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Abreviaturas

ARN=Acido ribonucleico

Boc =t — butiloxicarbonilo

Cbz = Carboxibencilo

CD = Celulas dendriticas

Cst = Cisteamina

CTRT = Citrato de sodio

DCC = Diciclohexilcarbodiimida
Dec=Decametileno

DEX = Dextrano

DL S= Dynamic light scattering” (Dispersidon dindmica de luz
Dox = Doxorrubicina

DTT = Ditiotreitol

GSH = Glutatién

GSSG = Glutation oxidado
GFP-DS=Green or red fluorescent protein
IX= Protoporfirina

LA = Acido lipoico

NHS = Hidroxisuccinimida

NP = Nanoparticulas

Osu = Radical N-oxisuccinimida

PEG = Polietilenglicol

RMN = Resonancia magnética nuclear
THF = Tetrahidrofurano

TFA = Acido tricloroacético

Val =Valina
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1. Introduccién

El siguiente trabajo esta basado en la sintesis y el estudio de la agregacion en medio
acuoso de dos compuestos derivados de L-Valina. Uno de ellos presenta una agrupacion
disulfuro, lo que lo hace sensible al glutation (GSH). Los agregados de estos compuestos
en nanoparticulas pueden tener aplicacion en el campo de la liberaciéon controlada de
farmacos. Teniendo en cuenta estas consideraciones, en esta introduccion se ha
realizado una breve revision sobre el area de la nanotecnologia y en particular sobre
nanoparticulas interés biomédico. Adicionalmente, se comenta la utilidad como

nanovehiculos de nanoparticulas responden a la presencia de GSH.

1.1. La nanotecnologia y las nanoparticulas

La nanotecnologia es un campo de las ciencias aplicadas dedicado al control y
manipulacion de la materia a una escala menor gque un micrémetro, es decir, a nivel de
atomos y moléculas (nanomateriales). Lo mas habitual es que tal manipulacion se
produzca en un rango de entre uno y cien nandémetros. La nanotecnologia comprende el
estudio, disefio, creacion, sintesis, manipulacion y aplicacion de materiales, aparatos y
sistemas funcionales a través del control de la materia a nanoescala, y la explotacién de
fendbmenos y propiedades de la materia a nanoescala. Cuando se manipula la materia a

escala tan mindscula, presenta fenémenos y propiedades totalmente nuevas.!

El principal objetivo del uso de nanoparticulas es el de innovar y desarrollar nuevas
herramientas y materiales en distintas areas, como la medicina, la electrénica o la
cosmética. La nanomedicina es una subdisciplina de la nanociencia y es una de las
vertientes mas prometedoras dentro de los muchos avances tecnoldgicos todavia en
estudio, ya que brinda la posibilidad de diagnosticar y tratar enfermedades a nivel celular

y molecular.?-3: 4
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Figura 1. Escala nanométrica

Se utilizan dos estrategias basicas para producir nanoparticulas: «de arriba hacia abajo» y
«de abajo hacia arriba».® El término «de arriba hacia abajo» se refiere aqui a la trituracion
mecéanica del material usando un proceso de molienda. En la estrategia de «abajo hacia
arriba», las estructuras se construyen mediante procesos quimicos (Figura 2). La
seleccién del proceso respectivo depende de la composicion quimica y de las
caracteristicas especificadas de las nanoparticulas deseadas.*
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Figura 2. Métodos de produccién de nanoparticulas
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Los métodos ascendentes se basan en principios fisicoquimicos de autoorganizacion
molecular o atémica.® Este enfoque produce estructuras mas seleccionadas, mas
complejas a partir de atomos 0 moléculas y un mejor control del tamafio. Incluye procesos

en aerosol, reacciones de precipitacion y procesos sol-gel.*
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Figura 3. Procesos quimico-fisicos en la produccion de nanoparticulas

En particular, en el caso de nanoparticulas organicas, se ha publicado recientemente una
revision de las diferentes estrategias para su preparacion dentro de un contexto

biomédico en la que se basa el siguiente apartado.
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1.1.1. Las nanoparticulas orgéanicas ’

Las nanoparticulas organicas han atraido una amplia atencién para diversas aplicaciones
biomédicas, como el diagnéstico de enfermedades, la administracion de farmacos, la
bioimagen y la terapia contra el cancer. Por tanto, se han realizado considerables
esfuerzos para desarrollar diferentes estrategias para la construccién de nanoparticulas

organicas con distintas morfologias y propiedades.

Los diferentes componentes basicos para la preparacion de las nanoparticulas organicas
tienen una excelente biocompatibilidad y funcionalidad diversa, una amplia variedad de
materiales organicos que incluyen moléculas pequefias como por ejemplo moléculas de
farmacos y moléculas organicas fluorescentes, polimeros, copolimeros, polimeros
semiconductores o dendrimeros y biomoléculas. Ademas, los acidos nucleicos, péptidos o
proteinas se han empleado ampliamente como blogues de construccion para construir

nanoparticulas a través de mdltiples interacciones intermoleculares para aplicaciones

biomédicas.
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Figura 4. llustracion esquematica de bloques de construccion tipicos, fuerzas impulsoras y
estrategias para la preparacion de nanoparticulas organicas.®



Debido a los diversos méritos de las nanoparticulas organicas para aplicaciones
biomédicas, se han desarrollado nhumerosas estrategias de fabricacién. Se pueden dividir
principalmente en métodos de autoensamblaje, microemulsiones y ensamblaje “capa a
capa” (LbL), asi como técnicas basadas en algunos instrumentos especificos como

PRINT, electropulverizacién y microfluidos.’

e Estrategias parala preparacién de nanoparticulas organicas’

a. El autoensamblaje:’

El autoensamblaje es la estrategia mas utilizada y practica para preparar nanoparticulas
organicas con componentes basicos, incluidos copolimeros de bloques anfifilicos,
complejos huésped-huésped, polielectrolitos o moléculas organicas pequefas. Las
interacciones no covalentes como las fuerzas de van der Waals, las interacciones
electrostaticas, el efecto hidréfobo y los enlaces de hidrégeno a menudo estan

involucradas en el autoensamblaje (Figura 5).

Estas fuerzas de union relativamente débiles a menudo confieren a las nanoparticulas
organicas ensambladas sensibilidad a los cambios ambientales, lo que favorece sus
aplicaciones en respuestas bajo demanda a factores ambientales como la temperatura o

el pH.
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Figura 5. Fuerzas impulsoras para la construccion de nanoparticulas organicas.



b. Microemulsién

La microemulsion es un método simple y versétil para la fabricacibn de nanoparticulas
organicas sin necesidad de instrumentos costosos. En comparacibn con la
nanoprecipitacion, la microemulsién requiere un emulsionante o0 un tensioactivo y se
considera un método de sintesis de plantilla blanda. Generalmente, los tamafios de las
nanoparticulas organicas producidas por este método son <500 nm. En una emulsion
tipica el disolvente organico, que contiene las moléculas organicas que formaran las
nanoparticulas (tal como diclorometano, inmiscible con el agua) se afadiria a la solucion
acuosa con un emulsionante bajo ultrasonidos o agitacién vigorosa. Entonces se

formarian nanoparticulas orgéanicas con una cierta cantidad de emulsionante.

Por ejemplo, Vivero-Escoto y sus colaboradores fabricaron nanoparticulas de
polisilsesquioxano (PSilQ) sensibles a estimulos mediante microemulsién, que pueden
cargar y administrar simultineamente ARN terapéutico, curcumina y protoporfirina IX
(PpIX) para tratar el cancer de mama triple negativo con una combinacion de terapia
génica, quimioterapia y fototerapia. (figura 6)2
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Figura 6. Representacidn de la preparacion y caracterizacion de las NP de PEG-PEI-PSIlQ (cur)
cargadas con ARN de GFP-DS mediante el método de microemulsién



c. Ensamblaje capa por capa (LbL)’

El ensamblaje de LbL es un método universal y flexible para preparar nanoparticulas
multifuncionales mediante el recubrimiento de nucleos de nanoparticulas con polimeros,
biomoléculas y coloides, etc. El ensamblaje de LbL se puede lograr con diferentes fuerzas
de interaccion, incluida la interaccion electrostatica, el reconocimiento biologico, los

enlaces de hidrégeno vy la interaccion huésped-huésped.

Este enfoque podria integrar convenientemente propiedades multifuncionales a una
nanoarquitectura mediante el ensamblaje de materiales con diferentes funciones para
cada capa como puede ser la respuesta a estimulos o tiempos de circulacion sistémica

prolongados.

d. Replicacién de particulas en plantillas no humectantes (PRINT)

En 2005, el grupo de De Simone propuso la tecnologia de replicacién de particulas en
plantillas no humectantes (PRINT), que es un método "de arriba hacia abajo" para fabricar

microparticulas y nanoparticulas bien definidas con tamafnos de 20 nm a 100 ym.

El método PRINT, como estrategia de litografia blanda, muestra un control preciso del
tamafio, la geometria y la composicidon con un elastdmero a base de perfluoropoliéter no
humectante (PFPE). Después de décadas de desarrollo, PRINT se ha utilizado para

fabricar nanoparticulas a partir de una amplia gama de materiales

e. Electropulverizacion

La electropulverizacion es un método versatil, de un solo paso y rentable para la
fabricacion de nanoparticulas organicas con un tamafio relativamente pequefio, que
incluye electropulverizacibn con una sola aguja, electropulverizacion coaxial,

electropulverizacién multiaxial, electropulverizacién simple y multiplexada.

El principio de la electropulverizacion es que la solucién de material se expulsa de una
jeringa en forma de nanoparticulas bajo la aplicacién de un alto voltaje. Comunmente, las
nanoparticulas organicas producidas por este método se pueden utilizar como vehiculos
para administrar farmacos, proteinas y vitaminas, asi como factores de crecimiento con su

morfologia controlada, encapsulacion eficaz y excelente reproducibilidad.



f. Microfluidos

Desde principios de la década de 1980, la tecnologia de microfluidos se ha desarrollado
rapidamente. La principal ventaja de la tecnologia de microfluidos es su capacidad para
manejar con precision fluidos monofasicos o multifase con pequefios volimenes (desde
microlitros hasta picolitros) en microcafales (decenas a cientos de micrometros). Hoy en
dia, la tecnologia de microfluidos se ha adoptado para una amplia gama de aplicaciones
biolégicas o quimicas, como sintesis de micromateriales y nanomateriales, administracion
de farmacos, deteccién de analitos, debido a sus méritos Unicos de control preciso de
reacciones, alto nivel de integracion, alta eficiencia de produccion y buena
reproducibilidad.

El flujo en los microcafiales estd influenciado principalmente por las fuerzas viscosas mas
que por las fuerzas de inercia. Mientras tanto, con una superficie mas grande, el

microfluido proporciona transferencias de masa y calor mas rapidas y uniformes.

Se han fabricado una variedad de nanoparticulas organicas con una morfologia bien
definida mediante métodos de microfluidos, incluidas nanoparticulas poliméricas como
acido poli(L-lactico-co-glicdlico), polisacéaridos, liposomas o nanoparticulas lipidicas. Leal y
sus colaboradores utilizaron la tecnologia de microfluidos para crear cuboplexos de
pequefio tamafio, que son cubosomas (nanoestructuras con propiedades de cristal liquido

gue presentan una ordenacién cubica). cargados de ARN de interferencia (Figura 7). °

Figura 7. Representacion de la sintesis mediante microfluidos de un cubosoma.


https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acsmaterialslett.0c00078#fig11

1.2. Nanovehiculos 10

Con la nanotecnologia se han disefado los farmacos inteligentes que tienen como
principal mecanismo la liberacién controlada de un medicamento en una region especifica
del organismo. Este tipo de farmacos estan formados por una cubierta sintética que
contiene el principio activo del tamafio nanométrico que lo dirige al lugar adecuado. Asi
aumenta su eficacia y se evitan los efectos secundarios en otras partes del cuerpo. Sin
embargo, este ‘Nanovehiculo’ debe cumplir varios requisitos, como ser resistente en los
medios biol6gicos, tener una vida media relativamente elevada ,y evidentemente no ser

toxico.

En muchos casos, los farmacos para ejercer efectos terapéuticos requieren su
administracién y liberacién en los compartimentos celulares, como el citoplasma o el
nucleo celular. Este seria el caso, entre otros, de los farmacos fotosensibilizadores,
anticancerigenos, antioxidantes, peptidicos o proteicos.!!Los posibles sistemas de
administraciébn de farmacos dirigidos, por lo tanto, deben poder superar no solo las
barreras extracelulares (tiempo de circulacién prolongado, acumulaciéon preferencial en
sitios enfermos, unién selectiva a las células diana, etc.) sino también barreras
intracelulares igualmente importantes.(internalizacion celular, escape endosomal,
liberacién de farmacos, etc.). En los Ultimos afios, el disefio de nuevos nanoportadores
biosensibles que liberan farmacos en respuesta a una sefial intracelular, en particular pH

acido y potencial redox, ha recibido gran interés.

Los nanovehiculos, que son sensibles al pH, se disefian habitualmente para desestabilizar
los vehiculos vy liberar farmacos en compartimentos endosomales y / o lisosomales, que
tienen valores de pH tipicamente tan bajos como 5,5 y 4,5, respectivamente. Por otro
lado, los vehiculos con respuesta redox estan destinados principalmente a desmontar y

liberar farmacos en el citosol en respuesta a la presencia de glutation (GSH) (Figura 8).12
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Figura 8. llustracién esquemética a la via de trafico intracelular de nanovehiculos sensible a GSH

1.3. El glutation 13

El glutation (GSH) es una molécula formada por la asociacién de 3 aminoécidos: &cido
glutdmico, cisteina y glicina. Es el principal antioxidante con presencia en todas las
células y ayuda a protegerlas de los radicales libres y los téxicos celulares en general. En
las células, el glutation se encuentra en estado reducido (GSH) disponible para su funcion
y, en menor cuantia, en su estado oxidado (GSSG), fruto de su accion de defensa de la

célula. Una enzima, la Glutation reductasa lo va reparando a medida que se oxida.

La funcion principal del glutatibn es proteger sus células y las mitocondrias del dafio
oxidativo y peroxidacion. El envejecimiento disminuye la capacidad de producir glutation
reducido, al igual que diversos problemas de salud, como el Alzheimer, Parkinson,

arterioesclerosis o las cataratas entre otros.

10
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Figura 9. Molécula de la Glutation

GSH / disulfuro de glutation (GSSG) es la principal pareja redox en las células animales
gue determina la capacidad antioxidante de las células.'*GSH / GSSG se mantiene
reducido por NADPH y glutation reductasa. El nivel intracelular de GSH también depende
de otras parejas redox como NADH / NAD*y NADPH / NADP*. Cabe sefalar ademas que
el compartimento endosémico también es activo en reacciones redox. En este caso el
potencial redox esta modulado por una enzima reductora especifica, tiol reductasa
lisosomal, inducible por gamma-interferén (GILT) en la copresencia de un agente reductor
como la cisteina (pero no GSH).'®
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Figura 10. Ciclo de oxido-reduccién del glutation
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Los ultimos afios han sido testigos de un enorme progreso en el desarrollo de
nanovehiculos sensibles al glutation para la administracibn de genes y farmacos
intracelulares dirigidos. Varios compartimentos intracelulares como el citosol, las
mitocondrias y el ndcleo celular contienen una alta concentracion de glutation (GSH)
tripéptidos (alrededor de 2 - 10 mM), que es de 100 a 1000 veces mayor que en el
extracelular.'? Por ello, el glutatiéon ha sido reconocido como un estimulo interno ideal para
la rapida desestabilizacién de nanoportadores dentro de las células para lograr eficiente la

liberacion intracelular de farmacos.

12



13

Objetivos



14



2. Objetivos

Sintesis del Val-Cst-Val

H5;C CHs
Q H
HZN\_)J\N/\/S\S/\/N%NHZ
z H
PN (0]

H3C CHj;

Sintesis del Val-Dec-Val-2 HCI

© HsC. _CH

Cg ©Q H3 o 3

HsN e~~~ ~N

3 \_)J\N NHs o
= o)

HsC™ “CHs

Determinacion de la concentracion critica micelar del Val-Cst-Val utilizando la

hipericina como sonda fluorescente

Determinacién del tamafio de las nanoparticulas formadas por estas moléculas.

por medio de medidas de DLS.

Estudio de la sensibilidad de Val-Cst-Val al glutation mediante DLS.
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3.Resultados y discusién

3.1. Sintesis de Val-Cst-Val y Val-Dec-Val-2HCI
3.1.1Sintesis del compuesto Valina-Cistamina-Valina

El compuesto Val-Cst-Val fue obtenido a partir de L-cistina y BocValOH en tres pasos
diferenciados.
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c g Ty DCC H C>EH30 o R b
3 3

>k )J\ OH A — ¢ O)J\N Oy
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2 H3C 3
CHs 0 s HiC O ¢y o
i )L HaC R X 2 on
S Et;N )ro N A A8 g~ N A A oA CHs
+ / ﬁHgC \ﬂ/ H CH3
0 S Ha 0
o) z HsC~ "CHs
@
HaN 8
8
%
3. HsC.__CHs
HsC._ CHs H
CH NaOH
H3C H O H 0 3 HZN\)J\ S /\/N\HI
e N s NH
HsCﬁ/o\;rN\;)LN/\/S*s/\/Nm/\(NJLOJ%ﬁHS A : d 2
He O A H o H 3 H3C/\CH3
HsC~ 'CHj

Paso 1. Se realiza la activacién del BocvValOH mediante DCC para obtener el ester
activado de N-hidroxisuccinimida. En esta reaccion se emplea el aminoacido L-valina
protegido con BOC. La nucleofilica y basicidad del grupo amino obliga a protegerlo en
numerosas sintesis organicas. Esta proteccion se realiza uniendo al nitrégeno un grupo

electrén atractor que disminuya su reactividad.

Los grupos protectores mas populares son: Boc (t-butiloxicarbonilo) y CBz
(carboxibencilo). El grupo protector Boc se suele introducir a partir del carbonato de

diterbutilo mientras que el CBz a partir del cloroformiato de bencilo.

El grupo Boc se elimina en condiciones &cidas relativamente suaves mientras que el CBz

requiere acidos concentrados o, preferiblemente, hidrogendlisis.t’
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Figura 11. Ejemplo de la proteccion del grupo amino con Boc

0
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Figura 12. Ejemplo de desproteccién del grupo Boc

o
NaOH, H o
H;,N/T + a  _NaOHHO N
§ b
o]
© =)
CBZ

Figura 13. Proteccion del grupo amino con CBz

o H, Pd o
H/\f RC M H:N/\f + COp+ Ph-CHy
= E

Figura 14. Eliminacion del grupo CBz hidrogendlisis catalizada con paladio.

Paso 2: Se forma el enlace amida por la reaccion del ester activado con cistamina.

Paso 3: Se elimina el grupo protector BOC mediante TFA y se extrae en medio bésico el
producto Val-Cst-Val como amina libre.
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Se tomd un espectro RMN para su debida caracterizacion como se muestra en la (figura
15)
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17 3000
10 2000
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1000
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Figura 15. Espectro *H RMN de Val-Cst-Val en CDCls
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3.1.2. Sintesis del compuesto Valina-Decametileno-Valina-2HCI

El compuesto Val-Dec-Val fue obtenido a partir de 1,10-diaminodecano y el grupo Cbz en

tres pasos diferenciados.

78%

HC| CHs HisC CH,

J o) THF @ H 0
©/\O e + HZN/\/\/\/\/\/NH2 - = (0} N\)I\N/\/\/\/\/\/N NJkO
| /\ o H

TNT H3C cH3

Iz

70%

2 HsC
o H3 CHj
H.C. CH HyPd-C
@\/ H o H3 30 —_—_—— H2N\é)ku/\/\/\/\/\/N NH,
O\n,N\é)J\m/\/\/\/\/\/N ”JLO CH3OH HyC™CHs o
~ o]
HsC CHj
60%
3.
HsC.__CH ©
0 H3 3 Etanol Clg O :30 CHy
—_— ®
H;NQJ\N N NH, H3N\:)J\N N TH, ©
: H 5 HCI (g) i H o Cl
HaC™ CHj H3C”™ “CHs

Paso 1: Se acopla la L-valina N-protegida con el grupo Cbz y activada como ester de N-

hidroxisuccinimida con el 1,10-diaminodecano.

Paso 2: Se realiza la desproteccién del Cbz mediante la hidrogenacion catalitica (Pd-C
/Hy).

Paso3: Se obtiene el clorhidrato de Val-Dec-Val mediante burbujeo con HCI (g) en etanol.

Se tomO un espectro RMN para su debida caracterizacibn como se muestra en la
(figural6).
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Figura 16.H RMN del Compuesto Val-Dec-Val2 HCl en DMSO

3.2. Estudio de agregacién usando Hipericina como sonda fluorescente.!®

Cuando los especimenes, vivos 0 no vivos, organicos o inorganicos, absorben y

posteriormente vuelven a irradiar luz, el proceso se describe como fotoluminiscencia.

Si la emisién de luz persiste hasta unos segundos después de que se suspende la

energia de excitacion (luz), el fendémeno se conoce como fosforescencia.

La fluorescencia, por otro lado, describe la emision de luz que continda solo durante la
absorcion de la luz de excitacion. El intervalo de tiempo entre la absorcion de la luz de
excitacion y la emision en fluorescencia es de una duracion extraordinariamente corta,

generalmente menos de una millonésima de segundo.
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7/ \\
FUENTE de excitacién Detector

Figural7.Esquema del fundamento de la espectroscopia de fluorescencia

La hipericina es una molécula de origen natural que presenta un rendimiento cuantico alto
en su estado triplete y genera eficientemente especies reactivas de oxigeno. La hipericina
a pH neutro es un polianién que a priori interaccionara con las particulas catiénicas

formadas por los compuestos preparados.*®

OH O OH

I
O

CHs
CH;

I
O

OH O OH

Figura 18. molécula de la hipericina
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La concentracion critica micelar (CMC) es una de las propiedades esenciales de los
surfactantes, definida como la concentracién 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 concentracion 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 un tinte fluorescente hidrofébico que exhiba distintas
caracteristicas fluorescentes dependiendo de las propiedades del medio de disolucién. Un
ejemplo de ello es la Hipericina, que es sensible a la polaridad del medio y muestra un

comportamiento fluorescente distinto en disoluciones micelares y no micelares.

Se ponen los viales 10 minutos en el ultrasonido y se miden mediante la espectrometria

de fluorescencia., a una longitud de onda nuestro de 555 nanémetros.

A continuacion, se muestran los espectros de emision fluorescente obtenidos y la
representacion gréfica de la intensidad obtenida para diferentes concentraciones de Val-
Cst-Val. Se Puede observar que la intensidad de emision disminuye con el aumento de la
concentracion del compuesto estudiado en todos los casos. Esto es debido al “quencheo”
parcial de la emisién fluorescente causado probablemente por los grupos disulfuro y

amonio.

200

C (mMm)

1501

int, 1007

640
Wavelength [nm]

Figura 19. Superposicion de espectros de fluorescencia de la hipericina (lex = 555 nm) obtenidos

para distintas concentraciones del Val-Cst-Val.

25



La representacion grafica de estos datos permite observar un punto de discontinuidad
claro alrededor de una concentracién de Val-Cst-Val de 8 mM, que corresponderia a la

formacion de agregados (Figura 20).
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Figura 20. Variacion de la intensidad de emision fluorescente de Hipericina en funcién de la
concentracion Val-Cst-Val.
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3.3. Determinacion del tamafio de las nanoparticulas de los compuestos
Val-Cst-Val y Val-Dec-Val-2HCI mediante DLS

La deteccion de la dispersion de la luz en la materia es una técnica muy util con
aplicaciones en una multitud de disciplinas cientificas en las que, dependiendo de la

fuente de luz y el detector, se pueden estudiar distintas propiedades de las moléculas.?

Einstein y Smoluchowski propusieron que un liquido debe considerarse como un medio
continuo donde las fluctuaciones térmicas crean heterogeneidades que resultan en
fluctuaciones en su densidad y concentracion. También establecieron la teoria del
movimiento Browniano, que explica el movimiento De las particulas en un fluido. Este
principio describe como las particulas estan continuamente colisionando con las
moléculas del disolvente, generando una cierta cantidad de energia que se transfiere, lo

gue causa mas movimiento.?!

Cuando un haz de luz monocromético se encuentra con una disolucion que contiene
macromoléculas, la luz se dispersa en todas las direcciones en funcion del tamafio y la
forma de estas macromoléculas. En la dispersién de luz estatica, la intensidad de la luz
dispersada se puede analizar como intensidad media a lo largo del tiempo, lo que

proporciona informacién sobre el peso molecular y el radio de las macromoléculas.

Por otro lado, si se analizan las fluctuaciones de intensidad de la luz dispersada, se puede
obtener el coeficiente de difusion de estas macromoléculas. La dispersion de luz
dinamica, “dynamic light scattering” (DLS), mide primeramente el movimiento browniano
de las macromoléculas de la disolucion y lo relaciona con el tamafio de la particula. Este
movimiento depende, como hemos indicado, del tamafio, de la temperatura y de la
viscosidad del disolvente, por lo que es imprescindible conocer esta informacién del
disolvente a utilizar para la medida. Conociendo todos estos valores se calcula el tamafio

de particula mediante la ecuacién de Stokes- Einstein:

dH=KT/3nmw D
Dénde:

dH: diametro hidrodinamico
k: constante de Boltzman
T: temperatura absoluta

n: viscosidad del disolvente
D: coeficiente de difusion

O 0O O O O
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Tras la medida en el equipo de DLS de una disolucién de Val-Cst-Val en tampdn CTRT
(citrato de sodio) pH=6.9, la distribucion de tamafios de particula obtenida es la que se
muestra en la figura 21. Puede observarse una distribucion simétrica de tamafos
monomodal con un maximo alrededor de 1400 nm. Este elevado tamafio sugiere que los

agregados observados por esta técnica serian liposomas.

3 O 1420

H,C._ _CHj

9 H

HoN N
2 \:)LH/\/S\S/\/ NH2

~ 0o
/\CH3

N N
o U

Hs;C

e
o U
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o

100
didmetro / nm

[H

Figura 21. Distribucion de tamafio de particula determinado por DLS para los agregados formados
por Val-Cst-Val a pH 6.9.

En el caso del compuesto Val-Dec-Val en tampén CTRT (citrato de sodio) pH=6.9 la
distribucién de tamafios de particula obtenida muestra también distribucién simétrica de
tamafios monomodal con un méximo alrededor de 500 nm, que también indicaria la

presencia de liposomas.
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Figura 22. Distribucién de tamafio de particula determinado por DLS para los agregados formados
por Val-Dec-Val-2HCI a pH 6.9

3.4.Estudio de la sensibilidad al glutation de los agregados de Val-Cst-Val
mediante DLS 2?2

Tal y como se muestra en la siguiente Figura el GSH rompe los puentes desulfuro
mediante un proceso de reduccion. En el caso de la molécula Val-Cst-Val, se utilizé DLS
para evaluar si la adicibn de GSH provocaba la desagregacién de las nanoparticulas
formadas. Para ello, se realiz6é la medicién de la intensidad de luz dispersada por DLS a
diferentes intervalos de tiempo después de la adicion de GSH. Como puede observarse
en la Figura 24 al cabo de cuatro horas la intensidad (kilocuentas por segundo, kcps)
disminuye aproximadamente a la mitad, sugiriendo que tiene lugar el desembalaje debido

a la reduccion del grupo disulfuro de Val-Cst-Val.
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Figura 23. Reduccion del puente disulfuro mediante GSH
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Figura 24. Variacién de la intensidad de luz dispersada por DLS (kilocuentas por segundo) para

una disolucién de nanoparticulas de Val-Cst-Val (10 mM) tras adicionar GSH (20 mM).
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4. Conclusiones

e La sintesis de los compuestos Val-Cst-Val y Val-Dec-Val-2HCI es viable
pudiéndose obtener con la pureza suficiente sin necesidad de separaciones

cromatogréficas

o El estudio la fluorescencia de la hipericina en presencia de Val-Cst-Val indica que

este presenta una concentracion critica de agregacion en torno a 8 mM.

e El analisis por DLS del compuesto Val-Cst-Val muestra que este se agrega para
dar particulas con un diametro promedio de 1400 nm

e El analisis por DLS del compuesto Val-Dec-Val-2HCI muestra que este se agrega

para dar particulas con un diametro promedio de 520 nm

¢ La medicion de la intensidad de luz dispersada por DLS sugiere que las particulas

formadas por Val-Cst-Val se desagregan en presencia de glutation.
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5. Seccion experimental
5.1. Proceso de la Sintesis del Val-Cst-Val

e Sintesis del Boc-Val-OSu

CH3 O H3C CH3 H3C CH3 o
H3C§\ )J\ DCC HsC
o O.
HC™ 0" "NH OH -, o[’T'/\\O TFA H3C>LO)J\” b
0] OH

Se disuelve BocValOH 10 g (0.046 mol, eq) y N-Hydroxysuccinimida 5.351 g (0.046 mol,
1 eq) en 80 mL de THF, y se pone en un bafio de hielo, en agitacion y bajo atmosfera de

Nitr6geno.

Después de 10 min, se le afilade gota a gota, una disolucion de 1,3-
Dicyclohexylcarbodiimide 9.497 g (0.046 mol, 1. eq) en 40 mL de THF.

Se mantiene en agitacion durante 1h, en bafio de hielo y bajo atmdsfera de Nitrégeno. y

se guarda en el congelador durante todo el fin de semana.
Se filtra la mezcla resultante en frio, y se obtiene un precipitado, que se seca a vacio.

El sélido se cristaliza en isopropanol 80mL y a una temperatura de 90°C, luego se filtra a
vacio y se deja secar en la estufa.

Se obtiene 3,915 ¢,0.012 mmol de producto final. Rendimiento 77%

14 NMR (300 MHz, CDCls) & 4.92 (d, 1H), 4.52 (m, 1H), 2.77 (s, 4H), 2.21 (m 1H), 1.48 (s, 9H), 1.14 — 0.73 (m,
6H).
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e Boc-Val-Cst-Val-Boc
®

NH3
3C HsC_ CH,
>L s BN WG K o H o CHs

d %,o N I~ S.a~N N JVCHg,

P ey Oy N s N"o
3 > H H CH3

H¢ O A 0o
H;C' CHj3
(S)-2,5-dioxopyrrolidin-1-yl 2-((tert-

butoxycarbonyl)amino)-3- H3N di-tert-butyl ((2R,2'S)-((disulfanediylbis(ethane-2,1-
methylbutanoate diyl))bis(azanediyl))bis(3-methyl-1-oxobutane-2,1-

diyl))dicarbamate

A una disolucion de la cisteamina 1,192 g (5,294 mmol ,1 eq) y Triethylamina 1,071 g
(10,587 mmol , 2 eq) en THF (60 mL) se le afadi6é el compuesto BocValOsu3,328 g (
10,587 mmol, 2 eq) gota a gota y bajo atmosfera de Nitrégeno .

La mezcla resultante se dej6 agitando y calentando a temperatura de 55°C durante una
noche.

Pasado este tiempo la mezcla se puso en el rotavapor obteniendo un compuesto sélido
gue se lavé con una HCI (0.1M), NaOH (0.1 M) y agua destilada. Se secé en estufa de
vacio para dar lugar a 2,156 g, 3,915 mmol del producto final. Rendimiento 74%

14 NMR (300 MHz, CDCls) 6 7.22 (m, 1H), 5.52 (m, 1 H), 4.03 (t, 2H), 3.82 — 3.33 (m, 4H), 3.09 — 2.53 (m, 4H),
2.05 (m, 2H), 1.43 (s, 18H), 0.95 (t, 12H)

e Val -Cst-Val

o HsC _CHs
HsC. CHj H
0 O CHs 1) TFA HoN N
HC o H\)L S N L ey, ———— -~ \:)kN/\/S\S/\/ NH,
Hoey XY N N"~0 3 i H
e O /:\ H o H CH3 2) NaOH H.C” CH o}
3 H,c” CH, ’ ®

(S)-2-amino-N-(2-((2-((R)-2-amino-3-
methylbutanamido)ethyl)disulfanyl)ethyl)-3-
methylbutanamide

Una disolucion Boc-Val-Cst (2.156 g, 3.915 mmol, 1 eq) en 8 mL de CH:Cl, se pone en

agitacion y bajo atmosfera de nitrégeno afiadiendo poco a poco 10 mL de TFA.

Después de 30 minutos la mezcla resultante se pone en el rotavapor para evaporar el
disolvente. Se obtiene un aceite anaranjado, se le afiade agua destilada hasta que se

disuelve completamente, luego se basifico con perlas de NaOH.
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El producto ValCstVal se extrae con diclorometano y la fase organica y se seca con
sulfato de magnesio MgSO4. Tras evaporar se obtienen 1,2 g, 3,423 mmol del producto

deseado. Rendimiento 88%
14 NMR (300 MHz, CDCl3) § 7.61 (m, 1H), 3.51 (m, 2H), 3.32 (d, 1H), 2.75 (t, 2H), 2.20 (m, 1H), 0.84 (dd, 6H)
5.2. Proceso de la Sintesis del Val-Dec-Val-2HCI

e Z-Val-Dec-Val-Z

%30 CHj HsC CHs
Py I%o NH THF H O H o
go N T fNTS SN _— OWN\:)LN/\/\/\/\/\/N o
i o ~ H o H
(0] N fo) H3C/\CH3

U dibenzyl ((2S,2'R)-(decane-1,10-diylbis(azanediyl))bis(3-methyl-1-
(S)-2,5-dioxopyrrolidin-1-yl 2- oxobutane-2,1-diyl))dicarbamate
(((benzyloxy)carbonyl)amino)-3-
methylbutanoate

A una disolucién del 1,10-diaminodecane 0,57 g (3,310 mmol, 1 eq) en 45 mL de THF se
le afiade gota a gota ZValOSu 0,002 g (0,007 mmol, 1 eq) disuelto en 40mL de THF y se
dejo6 toda la noche a una temperatura de 50°C. Pasado este tiempo la mezcla se puso en
el rotavapor obteniendo un compuesto solido que se lavé con una HCI (0.1M), NaOH (0.1
M) y agua destilada. Se seco en estufa de vacio para dar lugar a 0.164g, 0.256 mmol del

producto final. Rendimiento 78%

14 NMR (300 MHz, CDCls) & 7.30 (m, 9H), 5.85 m, 2H), 3.85 (m, 2H), 3.15 (m, 1H), 2.13 (m, 2H), 1.42 (m, 1H),
1.25 (m, 17 H), 0.8 (m, 12 H).

e Val-Dec-Val

H3C

CH3
(0]
1) Hy/Pd- H
o H3C CH% L» HZN\)J\N/\/\/\/\/\/N\HINHZ
H H : H
©\/OTN . N/\/\/\/\/\/N Nko 2) CH3OH H3C ™ CHj o
o -~ H o H
H3;C CHg

En un matraz redondo de dos bocas se introduce el compuesto Z-Val-Dec-Val-Z (0.810 g,
0.001mmol), se le afiade 0,243 g del catalizador Pd/C y 150 mL de CH3:OH y se deja la
mezcla en agitacién Luego en una de las bocas del matraz, se coloca un tapén pinchado
con una aguja para purgar el oxigeno, bajo atmosfera de nitrdgeno. Se prepara un globo
con hidrégeno que se coloca en la boca vertical del matraz, dejando la reaccion durante

toda la noche. Se elimina el Pd/C mediante filtracién sobre Celite. En este momento, se
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elimina el disolvente en el rotavapor obteniéndose del producto deseado (0,75 g,
0.002mmol). Rendimiento 70%

14 NMR (400 MHz, CDCls) & 7.29 (s, 2H), 3.76 — 3.38 (m, 2H), 3.35 — 3.10 (m, 4H), 2.44 — 2.09 (m, 2H), 1.77 -
1.20 (m, 12H), 1.07 - 0.61 (m, 12H).

e Val-Dec-Val. 2 HCI

o :30 CH3 1) Etanol Ce O :30 CH3
N L N E—— T PPN L G IS
7N NHz 2) Hel - M ol
z o ~ O
HsC” EHS; HsC” “CH,

A una disolucion del Val-Dec-Val en 20 mL de etanol, se le burbujea HCI (g) formado a
partir de cloruro de sodio y acido sulfarico. Se evapora el disolvente en el rotavapor para

dar lugar a un sélido blanco que se seca en la estufa. Rendimiento 60%

14 NMR (400 MHz, DMSO) & 8.55 (dd, J = 39.6, 34.1 Hz, 1H), 8.18 (s, 3H), 3.70 — 3.46 (m, 1H), 3.19 (tt, J =
34.3,17.2 Hz, 1H), 2.95 (dd, J = 36.0, 29.1 Hz, 1H), 2.26 — 1.83 (m, 1H), 1.34 — 1.16 (m, 6H), 1.03 — 0.74 (m,
6H).
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7.Anexos

7.1. Espectros RMN
7.1.1. RMN de la Sintesis del Val-Cst-Val
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Figura 25.'"H RMN (CDCls) Boc-Val-Osu

14 NMR (300 MHz, CDCls) & 4.92 (d, 1H), 4.52 (m, 1H), 2.77 (s, 4H), 2.21 (m 1H), 1.48 (s, 9H), 1.14 — 0.73 (m,

6H).
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Figura 26 .'"H RMN (CDCls) Boc-Val-Cst

14 NMR (300 MHz, CDCls) & 7.22 (m, 1H), 5.52 (m, 1 H), 4.03 (t, 2H), 3.82 — 3.33 (m, 4H), 3.09 — 2.53 (m, 4H),
2.05 (m, 2H), 1.43 (s, 18H), 0.95 (t, 12H)
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Figura 27. 'H RMN (CDCls) ValCstVal

14 NMR (300 MHz, CDCls) & 7.61 (m, 1H), 3.51 (m, 2H), 3.32 (d, 1H), 2.75 (t, 2H), 2.20 (m, 1H), 0.84 (dd, 6H)
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7.1.2. RMN de la Sintesis del Val-Dec-Val-2HCI
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Figura 28 .1H RMN (CDCI3) Cbz-Val-Dec

14 NMR (300 MHz, CDCls) & 7.30 (m, 9H), 5.85 m, 2H), 3.85 (m, 2H), 3.15 (m, 1H), 2.13 (m, 2H), 1.42 (m, 1H),
1.25 (m, 17 H), 0.8 (m, 12 H).
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Figura 29 .1H RMN (CDCI3) ValDecVal

1H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.29 (s, 2H), 3.76 — 3.38 (m, 2H), 3.35 — 3.10 (m, 4H), 2.44 — 2.09 (m, 2H), 1.77 -
1.20 (m, 12H), 1.07 — 0.61 (m, 12H).
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Figura 30 .1H RMN (DMSO) Val-Dec-Val.2 HCI

'H NMR (400 MHz, DMSO) & 8.55 (dd, J = 39.6, 34.1 Hz, 1H), 8.18 (s, 3H), 3.70 — 3.46 (m, 1H), 3.19 (tt, J =

34.3,17.2 Hz, 1H), 2.95 (dd, J = 36.0, 29.1 Hz, 1H), 2.26 — 1.83 (m, 1H), 1.34 — 1.16 (m, 6H), 1.03 — 0.74 (m,
6H).
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