el valor de clog P del compuesto
SucDod es similar al del compuesto SucValDod, su menor capacidad para enlaces
de hidrogeno intermoleculares comentada anteriormente se podria aducir para
justificar las diferencias observadas.

Tabla 3.7. Valores de clog P para los tres compuestos estudiados.

Compuesto clog P (neutro) | clog P (anién)
SucValDod 5,5062 2,5462
SucValTetOct 2,1472 -0,8128
SucDod 4,8358 1,8758

Las Figuras 3.14 y 3.15 permiten visualizar graficamente los datos relativos a los
valores de CMG que se han mostrado anteriormente en las tablas
correspondientes. Se observa que la CMG muestra una dependencia critica de la
naturaleza del catidn. Es especialmente evidente el caso de los sistemas con una
concentracién de cation de 0,4 M. Por ejemplo, los valores de CMG de SucValDod
(Figura 3.14) para los sistemas con K*, Na* y Li* son respectivamente 6,5, 10 y 52
mM.
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CMG SucValDod en disoluciéon neutra (pH = 7)
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Concentracion M+ (M)
Figura 3.14. Representacion grdfica de la CMG del SucValDod
frente a la concentracion de cationes, pH =7
CMG SucValTetOct en disolucidn neutra (pH = 7)
[ J .
M Li+
* A Na+
o K+
4] 0 o
4] 4] 4]
0,2 0,4 0,6 0,8 1

Concentracion M+ (M)

Figura 3.15. Representacion grdfica de la CMG del SucValTetOct
frente a la concentracion de cationes, pH =7
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Estos resultados pueden justificarse teniendo en cuenta el modelo tentativo
propuesto en la Figura 3.16, que se basa en la literatura existente sobre la
agregacion de moléculas de tipo surfactante.’® En medio neutro o basico,
SucValDod y SucValTetOct se comportan como surfactantes con un extremo iénico,
el carboxilato, y una cola hidrofébica, el grupo alquilico. Este tipo de moléculas
formarian micelas que presentan una naturaleza fluida.

Estas micelas con la presencia de cationes alcalinos en una concentracidn suficiente
provocarian la formacidn de especies cristalinas en forma de disco que
evolucionarian hacia varillas micelares cristalinas, es decir, micelas cilindricas, que
evolucionarian a una red, responsable de la gelacion.

9ol
' . oﬂ“.“‘u/‘%w
. o
o .
AT )
iy Micelle aggregation 9019 Py Disk aggregation
ggreg e
Cp— ]
(‘z o
] d"’&,: i o Crystallized heads”: disk micelles

Fluid micelles (heads non-crystallized)
“Crystallized heads”: cylindrical micelles

Figura 3.16. Autoensamblaje de micelas para formar especies cristalinas en forma de disco.

1% Fuhrhop, J. H.; Helfrich, W.; Chem. Rev., 1993, 93, 1565-1582.

33









CONCLUSIONES






Conclusiones

Conclusiones

Las formas de carboxilato de SucValDod y SucValTetOct son capaces de
formar geles en presencia de concentraciones relativamente altas a
moderadas de cationes alcalinos Li*, Na* o K*.

A las concentraciones de gelante estudiadas, la forma de carboxilato de
SucDod no es capaz de formar geles en presencia de concentraciones
relativamente altas a moderadas de cationes alcalinos Li*, Na* o K*.

La formacién de geles se ve favorecida en diferente grado dependiendo de
la naturaleza del catién, siendo el orden de capacidad de induccién de la
formacion de geles Li* > Na* > K*.

La ruta sintética propuesta para la obtencion del compuesto SucValCsaOct
no ha funcionado tal y como se esperaba debido a reacciones
intermoleculares.

En general, se obtienen geles que muestran una fuerte dependencia de la
naturaleza y la concentracion de cationes alcalinos, asi como de la
temperatura. Por lo tanto, estos sistemas podrian constituir materiales
blandos, inteligentes y sensibles a los estimulos, de uso potencial en
aplicaciones de liberacion controlada, entre otras areas.
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Seccion Experimental
5.1. Métodos Generales

Los espectros de RMN de H/®3C se registraron en un Varian Unity de 500 MHz y
400 MHz en el disolvente indicado a 30 2C. Se tomaron como sefiales del disolvente
deuterado (DMSOQOde, CDCl3 o D,0) como referencia en DMSO-ds, el singlete a 2,50
y el cuadruplete centrado en 39,52 ppm para la RMN de *H y 13C, respectivamente,
y como referencia en CDCl;, el singlete a 7,26 y el singlete a 77,16 ppm para la RMN
de H y 3C. Las reacciones que requerian una atmdsfera inerte se llevaron a cabo
bajo N,. Los reactivos disponibles en el mercado se utilizaron tal y como se
recibieron. En la caracterizacién de los espectros se utilizaron las abreviaturas s, d,
t, g, p, m, br, dd que significan singlete, doblete, triplete, cuadruplete, quintete,
multiplete, ancho y doblete de dobletes.

Los espectros de masas se realizaron mediante el modo de electrodispersién
(ESMS). Los espectros de masas se registraron en Espectrometria de Masas de triple
Cuadrupolo Q-TOF Premier (Waters) con Electrospray y Sonda APCI simultaneos.

5.2. Procedimiento experimental para la sintesis de SucValDod

o
H
CbZ\'\I(OH —a 5 CbZ\I\I(O\N _b 5 CbZ\'\I(N\/\/\/\/\/\/
H e} H (0] H (6]
o

ZValDoc
ZValOH ZValOSu l
c
NH SN NN d H,N A S S g
o o} o
SucValDoc HValDoc

Esquema 5.1. Reactivos y condiciones en la sintesis del SucValDod: a) DCC, N-hidroxisuccinimida,
DME, 1 h., 80%; b) n-dodecilamina, DME, 16h., 90%; c) Pd/C, H,, MeOH, 4h., 100%; d) Anhidrido
succinico, K,COs, THF, 16 h., 86%.
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5.2.1. Sintesis de ZValOSu

Una solucién de acido carbobenziloxi-L-Valina disponible en el mercado (ZValOH)
(20 mmol) y N-hidroxisuccinimida (20 mmol, 1,0 eq.) en DME seco (50 mL) se afiadié
gota a gota bajo N, a 0 2C con un embudo de adiciéon a una solucién de N,N’-
diclohexilcarbodiimida (DCC) (20,2 mmol, 1,01 eq.) en DME seco (20 mL). La mezcla
se agitd durante 1 h a 0 2C. A continuacion, se dejd reposar la solucién en la nevera
durante 2 h, lo que provocé la precipitacion de la N,N’-diclohexilurea (DCU).
Transcurrido este tiempo, la mezcla se filtré al vacio, se elimind el disolvente del
filtrado a presidén reducida y el residuo crudo se purificé por cristalizacién en
isopropanol para obtener un sélido blanco (rendimiento 80%); los espectros de
RMN fueron consistentes con los descritos en la literatura.?®

5.2.2. Sintesis de ZValDod

Una disolucién de éster de carbobenciloxil-L-Valina activado (ZValOSu) (8,6 mmol)
en DME (50 mL) se afiadid gota a gota con un embudo de adicién a una disolucién
de n-dodecilamina comercial (8,6 mmol, 1 eq.) en DME (120 mL). La mezcla se agité
en atmosfera de N, durante 5 h a 55 2C. Transcurrido este tiempo, la mezcla se
enfrid a temperatura ambiente, el disolvente se elimind a presion reducida y el
residuo se vertio en disolucién acuosa de HCl 0,1M, después se sonicd la mezcla
durante 5 minutos. Se filtré al vacio y el residuo se lavé con agua hasta alcanzar un
pH = 7. El residuo se secé a presion reducida a 50 2C durante la noche.

Se obtuvo el (S)-(1-(dodecilamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)carbamato de bencilo
(ZvalDod) como un sélido blanco (rendimiento del 90%).

'H RMN (300 MHz, DMSO-ds): 7.84 (t, J = 5.1 Hz, 1H), 7.43 — 7.26 (m, 5H), 7.15, (d,
J=8.7 Hz, 1H), 5.03 (s, 2H), 3.79 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 3.16 — 2.91 (m, 2H), 1.92 (m(6),
J=6.6,13.2 Hz, 1H), 1.45 - 1.33 (m, 2H), 1.32 - 1.17 (m, 20H), 0.84 (d, solapado, J
= 6.6 Hz, 9H).

13C RMN (125 MHz, DMSO-ds): 5 170.8, 156.0 (C=0), 137.1, 128.2 (x2), 127.6, 127.5
(x2) (CH), 65.3 (CH,), 60.3 (CH), 38.3, 31.3 (CH,), 30.2 (CH), 29.0 (x4) 28.9 (x2), 28.7,
26.3,22.0 (CH,), 19.1, 18.2, 13.9 (CH).

20 Byrguete, M. |.; Lépez-Diago, L.; Garcia-Espafia, E.; Galindo, F.; Luis, S. V.; Miravet, J. F.;
Sroczynski, D.; J. Org. Chem., 2003, 68, 10169-10171.

36



Seccion Experimental

HR ESMS: m/z: calcd para CasH4aN20s: 441.3093; encontrado: 441.3089 [M + Na*].

5.2.3. Sintesis de HValDod

El catalizador de Paladio (20% w/w) se suspendié en MeOH (100 mL) y se agito bajo
atmosfera de H, a temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuacion, se
afadié con una jeringa una solucidn del compuesto carbobenziloxi amino
(2ZvalDod) (7,7 mmol) en MeOH (50 mL) y se agité bajo atmosfera de H; a
temperatura ambiente durante 4 h. La mezcla de reaccidn se filtré a través de Celite
y el disolvente se elimind a presidon reducida para obtener la amina
correspondiente. Se obtuvo un sdélido blanco (rendimiento del 100%).

La (S)-2-amino-N-dodecil-3-metilbutanamida (HValDod) se utiliz6 en forma cruda
para la siguiente reaccion.

'H RMN (500 MHz, DMSO-ds): 6 7.75 (t, J = 4.5 Hz, 1H), 3.13 - 2.97 (m, 2H), 2.89 (d,
J=5.0,1H), 1.83 (m(6), J = 6.0, 13.0, 19.5, 1H), 1.44 — 1.32 (m, 2H), 1.31 - 1.15 (m,
18H), 0.91-0.81 (m, 6H), 0.77 (d, /= 6.5 Hz, 3H). Las sefiales de la amina (NH3) son
demasiado anchas como para ser distinguidas del espectro.

13C RMN (125 MHz, DMSO-ds): § 174.2 (C=0), 60.0 (CH), 38.2, 31.6 (CH,), 31.3 (CH),
29.2,28.9 (x2), 28.7 (x3), 26.4, 22.1 (x2) (CHa), 19.5, 17.1, 13.9 (CH).

HR ESMS: m/z: calcd para C17H3N20: 258.2906; encontrado: 258.2908 [M + H*].

5.2.4. Sintesis del compuesto final (SucValDod)

Una disolucién de HValDod (7,7 mmol, 1 eq.) en THF (250 mL) se agité a 0 2C bajo
atmosfera de N, con K,COs3 sdlido (29,4 mmol, 3,8 eq.). La mezcla se agitd durante
15 minutos a 0 2C, después se afiadié con un embudo de adicidn una disolucién de
anhidrido succinico disponible comercialmente (15,5 mmol, 2,0 eq.) en THF (100
mL). La mezcla se agitd enérgicamente durante 16 h a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo, la solucidn se concentré a presiéon reducida y el residuo
bruto se disolvié en agua (100 mL); a continuacién, se afiadié acido clorhidrico
concentrado gota a gota a 0 9C hasta observar la formacion de un precipitado
blanco a pH = 2. El sélido blanco obtenido se filtré al vacio y el residuo se lavd con
agua (300 mL). El compuesto se seco a presidn reducida a 50 2C durante la noche.
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Se obtuvo el acido (S)-4-((1-(dodecilamino)-3-metil-1-oxobutan-2-il)amino)-4-
oxobutanoico (SucValDoc) como un sélido blanco (rendimiento del 86%).

IH RMN (500 MHz, DMSO-ds): 6 7.90 — 7.82 (m, 2H), 4.07 (t, J = 16 Hz, 1H), 3.12 —
2.92 (br m, 2H), 2.44 — 2.36 (m, 4H), 1.93 (m(6), J = 10, 16 Hz, 1H), 1.40 — 1.31 (m,
2H), 1.30-1.18 (m, 18H), 0.85 (t, J =5 Hz, 3H), 0.82 (d, / = 5 Hz, 6H). Las sefiales del
acido (-COOH) es demasiado ancha como para ser distinguida del espectro.

13C RMN (125 MHz, DMSO-ds): & 173.8, 171.0, 170.7 (C=0), 57.9 (CH), 38.3, 31.3
(CH,), 30.4 (CH), 29.9, 29.3, 29.0 (x3), 29.0 (x2), 28.7, 26.3, 22.0 (CH,), 19.15, 18.10,
13.89 (CH).

HR ESMS: m/z: calcd para C1H4oN204: 383.2914; encontrado: 383.2910 [M - H*].

5.3. Procedimiento experimental para la sintesis de SucDod

O
SN S NH2 —2 . HONN/\/\/\/\/\/\
H
O
n-dodecilamina SucDod

Esquema 5.2. Reactivos y condiciones en la sintesis del SucDod:
a) Anhidrido succinico, K,COs, THF, 16 h., 91%.

5.3.1. Sintesis del compuesto final (SucDod)

Una disolucion de n-dodecilamina (HDod) (10,8 mmol) en THF (150 mL) se agit6 a
0 2C bajo atmosfera de N, con K>COs sélido (41 mmol, 3,8 eq.). La mezcla se agité
durante 15 minutos a 0 2C, después se afiadid con un embudo de adicién una
disolucién de anhidrido succinico disponible comercialmente (21,6 mmol, 2,0 eq.)
en THF (100 mL). La mezcla se agité enérgicamente durante 16 h a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo, la solucidn se concentré a presidn reducida y
el residuo bruto se disolvié en agua (100 mL); a continuacion, se afiadié acido
clorhidrico concentrado gota a gota a 0 2C hasta observar la formaciéon de un
precipitado blanco a pH = 2. El sélido blanco obtenido se filtré al vacio y el residuo
se lavd con agua (300 mL). El compuesto se secd a presion reducida a 50 2C durante
la noche.
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Se obtuvo el acido 4-(dodecilamino)-4-oxobutanoico (SucDod) como un sélido
blanco (rendimiento del 91%).

H RMN (300 MHz, D;0): § 3.05 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2.32 (s, 4H), 1.41 (t, 2H), 1.19 (m,
18H), 0.77 (t, J = 6.3 Hz, 3H). Las sefiales del acido (-COOH) no aparecen ya que el
disolvente es agua basica deuterada y el compuesto se encuentra en forma de
carboxilato.

13C RMN (75 MHz, D,0): 6 180.90, 174.80 (C=0), 39.55 (CH.), 33.35 (CHa), 32.53
(CH,), 32.03 (CHa), 30.05 (CH: x4), 29.63 (CHz x2), 29.10 (CH.), 27.20 (CH.), 22.63
(CH,), 13.73 (CHs).

5.4. Procedimiento experimental para la sintesis de SucValTetOct

(0]

H H o
NH 2 Oy N ® O N W °
HN N2 —e g NH, —> NN —> HN A~ M
;( X ;( \g N H
1,4-Diaminobutano BocTetH BocTetOct HTetOct
ld
i N j‘?\/\/\/\ f § j\/\/\/\ ° s j\/\/\/\
HONN N~y ~ NNy < Oz AN A~y
o H o H o H H H

o
SucValTetOct HValTetOct ZValTetOct

Esquema 5.3. Reactivos y condiciones en la sintesis del SucValTetOct: a) Boc,0, HCl, MeOH, 2 h.,
56%, b) Oct-Cl, EtsN, CH,Cl,, 1h., 98%; c) TFA, CH,Cl,, 6h., 99%; d) ZValOSu, THF, 16 h., 77%; e) Pd/C,
H,, MeOH, 4h., 100%; f) Anhidrido succinico, K,COs, THF, 16 h., 37%.

5.4.1. Sintesis de BocTetH

Una disolucion de 1,4-diaminobutano (34 mmol, leqg.) en MeOH (50ml)
previamente acidificado con HCI conc. (34 mmol, leq.) fue agitada durante 20
minutos a 0 2C. Se afiadieron 7 ml de agua destilada y se agité durante 30 minutos.
Una disolucién de dicarbonato de diterbutilo (Boc,0) (51 mmol, 1,5 eq.) en MeOH
(30 ml) fue afiadida mediante un embudo de adicion a la mezcla anterior y se agito
durante una hora. Transcurrido este tiempo, la mezcla se enfrié a temperatura
ambiente, el disolvente se elimind a presién reducida. El residuo blanco se
resuspendid en 40 mL de NaH,PO4 acuoso 1 M, se sonicd y se filtré a vacio para
eliminar el sélido. La disolucidn se lavo con dietil eter (3 x 40 mL) y la fase orgénica
se desechd. El pH de la fase acuosa se ajustd a un pH de aproximadamente 10
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utilizando NaOH 1 M acuoso, y el producto se extrajo con acetato de etilo (3 x 40
mL). La fraccién orgdnica se secé con Na,SO, anhidro y se concentrd a presion
reducida. El compuesto se secé a presion reducida a 50 2C durante la noche.

Se obtuvo el (4-aminobutil)carbamato de tert-butilo (BocTetH) como un sdlido
blanco (rendimiento del 56%).

1H RMN (500 MHz, CDCls): 6 4.63 (s, 1H), 2.86 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 2.45 (t, J = 6.7 Hz,
2H), 1.32 (bs, 2H), 1.28 — 1.20 (m, 4H), 1.18 (s, 9H).

13C RMN (75 MHz, CDCls): § 156.04 (C=0), 78.87 (C), 41.69 (CH.), 40.34 (CH,), 30.74
(CHa), 28.37 (CHs x3), 27.41 (CH,).

5.4.2. Sintesis de BocTetOct

A una disolucién a 0 2C de la amina (BocTetH) (19 mmol, 1 eq.) y trietilamina (22,8
mmol, 1,2 eq.) en CH,Cl; (100 mL) se ainadid cloruro de octanoilo (Oct-Cl) (19 mmol,
1 eq.) gota a gota con un embudo de adicién. Tras agitar durante 1 h a T2 ambiente,
se realizaron 3 lavados con NaH,PO, acuoso 1 M. La fase organica se secd con
MgSQO, anhidro y se concentrd a presion reducida. El compuesto se secé a presidon
reducida a 50 2C durante la noche.

Se obtuvo el (4-octanamidobutil)carbamato de tert-butilo (BocTetOct) como un
sélido blanco (rendimiento del 98%).

H RMN (300 MHz, CDCls): 6 5.81 (s, 1H), 4.67 (s, 1H), 3.26 (g, J = 6.1, 2H), 3.12 (q,
J=6.1Hz, 2H), 2.15 (t, J = 7.6, 2H), 1.68 — 1.56 (m, J = 14.1, 6.8 Hz, 2H), 1.55 — 1.46 (m,
4H), 1.43 (s, 9H), 1.32 — 1.21 (m, 8H), 0.86 (t, J = 6.8 Hz, 3H).

13C RMN (75 MHz, CDCl3): & 173.43 (C=0), 156.26 (C=0), 79.30 (C), 40.20 (CH,),
39.14 (CH,), 36.94 (CH,), 31.79 (CH.), 29.38 (CH,), 29.11 (CH,), 28.51 (CH3 x3), 27.72
(CH5), 26.84 (CH,), 25.92 (CH,), 22.69 (CH,), 14.15 (CHs).

5.4.3. Sintesis de HTetOct

A una disolucién de BocTetOct (18,7 mmol, 1 eq.) en CH,Cl; (50 mL) en atmosfera
de N, se afadidé TFA (30 ml, 0,39 mol, 21 eq.) gota a gota con un embudo de adicion.
Tras agitar durante 6 h a T2 ambiente, se concentrd la disolucidn amarilla a presion
reducida hasta observar un aceite amarillo que se dejé a vacio 2 h. El aceite amarillo
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se diluyd con agua y se ajustd el pH a 10 aproximadamente utilizando NaOH 1 M
acuoso. A la fase acuosa se le realizaron 3 extracciones con CHCl,. La fase orgéanica
se sec6 con Na,SO4 anhidro y se concentrd a presion reducida. El compuesto se secé
a presion reducida a 50 2C durante la noche.

Se obtuvo la N-(4-aminobutil)octanamida (HTetOct) como un sdélido blanco
(rendimiento del 98%).

1H RMN (300 MHz, CDCls): 6 6.20 (s, 1H), 3.19 (g, J = 6.4 Hz, 2H), 2.68 (t, J = 6.5 Hz,
2H), 2.11 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.67 — 1.35 (m, 8H), 1.33 — 1.15 (m, 8H), 0.84 (t, 3H).

13C RMN (75 MHz, CDCl3): 6 173.30 (C=0), 41.72 (CH,), 39.29 (CH,), 36.89 (CH.),
31.73 (CH,), 30.85 (CH.), 29.33 (CH,), 29.06 (CH,), 27.12 (CH,), 25.89 (CH,), 22.63
(CHa), 14.09 (CHs).

5.4.4. Sintesis de ZValTetOct

Una disolucidn de éster de carbobenciloxil-L-Valina activado (ZValOSu) (18,3 mmol)
en DME (100 mL) se afiadié gota a gota a temperatura ambiente con un embudo
de adicidn a una disolucidon de HTetOct (18,3 mmol, 1 eq.) en DME (120 mL). La
mezcla se agité en atmosfera de N, durante 5 h a 55 2C. Transcurrido este tiempo,
la mezcla se enfrid a temperatura ambiente, el disolvente se elimind a presion
reducida y el residuo se vertio en disolucion acuosa de HCI 0,1M, después se sonicod
la mezcla durante 5 minutos y se filtré al vacio. El residuo se vertié en disolucién
acuosa de NaOH 0,1M, después se sonico la mezcla durante 5 minutos. Se filtro al
vacio y el residuo se lavd con agua hasta alcanzar un pH = 7. El residuo se secé a
presion reducida a 50 2C durante la noche.

Se obtuvo el (S)-(3-metil-1-((4-octanamidobutil)amino)-1-oxobutan-2-il)carbamato
de bencilo (ZValTetOct) como un sélido blanco (rendimiento del 77%).

H RMN (500 MHz, CDCls): & 7.43 — 7.29 (m, 5H), 6.33 (s, 1H), 5.73 (s, 1H), 5.43 (s,
1H), 5.11 (s, 2H), 3.96 (dd, J = 8.6, 6.3 Hz, 1H), 3.34 — 3.15 (m, J = 16.6, 5.6 Hz, 4H),
2.15 (t, J = 15.9, 8.1 Hz, 3H), 1.66 — 1.57 (m, 2H), 1.51 (s, 4H), 1.37 — 1.19 (m, 8H),
0.97 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.92 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.88 (t, J = 6.7 Hz, 3H).

13C RMN (75 MHz, CDCls): 6 173.68 (C=0), 171.71 (C=0), 156.64 (C=0), 136.36 (C),
128.61 (CH x2), 128.25 (CH), 128.13 (CH x2), 67.04 (CH,), 60.70 (CH), 39.12 (CHa),
38.98 (CH,), 36.84 (CH,), 31.78 (CH,), 31.18 (CH), 29.38 (CH), 29.11 (CH,), 27.04
(CH,), 26.72 (CH,), 25.90 (CH,), 22.68 (CH,), 19.41 (CHs), 17.95 (CHs), 14.14 (CHs).
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5.4.5. Sintesis de HValTetOct

El catalizador de Paladio (20% w/w) se suspendié en MeOH (100 mL) y se agito bajo
atmosfera de H, a temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuacion, se
afadié con una jeringa una solucidn del compuesto carbobenziloxi amino
(ZValTetOct) (14,1 mmol) en MeOH (50 mL) y se agitd bajo atmosfera de H; a
temperatura ambiente durante 4 h. La mezcla de reaccion se filtrd a través de Celite
y el disolvente se elimind a presidon reducida para obtener la amina
correspondiente. Se obtuvo un sdélido blanco (rendimiento del 100%).

La (S)-N-(4-(2-amino-3-metilbutanamido)butil)octanamida (HValTetOct) se utilizd
en forma cruda para la siguiente reaccion.

H RMN (300 MHz, CDCls): & 7.43 (s, 1H), 5.83 (s, 1H), 3.37 — 3.23 (m, 4H), 3.23 (d,
J=3.7Hz, 1H), 2.40 - 2.23 (m, J = 17.7, 8.8, 5.0 Hz, 1H), 2.15 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.69
—1.59 (m, 2H), 1.58 — 1.47 (m, 4H), 1.38 — 1.16 (m, 8H), 0.99 (d, J = 7.0 Hz, 3H), 0.88
(t,J=9.2, 4.3 Hz, 3H), 0.83 (d, J = 7.1 Hz, 3H).

5.4.6. Sintesis del compuesto final (SucValTetOct)

Una disolucion de HValTetOct (14,1 mmol, 1 eq.) en THF (150 mL) se agit6 a 0 C
bajo atmosfera de N, con K;COs; sdlido (53,6 mmol, 3,8 eq.). La mezcla se agitd
durante 15 minutos a 0 2C, después se afiadid con un embudo de adicién una
disolucién de anhidrido succinico disponible comercialmente (28,2 mmol, 2,0 eq.)
en THF (100 mL). La mezcla se agité enérgicamente durante 16 h a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo, la disolucion se concentrd a presiéon reducida
y el residuo bruto se disolvié en agua (100 mL); a continuacidn, se afiadié acido
clorhidrico concentrado gota a gota a 0 2C hasta observar la formacion de un
precipitado blanco a pH = 2. El sélido blanco obtenido se filtré al vacio y el residuo
se lavd con agua (300 mL). El compuesto se secd a presion reducida a 50 2C durante
la noche.

Se obtuvo el acido (S)-4-((3-metil-1-((4-octanamidobutil)amino)-1-oxobutan-2-
ilJamino)-4-oxobutanoico (SucValTetOct) como un sdlido blanco (rendimiento del
37%).
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1H NMR (400 MHz, D,0): § 3.97 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 3.24 — 3.01 (m, 4H), 2.55 — 2.32
(m, 4H), 2.12 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.04 —1.91 (m, 1H), 1.57 — 1.37 (m, 6H), 1.27 - 1.08
(m, 8H), 0.86 (dd, J = 6.6, 4.8 Hz, 6H), 0.76 (t, / = 6.7 Hz, 3H). Las sefales del acido (-
COOH) y de las amidas no se pueden distinguir del espectro.

13C NMR (101 MHz, D,0): 6 180.88 (C=0), 175.91 (C=0), 175.70 (C=0), 173.14
(C=0), 59.70 (CH), 38.84 (CH,), 35.94 (CH,), 33.01 (CH,), 32.13 (CH), 31.37 (CH),
29.99 (CH.), 28.68 (CHa), 28.59 (CHa), 26.16 (CH,), 25.99 (CH,), 25.67 (CH,), 22.24
(CH.), 18.63 (CHs), 17.77 (CHs), 13.61 (CHs).

5.5. Determinacion de la CMG

Se prepard una disolucién madre de tampdn TRIS 0,1M, pH = 7; la concentracion
de catidn (M*) se ajusté mediante la adicion de MCl sélido (M= Li, Na o K).

En un experimento tipico, se introdujeron 4 mg de compuesto y 1 mL de disolucién
madre en un vial cilindrico de vidrio con tapa de rosca (8 mL, diametro =1,5 cm). El
sistema se calenté con aire caliente hasta 100 2C con una pistola de calor. Una vez
disuelto el sélido, el sistema se enfrié por inmersidn en un bafio de agua a 25-30 2C
durante 30 minutos. La formacién de gel se comprobd con la prueba del vial
invertido. Todas las determinaciones se hicieron por triplicado.

5.6. Determinacion de la Tgel

La temperatura de transicidon de gel a sol se determind utilizando viales cilindricos
de vidrio con tapa de rosca (8 mL, didametro =1,5 cm). Para controlar la temperatura,
se utilizé un Bafio Seco Digital con Control Avanzado por Microprocesador (Thermo
Scientific). Las medidas se obtuvieron comprobando la estabilidad del gel mediante
la inversidn del vial después de la estabilizacidn a la temperatura correspondiente
durante 15 min. La temperatura comenzd a 25 2C y se incrementd cada paso en
2 9C. Todas las determinaciones se hicieron por triplicado.
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Anexo
6.1. Espectros de RMN
6.1.1. Sintesis de SucValDod
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Figura 6.1. 1H RMN de ZValDod
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Figura 6.2. 13C RMN de ZValDod
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* La sefial de amina (NH,) es muy ancha y no se puede distinguir en el espectro.
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Figura 6.4. 3C RMN de HValDod
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* La sefial del 4cido (-COOH) es muy ancha y no se puede distinguir en el espectro.
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Figura 6.5. 1H RMN de SucValDod
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Figura 6.6. 13C RMN de SucValDod
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6.2. Espectros de RMN en la sintesis de SucDod
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6.3. Espectros de RMN en la sintesis de SucValTetOct
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Figura 6.9. 1H RMN de BocTetH
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Figura 6.10. 13C RMN de BocTetH
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