UNIVERSITAT
JAUME-I

Trabajo Final de Master

NUEVOS BOLAANFIFILOS CATIONICOS
DERIVADOS DE AMINOACIDOS: DESARROLLO,
COMPORTAMIENTO DE AGREGACION Y
POTENCIAL COMO NANOTRANSPORTADORES

Escuela Superior de Tecnologia y Ciencias Experimentales
Departamento de Quimica Inorgdnica y Organica

Grupo de Quimica Supramolecular

Maria Dolores Garcia Valiente

Castelld de la Plana, Julio 2024






Agradecimientos

Quiero comenzar agradeciendo a Dr. Juan F. Miravet, supervisor de este trabajo, por su
dedicacién y el tiempo que me ha brindado durante estos meses. Su orientacién ha sido
fundamental para la realizacion de este proyecto. También quiero agradecer a Dr. César A.
Angulo Pachén, por su invaluable ayuda en el laboratorio. Su conocimiento, paciencia y

constante apoyo han sido esenciales para el desarrollo de este trabajo.

A todos los miembros del laboratorio, por haberme acogido y ayudado siempre que lo he

necesitado con una sonrisa.

A los profesores del master y al coordinador, Pedro Miguel Carda, por haberme ensefiado
temas tan interesantes y permitirme adentrarme en el mundo de la quimica médica, un campo

gue me ha apasionado profundamente.

A todos aquellos que he conocido este afio en el master, por haber hecho de este un afo

inolvidable.

A mi familia, amigos y pareja, por acompainarme durante todo el proceso. Por apoyarme y
creer en mi siempre, por motivarme a seguir siempre que lo he necesitado, no habria sido

posible sin vosotros. Muchas gracias.

A todos vosotros, mis mas sinceros agradecimientos.



Abreviaturas

Abreviaturas

% Tanto por cien

°C Grados centigrados

Y Un medio

6 Desplazamiento quimico

ADN Acido desoxirribonucleico

aprox. Aproximadamente

Ar Arilo

ARN Acido ribonucleico

a.u. Unidades arbitrarias

CAC Critical aggregation concentration

CHs3CN Acetonitrilo

CHsOH Metanol

CL Lipidos catidonicos

clogP Logaritmo del coeficiente de particién octanol-agua calculado

COsy Correlation spectroscopy

d Doblete

dd Doblete de dobletes

DIPEA N,N-Diisopropylethylamine

DLS Dynamic light scattering

DMSO-ds Dimetilsulféxido deuterado

DOTAP 1,2-Dioleoyl-3-trimethylammonium-propane chloride

DOTMA N-[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]-NNN-trimethylammonium chloride

ESMS Electrospray mass spectrometry

FDA Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos

h Hora

HMBC Heteronuclear multiple bond connectivity

HPhel2 (2S,2°S)-N,N’-(dodecane-1,12-diyl)bis(2-amino-3-

phenylpropanamide)
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HSQC
HVall2
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m
MePyPhel12-Cl/
MePyPhel2
MePyPhel2-I

MePyPhe6-Cl/
MePyPhe6
MePyPheb6-|

MePyVal12-Cl/
MePyVall2
MePyVal12-|

MePyVal6-Cl/
MePyVal6
MePyVal6-I1

MHz
MIC
NA
NR
PCL
Pd/C
PLA

Abreviaturas

(2S,2°S)-N,N’-(hexane-1,6-diyl)bis(2-amino-3-phenylpropanamide)
Heteronuclear single quantum coherence spectroscopy
(2S,2°S)-N,N’-(dodecane-1,12-diyl)bis(2-amino-3-
methylbutanamide)
(2S,2°S)-N,N’-(hexane-1,6-diyl)bis(2-amino-3-methylbutanamide)
Hercios

Kilovoltios

Multiplete
4,4’-((3S,20S)-3,20-dibenzyl-4,19-dioxo-2,5,18,21-
tetraazadocosanedioyl)bis(1-methylpyridin-1-ium)chloride
4,4’-((3S,20S)-3,20-dibenzyl-4,19-dioxo-2,5,18,21-
tetraazadocosanedioyl)bis(1-methylpyridin-1-ium)iodide
4,4’-((3S,14S)-3,14-dibenzyl-4,13-dioxo-2,5,12,15-
tetraazahexadecanedioyl)bis(1-methylpyridin-1-ium)chloride
4,4’-((3S,14S)-3,14-dibenzyl-4,13-dioxo-2,5,12,15-
tetraazahexadecanedioyl)bis(1-methylpyridin-1-ium)iodide
4,4°-((3S,20S)-3,20-diisopropyl-4,19-dioxo-2,5,18,21-
tetraazadocosanedioyl)bis(1-methylpyridin-1-ium)chloride
4,4’-((3S,20S)-3,20-diisopropyl-4,19-dioxo-2,5,18,21-
tetraazadocosanedioyl)bis(1-methylpyridin-1-ium)iodide
4,4°-((3S,14S)-3,14-diisopropyl-4,13-dioxo-2,5,12,15-
tetraazahexadecanedioyl)bis(1-methylpyridin-1-ium)chloride
4,4°-((3S,14S)-3,14-diisopropyl-4,13-dioxo-2,5,12,15-
tetraazahexadecanedioyl)bis(1-methylpyridin-1-ium)iodide
Megahercios

Minimum inhibitory concentration

Acidos nucleicos

Nile Red

Policaprolactona

Paladio sobre carbono

Acido polilactico



PLGA

ppm

PyPhel2

PyPhe6

PyVal12

PyVal6

RMN

t.a.

TBTU

td

TEM

ThT

uJi

Z/Cbz

ZPhel2

ZPheb
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ZVal12
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Abreviaturas

Acido lactico-co-glicélico

Partes por millén
N,N’-((2S,2’S)-(dodecane-1,12-diylbis(azanediyl))bis(1-oxo-3-
phenylpropane-1,2-diyl))diisonicotinamide
N,N’-((2S,2’S)-(hexane-1,6-diylbis(azanediyl))bis(1-oxo-3-
phenylpropane-1,2-diyl))diisonicotinamide
N,N’-((2S,2’S)-(dodecane-1,12-diylbis(azanediyl))bis(3-methyl-1-
oxobutane-1,2-diyl))diisonicotinamide
N,N’-((2S,2’S)-(hexane-1,6-diylbis(azanediyl))bis(3-methyl-1-
oxobutane-1,2-diyl))diisonicotinamide

Resonancia magnética nuclear

Singlete

Triplete

Temperatura ambiente
2-(1H-Benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetramethylaminium
tetrafluoroborate

Triplete de dobletes

Transmission electron microscopy

Tioflavina T

Universitat Jaume |

Benzyloxycarbonyl
Dibenzyl((2S,2°S)-(dodecane-1,12-diylbis(azanediyl))bis(1-oxo-3-
phenylpropane-1,2-diyl))dicarbamate
Dibenzyl((2S,2°S)-(hexane-1,6-diylbis(azanediyl))bis(1-oxo-3-
phenylpropane-1,2-diyl))dicarbamate
((Benzyloxy)carbonyl)-L-phenylalanine
Dibenzyl((2S,2°S)-(dodecane-1,12-diylbis(azanediyl))bis(3-methyl-
1-oxobutane-1,2-diyl))dicarbamate
Dibenzyl((2S,2°S)-(hexane-1,6-diylbis(azanediyl))bis(3-methyl-1-
oxobutane-1,2-diyl))dicarbamate

((Benzyloxy)carbonyl)-L-valine
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Sistemas de administracion de farmacos basados en nanotecnologias?

La nanotecnologia, especialmente en sus aplicaciones en medicina, se encuentra en continua
investigacion, debido a que mediante el trabajo a nanoescala se puede controlar la liberacién

de farmacos o agentes de imagenes, obteniendo una orientacién y administraciéon 6ptimas.?

En el caso de los sistemas de administracion de farmacos asistidos por nanotransportadores,
el pequeiio tamafio de estos permite a los medicamentos llegar a dreas enfermas superando
ciertas barreras bioldgicas.? Mediante el uso de distintas estructuras y materiales de tamafio
nanomeétrico, los nanotransportadores ayudan tanto a proteger de la degradacién aquellos
productos terapéuticos que se degradan facilmente como a aumentar la biodisponibilidad de
los medicamentos poco solubles.* De hecho, los nanotransportadores presentan unas
superficies modificables capaces de estabilizarlos y funcionalizarlos para provocar que
respondan a diferentes estimulos mejorando de esta manera la eficacia terapéutica y

usandolos por tanto en diferentes aplicaciones biomédicas.”

Son muchas las necesidades clinicas que requieren diferentes tipos de sistemas de
administracién de farmacos, por lo que el desarrollo de varios nanotransportadores es
imprescindible para cumplir con los requisitos especificos. Estos se pueden clasificar segun sus
composiciones y estructuras, encontrando liposomas, micelas poliméricas, nanoparticulas de
oxido de hierro, puntos de carbono, nanotubos de carbono, nanogeles y dendrimeros>® (ver

Figura 1.1).

IR S
LS R
Cede 4ot

Liposome Polymeric micelle Iron Oxide Nanoparticle ~ Carbon dot Carbon nanotube Nanogel Dendrimer

@ Therapeutic agent NN polymer

Figura 1.1. Esquema de algunos nanotransportadores.!
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En esta introduccién se comentan principalmente dos tipos de nanotransportadores,

concretamente, los liposomas y las micelas poliméricas biodegradables.

Un liposoma (del griego lipos, grasa, y somas, cuerpo) es una vesicula esférica con una bicapa
lipidica compuesta por fosfolipidos y colesterol. Por lo tanto, los liposomas consisten en
conjuntos cerrados de bicapas de lipidos con una estructura capaz de acomodar carga en tres
sitios distintos, su interior (hidréfilo), dentro de la bicapa (hidréfobo) y en la interfaz (anfifilico);

de ahi su uso para administrar proteinas y terapias de moléculas pequefias (ver Figura 1.2).”8

Los liposomas son nanoportadores autoensamblados biocompatibles, facilmente modificables
y capaces de transportar grandes cargas utiles de fdrmacos, que permiten atrapar compuestos
lipdfilos e hidréfilos tanto en la membrana lipidica como en el nucleo acuoso,
respectivamente.’ Debido a su capacidad de mejorar la eficacia terapéutica mediante la
estabilizacion de la carga util y la absorcién del tejido especifico, los transportadores
liposomales se estan utilizando con gran frecuencia como nanotransportadores para la
administracién de farmacos, dominando entre todas las presentaciones de fdrmacos asistidos
por nanoportadores autorizados por la FDA. Son los mas utilizados en la terapia contra el
cancer, administrandose la mayoria por via intravenosa.® Un ejemplo de estos seria el Doxil,
11

un farmaco liposomal que contiene el agente anticancerigeno clorhidrato de doxorrubicina

(ver Figura 1.2).

Methoxypolyethylene
Glycol Surface Coating

Liposomal Bilayer

Doxorubicin Hydrochloride
Encapsulated in Aqueous Core

Figura 1.2. Representacion del farmaco liposomal Doxil conteniendo el anticancerigeno clorhidrato de

doxorrubicina.*?
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Por otro lado, las micelas poliméricas son un tipo de nanovesicula autoensamblada con un
nucleo hidréfobo capaz de encapsular fadrmacos de baja solubilidad y una capa exterior
hidrofilica (ver Figura 1.3). Estas son preferiblemente utilizadas con polimeros biodegradables,
pues las hacen mads favorables debido a los efectos tdxicos que provocan las nanoparticulas
metdlicas.!® Algunos de estos polimeros biodegradables pueden ser el acido polilactico (PLA),
el poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA), la policaprolactona (PCL) o sus modificaciones y/o
combinaciones. Por ejemplo, micelas poliméricas derivadas de PLGA se utilizaron como co-

transportadores del fotosensibilizador IR-768 en el tratamiento del melanoma.*

10-200 nm
[ |
AMPHIPHILIC POLYMER
o2
L J1 J <CMC D
hydrophilic part  hydrophobic part
blank micelle hydrophobicdrug loaded micelle

Figura 1.3. Representacidn esquematica de micelas poliméricas. *°

Nanotransportadores catidonicos

Liposomas catiénicos'®

Los liposomas catidnicos (CL) se utilizan principalmente para la administracion de dacidos
nucleicos (NA), pues son capaces de formar simultdneamente complejos con NA cargados
negativamente y unirse a los grupos sulfato aniénicos de proteoglicanos de la superficie celular
en células de mamiferos,'” dando lugar tanto a la absorcién por las células como a la expresidn
del ADN y el ARN. En cuanto a la estructura dominante para los complejos CL-ADN, esta
consiste en un modelo de “cuentas de cuerda” de hebras de ADN decoradas con CL

adheridas.1®

Cabe destacar que los complejos CL-NA forman espontdneamente una variedad de nuevas
estructuras autoensambladas con distintas relaciones estructura-actividad. En la siguiente
figura se muestran algunas estructuras de lipidos catiénicos que han sido aprobados por la

4
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Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) para formulaciones

de nanoparticulas.’*-%!

NH,

/\/\/_\_/_\/\_/\.\/\/\(D | DLin-DMA
| n-
R N /\/\/\/\/U\,)\/\\

= ]

7 ST NGNS i
(patisiran)
\/\m‘/"\/\/\/\\/\/\/“”
0 )
NN -
\/\/\/\)\("\/[,
0

ALC-0315
(tozinameran)

e
O

SM-102
a (mMRNA-1273)

Figura 1.4. Estructuras de algunos lipidos ionizables.®

El uso de vectores basados en CL para la administracidn in vitro de NA o en terapia génica se
debe a que mejora la eficacia tanto in vitro como in vivo. La mejora se fundamenta en dos
principales razones: la proteccion que los complejos con CL le proporcionan a los NA de la
degradacion y que los complejos CL-ADN disefiados para tener una relaciéon de cargas
lipido/ADN mayor que 1 se adsorberian electrostaticamente en células anidnicas de

mamiferos, conduciendo a una unidn celular y absorcidon mas eficientes.??

Es decir, los liposomas catidnicos son portadores eficaces de una variedad de terapias,

teniendo como objetivo el desarrollo de portadores de NA basados en CL optimizados para

5
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una gran variedad de aplicaciones médicas. Para conseguirlo es importante una buena
comprension integral de la estructura de estos vectores y sus interacciones con las membranas
celulares y los componentes que conducen a la liberacidn y actividad de las NA dentro de la
célula. Ademas, es imprescindible tener en cuenta que los lipidos actian como componentes
de un conjunto de muchas moléculas a la hora de estudiar la administracién de farmacos o las
relaciones estructura-actividad de los lipidos para la NA basada en CL. Mediante la
modificacion de los lipidos constituyentes se puede variar tanto la estructura de sus
autoensamblajes CL-NA, con distintas fases cristalinas liquidas, como la relacién de estas

estructuras con su eficacia para la administracion.

En un ejemplo de la utilizacién de liposomas catidnicos para transporte de ADN se utilizo el
liposoma catidonico DOTMA (ver Figura 1.5) junto a un derivado galactosilado para conseguir la

expresidn génica de un plasmido en el higado.?3
Z O
0] /T
o]

Figura 1.5. Estructura quimica del DOTMA.

Vesiculas catidnicas de bolaanfifilos %*

Las moléculas bolaanfifilicas consisten en un esqueleto hidrofébico, como por ejemplo una
cadena alquilica, y dos grupos hidrofilicos polares a ambos extremos (ver Figura 1.6). Estas
moléculas presentan un muy buen comportamiento de autoensamblaje en agua. Las vesiculas
son capaces de formarse con una membrana lipidica monocapa, no como las membranas
lipidicas bicapa formadas en liposomas convencionales, proporcionando una estabilidad
térmica mejorada. Los compuestos bolaanfifilos presentan diversas aplicaciones, entre las que
se encuentran su uso como antimicrobianos, agentes de transporte, formacion de hidrogeles

o profarmacos.
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Antimicrobials

Hydrogels

~~nHydrophobic Segment
@ Hydrophilic Segment
@® Bioactive Compound
©  Supporting Lipid

Prodrugs

Figura 1.6. Representacidn esquematica de una molécula bolaanfifilica y sus aplicaciones.?

Son relativamente pocas las vesiculas catidnicas bolaanfifilicas descritas en la literatura. Por
ejemplo, se han descrito bolaanfifilos que presentan como grupo terminal catidnico el

bis(paraquat)?® (ver Figura 1.7).
— — C”) ﬁ — —
H3C—N\ y, \ /N—(CH2)11-O—C—(CH2)15-C—O—(CH2)11N\ y, \ /N+—CH3
Figura 1.7. Estructura de un bolaanfifilo con grupos terminales bis(paraquat).®

En otro ejemplo, se prepararon bolaanfifilos con grupo terminal trimetilamonio y que

contenian una unidad de fullereno?’ (ver Figura 1.8).
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OCO(CH,)1oN(CH3)3 Br~

OCO(CHy)10N(CH3)3 Br

Figura 1.8. Estructura de un bolaanfifilo con grupos terminales trimetilamonio y modelo de

asociacidn en vesiculas.?’

En un dltimo ejemplo, se descubrié que el decualinio forma agregados tipo liposoma en medio
acuoso, que se denominan DQAsomas. Estas vesiculas de decualinio se complejan con ADN y

son capaces de provocar su transfeccion en células?® (ver Figura 1.9).

NH/

N—(CHz)1o—N NH, | 2¢cCl
\_/

CH, HsC

Figura 1.9. Estructura quimica del cloruro de decualinio.?®

Bolaanfifilos cationicos preparados en el grupo?*

El grupo ha publicado recientemente un articulo describiendo nueve compuestos
bolaanfifilicos con una unidad central derivada de cistamina y una unidad terminal compuesta
por aminodcidos (tres de los compuestos) o dipéptidos (seis de ellos). Se utilizaron L-
fenilalanina, L-valina y L-tript6fano como componentes principales, debido a que sus cadenas
laterales no ionizables e hidrofébicas promueven la agregacidon en un medio acuoso (ver Figura

1.10).

El andlisis de estos compuestos reveld que la estructura bolaanfifilica es eficaz para formar
vesiculas catidnicas en un medio acido acuoso. La adicién de unidades terminales dipeptidicas

8
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en los bolaanfifilos favorece la formacién de vesiculas en comparacién con las unidades de un
solo aminoacido, gracias a su mayor naturaleza hidrofébica. Los aminodcidos aromaticos e
hidrofobos facilitan el proceso de agregacién, lo que conduce a la formaciéon de vesiculas

cationicas.

Se utilizé el analisis de fluorescencia de pireno para evaluar las concentraciones de inicio de
agregacion de estas moléculas, excepto en las que contienen L-triptéfano fluorescente.
Ademas, se demostrd que las vesiculas con polidispersidad de diametro mejorada se pueden
obtener mediante extrusion a través de un filtro de 200 nm. La espectroscopia de RMN de 1H
comprobd la sensibilidad de las vesiculas a la reduccién. También se usé el rojo del Nilo como
sonda para demostrar la incorporacién de moléculas hidrofdbicas en las vesiculas y su

capacidad de respuesta a la reduccién.

Entre las principales ventajas de estos sistemas se encuentran su robustez y estabilidad en
condiciones 4cidas, como el ambiente gastrico, lo que los hace adecuados como
transportadores para el suministro gastrointestinal. Asi, las vesiculas bolaanfifilicas presentan
una alternativa viable para el transporte farmacéutico. En contraste, los liposomas formados
por la agregacion de fosfolipidos comunes tienen enlaces éster con baja resistencia al pH acido

del estémago vy a la degradacién enzimatica.?>3°
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Figura 1.10. Estructuras de algunos bolaanfifilos y representacién pictérica del desmontaje debido a

la formacién y reduccién de vesiculas.?*
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Objetivos

» Sintesis y caracterizacion de nuevos bolaanfifilos catidnicos: MePyVal12, MePyValé,

MePyPhel2 y MePyPhe6b.

o y MePyVal12 -
N\/\/\/\/\/\/\
X N N
| H H
P )
cr
o H MePyVal6 +
N
AN N \/\/\/\
| H
/N G (o]
Ccl

o " MePyPhe12
N S
\ N
| H
N~ o)
cr
H MePyPheb -
Ne
| N N N
N* H
~ F e}
cr

Figura 2.1. Estructura de los distintos compuestos sintetizados MePyVal12, MePyVal6, MePyPhel2 y

MePyPhe6.

Estudio del comportamiento de agregacion de los distintos compuestos mediante
técnicas de fluorescencia y DLS.

Observacion de la morfologia de las vesiculas o agregados formados en las diferentes
moléculas mediante TEM.

Evaluacion de la capacidad de interaccion de los distintos compuestos con ADN.
Evaluacion del potencial de los compuestos como nanotransportadores o
antimicrobianos mediante la medicién de la concentracion minima inhibitoria de

crecimiento de levaduras.
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Resultados y Discusion

Sintesis

La sintesis que se describe en el Esquema 3.1 se basa en la metodologia para preparar
moléculas relacionadas que ha estado utilizando el grupo. Para ello, se comienza mediante el
acoplamiento de una diamina con el correspondiente aminodcido, utilizando como agente
acoplante TBTU. El producto resultante es sometido a una hidrogendlisis para quitar el grupo
protector Z. A continuacién, se vuelve a realizar un acoplamiento para unir la unidad de
carboxipiridina. Después se procede a metilar el nitrégeno de la piridina utilizando yoduro de
metilo, obteniéndose el correspondiente yoduro de metilpiridinio. Finalmente se intercambia

el anion yoduro por cloruro, utilizando una resina de intercambio idnico.

T e )ﬁf A WAN D, QNJW AP m”NHz

n=4 1,6-diaminohexano
n =10 1,12-diaminododecano 2; i::: : ; :O ;i::?z R Phe;n=4 HPheG
R =Val; n = 10 ZVal12 R=Valins 4 HVals
’ R =Val; n=10 ZVal12

Lk
oAt PG

R =Phe; n=4 MPyPhe6-| | R=Phe;n=4 PyPhe6

R =Phe; n =10 MPyPhe12-| S) R = Phe; n = 10 PyPhe12

R =Val; n=4 MPyVal6-l R=Val; n=4 PyVal6

R = Val; n =10 MPyVal12-] R =Val; n =10 PyVal12
e)

-lll/

Sy

R=Phe;n=4 MPyPheG -Cl
R = Phe; n =10 MPyPhe12-CI ©

LG o T O

R=Val; n=4 MPyVaIG -Cl c
R =Val; n =10 MPyVal12-CI o)

Esquema 3.1. Reactivos y condiciones: a) ZPheOH o ZValOH, TBTU, DIPEA, CHCls, t.a., 16 h, 54 — 83%;

b) Ha, Pd/C, CH30OH, t.a., 3 -6 h, 46 — 95%; c) Acido isonicotinico, TBTU, DIPEA, CHCls, t.a., 16 h, 44 —

86%; d) Yoduro de metilo, CHsCN, 65 °C, 3 — 16 h, 98%,; e) Resina IRA-402, 52.1% de cloruros, CHsOH,
t.a., 88 —98%.
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En la Figura 3.1 se muestra el mecanismo de la reaccién de acoplamiento promovida por TBTU.
En primer lugar, el dcido carboxilico ataca el atomo de carbono electrofilico del TBTU. A
continuacién, se produce una reestructuracién generando tetrametilurea y el acido se

transforma en un éster activado que forma la amida con la amina correspondiente.
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HN. base  HN. N
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Cbz N N
HoN NH R R
2 n 2 \‘)J\N/\(\/)/\N)H/
HN. M " H N
“Cbz “Cbz

Figura 3.1. Mecanismo de formacién de enlace amida promovido por TBTU.

En la Tabla 3.1 se muestran los rendimientos de los diferentes pasos de reaccion para todos
los compuestos obtenidos. Los rendimientos globales son aproximadamente del 20% para los
compuestos MePyVal12-Cl, MePyPhe12-Cl y MePyPhe6-Cl, mientras que para el compuesto
MePyVal6-Cl se obtuvo un 63%. Estas diferencias se deben al proceso de aislamiento del
producto. Por ejemplo, en el primer paso, el producto se aisla mediante lavados sucesivos con
disoluciones acuosas acidas y basicas. Se observd que los productos presentaban cierta
solubilidad en agua, lo cual condujo a menores rendimientos de aislamiento. Cabe destacar
que el proceso de metilacidn funciond cuantitativamente para todos los compuestos, al igual
gue el de intercambio de yoduro por cloruro.
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Tabla 3.1. Rendimientos obtenidos en los diferentes pasos de la sintesis.

Paso de reaccidn Rendimiento
Compuesto Pasoa Pasob Pasoc Pasod Pasoe global
MePyVal12-Ci 54 95 44 98 88 19
MePyVal6-Cl 83 92 86 98 98 63
MePyPhe12-Cl 67 50 82 98 98 26
MePyPhe6-Cl 59 46 63 98 98 16

En la Figura 3.2 se ejemplifica el espectro de RMN de protéon de un compuesto final,
concretamente MePyPhe6. En él se pueden apreciar, en la zona de los aromaticos (10 —7 ppm),
un doblete correspondiente al H de una de las amidas, que acopla con el H del carbono del
centro quiral; dos dobletes correspondientes a los protones de la piridina, equivalentes entre
si; un triplete perteneciente al H de la otra amida, que acopla con los dos H del primer carbono
de la cadena alifatica; y un conjunto de sefales formando un multiplete que indica la presencia
de los 5 protones aromaticos del anillo de fenilalanina. Por otro lado, en la zona de los
alifaticos, se puede observar, de izquierda a derecha, una sefial en forma de multiplete que
corresponde al H del carbono del centro quiral, seguida de un singlete perteneciente al metilo
de la piridina; luego, ademads de las sefiales de los disolventes (H,0 residual del DMSO-d6 vy el
propio DMSO-d6), aparece un multiplete que abarca los protones H6 y H3, solapados entre si,

y los dos multipletes correspondientes a los dos siguientes protones de la cadena alifatica.
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Figura 3.2. Espectro de RMN-H de MePyPhe6.

Estudio de agregacion

En primer lugar, se determind la concentracidn critica de agregacién (CAC) mediante estudios
de fluorescencia de los compuestos que se muestran en la Figura 3.3. Para ello se utilizé como
sonda fluorescente el colorante rojo de Nilo (ver Figura 3.4). Esta molécula es practicamente
insoluble en agua y solo es fluorescente cuando esta en un medio hidréfobo. La formacién de
vesiculas permitira su disolucidon en medios acuosos debido a su incorporacién en la zona

hidrofébica de la vesicula, originando un aumento de la fluorescencia.
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Figura 3.3. Estructuras de los compuestos estudiados.

Figura 3.4. Estructura quimica del colorante rojo de Nilo.

Se prepararon muestras con diferentes concentraciones de los distintos compuestos (0 — 4
mM) y se midié su fluorescencia irradiando al maximo de absorcidon del rojo de Nilo. La
longitud de onda elegida fue 520 nm en todos los casos, excepto para el MePyVal6 que fue de

505 nm; se recogieron los espectros de emision de 540 o 515 a 750 nm, respectivamente.

En la Figura 3.5 se pueden observar las fotografias de las distintas muestras preparadas a
diferentes concentraciones, en presencia de rojo de Nilo (20 uM). En general, se puede
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observar como en ausencia del compuesto, las disoluciones son incoloras como resultado de
la insolubilidad del rojo de Nilo. A medida que aumenta la concentracién, hay un aumento
progresivo de la coloracién de las muestras. Un caso particular fue el del MePyPhel2, que a
concentraciones elevadas experimenta un cambio de tono rosdceo a violdceo, indicando un
posible cambio estructural de las vesiculas. Cabe destacar que el compuesto MePyPhel2
mostré un comportamiento tipico de surfactante con la formacion de espumas persistentes,

efecto que no se observd en los otros compuestos (ver Figura 3.6).

Figura 3.5. Fotografias de las distintas muestras preparadas a diferentes concentraciones, en

presencia de rojo de Nilo (20 pM). Los nimeros indican la concentracién (mM) del bolaanfifilo.

Figura 3.6. Fotografia de las distintas disoluciones preparadas de MePyPhe12 a diferentes

concentraciones, en presencia de rojo de Nilo (20 uM) donde se aprecia la formacién de espumas.

Los numeros indican la concentracién (mM) del bolaanfifilo.
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En la Figura 3.7 se muestran los espectros de fluorescencia obtenidos. En general se observa

que a partir de determinada concentracién ocurre un aumento muy notable de la emisién

fluorescente.
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Figura 3.7. Espectros de fluorescencia de rojo de Nilo (20 uM) en agua en presencia de diferentes

concentraciones de los compuestos estudiados.

La representacién grafica de estos datos permite obtener la concentracidn critica de
agregacion (ver Figura 3.8). Como se puede observar, se obtuvieron puntos criticos de
concentracidén nitidos para todos los casos. Los valores obtenidos para la concentracidn critica
de formacidn de vesiculas fueron en torno a 1 mM para todos los compuestos, con valores de

1.4,0.5, 0.9 y 0.6 mM para los compuestos MePyVal12, MePyVal6, MePyPhel2 y MePyPhe6,

respectivamente.
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Figura 3.8. Representacion grafica de la intensidad de fluorescencia frente a las distintas

concentraciones (mM) de los diferentes compuestos en presencia de rojo de Nilo (20 uM).

TEM

Con el objetivo de observar la morfologia de las vesiculas o agregados formados, se realizaron
estudios de microscopia electrénica de transmisién (TEM) de los diferentes compuestos
(MePyVal12, MePyVal6, MePyPhel2 y MePyPhe6). En el caso de MePyVall2, se observa la
formacidn de vesiculas de didmetro aproximado de 30 nm (Figura 3.9). Los resultados fueron
diferentes para el compuesto MePyVal6, observandose una estructura reticular parecida a la
qgue forman los geles (Figura 3.10). Para el compuesto MePyPhel2, se observan también
vesiculas de aproximadamente 30 nm de didmetro (Figura 3.11b) junto con algunas
estructuras fibrilares y otras vesiculas de mayor tamano (Figura 3.11a). Finalmente, en
MePyPhe6 se observa la coexistencia de objetos esféricos que se corresponderian con
vesiculas y estructuras de tipo fibrilar (Figura 3.12a); ademas, en la Figura 3.12b se puede

apreciar como estas fibras surgen del resultado de la fusidn de vesiculas de menor tamafio.
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Figura 3.10. Fotografias tomadas en TEM del compuesto MePyVal6.
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Figura 3.12. Fotografias tomadas en TEM del compuesto MePyPhe6.

Estudio de formacion de nanoparticulas mediante DLS

Se estudioé la formacidon de nanoparticulas en las moléculas estudiadas utilizando DLS. Para
ello, se disolvieron los compuestos MePyVall12, MePyVal6, MePyPhel2 y MePyPhe6 en agua
filtrada alcanzando concentraciones 4 mM. Se obtuvieron graficas que relacionan la intensidad

de luz dispersada o el numero de particulas con el tamafio de estas, permitiendo conocer el
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tamafio aproximado de las nanoparticulas presentes en las distintas disoluciones (ver Figura
3.13). Hay que tener en cuenta que la distribucion de tamafios basada en el niumero de
particulas es mas realista y ofrece siempre valores inferiores a la obtenida teniendo en cuenta
la intensidad de luz dispersada. Esto es asi porque la intensidad de luz dispersada sigue una

relacidon exponencial con el diametro de las particulas.

En el caso de MePyVall2, se obtuvo una distribucion bimodal con unos didmetros promedio
calculados en base al numero de particulas de 13 + 2 nm y 34 + 14 nm; segun la intensidad de
luz dispersada también se observé una distribucién bimodal con didametros promedio de 256
+139nmy53+ 16 nm. En el MePyVal6 se obtuvieron distribuciones monomodales calculando
tanto el numero de particulas como la intensidad de luz dispersada, consiguiendo didmetros
promedio de 1400 + 350 nm y 1500 + 343 nm, respectivamente. De igual forma, las
distribuciones observadas en MePyPhel2 también fueron monomodales en ambos casos,
calculando un diametro promedio en base al nimero de particulas de 99 + 49 nm, y de 244 +
137 nm segun la intensidad de luz dispersada. Finalmente, en el compuesto MePyPheb6 se
observé una distribucién monomodal calculando un didmetro promedio en base al nimero de
particulas de 90 + 28 nm; mientras que la distribucién fue bimodal cuando se calculé segun la

intensidad de luz dispersada, siendo los didametros promedio de 443 + 136 nm y 129 + 40 nm.

En general, estos valores estdn de acuerdo con lo observado por TEM, por ejemplo, en el caso
de MePyVall2 hay una muy buena correlacion entre los tamanos observados por ambas
técnicas. En el caso de MePyVal6, que dio lugar a estructuras reticulares por TEM, se observa

gue estas dan lugar a una distribucién de tamafios de DLS superior a un micrémetro.
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Figura 3.13. Representaciones graficas de los datos obtenidos en DLS para los distintos compuestos

MePyVall2, MePyVal6, MePyPhel2 y MePyPhe6 de concentracién 4 mM.

Evaluacion de la interaccion de los compuestos con ADN.

Teniendo en mente la posible aplicacion de los cuatro compuestos en terapia génica, se
estudié, como primer paso, la interaccion de los mismos con ADN. Con este objetivo se
realizaron estudios de fluorescencia utilizando tioflavina T (ThT) como sonda fluorescente
(Figura 3.14). ThT es un colorante fluorescente disponible comercialmente que se utiliza
comunmente en la investigacién biomédica y presenta un notable aumento en la intensidad
de la senal de emisién de fluorescencia al unirse a biomoléculas, debido a la inhibicién de la

rotacion alrededor del enlace simple C-C.3!
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Figura 3.14. Estructura quimica de la tioflavina T (ThT).

Se evalué la capacidad de los compuestos preparados de competir con ThT en la complejaciéon
con ADN. En estos estudios se espera que si los compuestos interaccionan con ADN se
produzca una disminucion de la fluorescencia del ThT al ser desplazado a la disoluciéon. Se
realizaron estudios de fluorescencia donde se utilizé una muestra de ADN de bajo peso
molecular de esperma de salmén (0.25 mg/mL) y ThT como sonda fluorescente extrinseca (30
MM). A estas muestras se les adicionaron disoluciones de los diferentes compuestos
conteniendo concentraciones que eran un 10% por encima de su CACy la mitad de dicha CAC.
Se midioé la fluorescencia de las muestras irradiando a una longitud de onda de 440 nm y

recogiendo los espectros de emision de 450 a 680 nm.

En la Figura 3.15 se presentan los espectros de fluorescencia obtenidos, observando en
general una destacable disminucién de la fluorescencia en presencia de los compuestos,
especialmente para aquellas muestras con una concentracion un 10% superior a la CAC. Esta
disminucion de la fluorescencia se encuentra particularmente pronunciada en el caso de los
compuestos mas hidrofébicos, MePyVall2 y MePyPhel2; mientras que para MePyVal6 y
MePyPhe6, las sefiales de fluorescencia decrecen menos, en especial para MePyVal6, en cuya
presencia la fluorescencia apenas disminuye. Por lo tanto, los resultados indican que existe
una interaccidon con el ADN para todas las moléculas, aunque su intensidad parece estar
relacionada con el caracter hidrofébico de las mismas. En la Tabla 3.2 se muestra una
comparacion de la disminucién de la intensidad de fluorescencia en relacién con el caracter
hidrofébico. Puede apreciarse, por ejemplo, que en el caso de MePyVal6, con un valor de clogP
igual a -6.9, el porcentaje de disminucién de fluorescencia es del 32% para una concentracién
un 10% superior a la CACy de un 12% para una concentracién con un valor igual a la mitad de
CAC; mientras que para el caso de MePyPhe6, con un valor de clogP igual a -5.9, la disminucién
de la fluorescencia es del 52% a una concentracion un 10% mayor a CAC y del 40% para una
concentracién a la mitad de CAC. Es decir, la intensidad de fluorescencia disminuye de forma

mas notable para aquellos compuestos con un valor de clogP mayor, es decir, mas hidrofébicos.
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Adicionalmente, cabe destacar que la interaccion observada es en general similar para las

moléculas libres, con concentraciones por debajo de la CAC, y las moléculas agregadas en

vesiculas, con concentracién un 10% superior a su CAC.

Tabla 3.2. Porcentajes de disminucién de fluorescencia y datos de clogP para cada molécula a cada

una de las concentraciones.

Disminucion de

Molécula fluorescencia (%)

para 10% CCA

MePyVal12 79
MePyVal6 32
MePyPhel2 88
MePyPhe6 52
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Figura 3.15. Espectros de fluorescencia de una mezcla de ADN (0.25 mg/mL) y ThT (30 uM) en agua

en presencia de distintas concentraciones de los compuestos estudiados.
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Estudio de la concentracion minima inhibitoria (MIC) de levaduras

Para realizar una primera estimacion de la biocompatibilidad de los compuestos, se realizaron
estudios con Saccharomyces cerevisiae (levadura de cerveza) en el laboratorio de
microbiologia de la profesora Rosa de Llanos de la UJI. Se realizé un primer ensayo con el fin
de determinar las concentraciones minimas inhibitorias (MIC) de dos de los compuestos
(MePyVall12 y MePyPheb); se utilizé un método de dilucién en caldo de antifungicos para
levaduras. Para ello se utilizé una placa de microdilucién de 96 pocillos, afadiendo en cada
uno de ellos 50 pL de la respectiva solucion del compuesto a estudiar (de concentracion 4 mM
en ambos casos) y 50 uL de inéculo de la levadura. Ademas de estos, también se prepararon
los pocillos correspondientes al control positivo (50 pL de indculo y 50 pL del medio estéril sin
farmaco) y al control negativo (50 uL de agua estéril destilada y 50 pL de medio sin farmaco).
La placa de microdilucion se incubd a 35 °C sin agitaciéon durante 48 horas, obteniendo la placa

gue se encuentra en la Figura 3.16.

Figura 3.16. Fotografia de la placa de microdilucion obtenida tras 48 horas de incubacién a 35 °C. Los

compuestos MePyVall2 y MePyPhe6 son los correspondientes a las cuatro filas de abajo.

Para llevar a cabo la lectura de los resultados se utilizé un lector de placas y se midio la
absorbancia a 450 nm. A este respecto hay que tener en cuenta que la presencia de levaduras

origina turbidez y dispersidn de luz, que es la que se mide a 450 nm. Una absorbancia baja,
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indica que las levaduras no han crecido como resultado de la accién de los compuestos
afiadidos. Con los datos recogidos se realizaron las graficas que se muestran en la siguiente

Figura 3.17, representando la inhibicidn de crecimiento (%) frente a la concentracidn en escala

logaritmica.
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Figura 3.17. Representacioén grafica de la inhibicion de crecimiento (%) frente a las distintas

concentraciones (mM) de los diferentes compuestos.

A partir de estas representaciones, podemos concluir que, en el caso de MePyVal12, la MIC
tendrd un valor en torno a 0.06 mM, pues la absorbancia presenta un importante
decrecimiento al alcanzar esa concentracién, algo que se puede observar en el primer grafico
al notar un gran aumento de la inhibicién de crecimiento. Por otro lado, en MePyPhe6 todos
los valores de inhibicidn de crecimiento se encuentran alrededor de cero y nimeros negativos,
lo que indica que no hay una concentracién minima inhibitoria para este compuesto. Por lo
tanto, a la hora de utilizar estos compuestos como agentes de transporte de bioactivos en
levaduras, solamente el compuesto MePyPhe6 muestra la biocompatibilidad en un amplio

rango de concentraciones.
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>

Se han preparado y caracterizado los compuestos MePyVall2, MePyVal6, MePyPhel2
y MePyPhe6 con rendimientos globales en torno al 20% para todos excepto para
MePyVal6 que fue del 63%.

Las propiedades fisicoquimicas de los compuestos fueron determinadas usando tanto
espectroscopia de RMN-'H y RMN-3C como espectrometria de masas.

Los estudios de fluorescencia mostraron que todos los compuestos estudiados tienen
la capacidad de formar agregados (vesiculas principalmente) a concentraciones criticas
especificas (alrededor de 1 mM), con MePyPhel2 mostrando propiedades tipicas de
surfactante.

El estudio TEM revelé una variedad de morfologias entre los cuatro compuestos
investigados. Mientras que en MePyVal12 y MePyPhel2 se observaron principalmente
vesiculas, MePyVal6é mostré una estructura reticular y MePyPhe6 presentd tanto
vesiculas como estructuras fibrilares.

El andlisis DLS confirmd la presencia de nanoparticulas y reveld distribuciones de
tamafio especificas para cada compuesto; siendo las de mayor tamafio las
correspondientes a MePyVal6 (del orden de micrdmetros).

Todos los compuestos estudiados mostraron interaccion con el ADN, siendo mas
efectiva en aquellos con mayor caracter hidrofébico (MePyVal12 y MePyPhe12), lo que
indica su potencial para aplicaciones en terapia génica.

MePyPhe6 destaca por su biocompatibilidad con Saccharomyces cerevisiae, lo que lo
hace un mejor candidato para su uso como agente de transporte de bioactivos en
levaduras. Mientras tanto, MePyVal12 podria ser considerado para aplicaciones donde

se requiera actividad antifungica, pues presenta una MIC en torno a 0.06 mM.
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Métodos Generales

Los espectros de RMN de H y de '3C fueron realizados en espectrdmetros Bruker Avance IlI
HD 400 MHz y HD 300 MHz y en un espectrometro Agilent INOVA System 500 MHz, usando
como disolvente dimetilsulféxido o agua deuterada a una temperatura de 30 °C. Las senales
que se tomaron como referencia en el disolvente deuterado (DMSO-ds) son el singlete a 2.5
ppm en RMN-!H y el quintuplete a 39.52 ppm en RMN-13C; mientras que en D0 la sefial que
se tomd como referencia fue el singlete a 4.79 ppm en RMN-!H. Las sefiales fueron asignadas

con la ayuda de métodos 2D (COSY, HSQC y HMBC).

El espectro de masas fue realizado por Mass Spectrometry triple Quadrupole Q-TOF Premier

con Electrospray y APCl acoplados (ESMS).

Las reacciones que necesitaban atmdsfera inerte fueron llevadas a cabo bajo una atmdésfera

de N». Los reactivos disponibles comercialmente fueron utilizados tal y como fueron recibidos
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Sintesis de MePyVall12, MePyVal6, MePyPhel2 y MePyPheé6.

R R
H NAQ/\NH Cbz\ \/éa\/ .Cbz p H H -
2 A L. TI/\ LN N\/@VN :

n =4 1,6-diaminohexano

n =10 1,12-diaminododecano R=Phe; n=4 ZPhe6
R = Phe; n =10 ZPhe12
R=Val; n=4 2ZVal6
R =Val; n=10 ZVal12

R =Phe; n=4 HPhe6
R = Phe; n =10 HPhe12
R =Val; n=4 HVal6
R =Val; n =10 ZVal12

S NETT T

I R =Phe; n=4 MPyPhe6-I R =Phe; n=4 PyPhe6
S R =Phe; n =10 MPyPhe12-| R = Phe; n =10 PyPhe12
R =Val; n=4 MPyVal6-l R=Val; n=4 PyVal6
R = Val; n =10 MPyVal12-| R = Val; n = 10 PyVal12
e)

lll/

AR TSR i S o)

R =Val; n=4 MPyVal6-Cl
R =Val; n =10 MPyVal12-Cl

Sy

R=Phe;n=4 MPyPhe6 -Cl c
R = Phe; n =10 MPyPhe12-Cl| é

Esquema 6.1. Reactivos y condiciones: a) ZPheOH o ZValOH, TBTU, DIPEA, CHCIs, t.a., 16 h, 54 — 83%;

b) Hz, Pd/C, CHsOH, t.a., 3 -6 h, 46 — 95%; c) Acido isonicotinico, TBTU, DIPEA, CHCls, t.a., 16 h, 44 —

86%; d) Yoduro de metilo, CHsCN, 65 °C, 3 — 16 h, 98%,; e) Resina IRA-402, 52.1 % de cloruros, CH3;OH,
t.a., 88 —98%.

Procedimiento general para el acoplamiento de los aminodacidos con las

diaminas.

A una disolucion de la diamina comercial (1,6-diamino hexano o 1,12-diamino dodecano) (5
mmol) en cloroformo (250 mL) bajo atmdsfera de nitrégeno y a temperatura ambiente se le
afiadio secuencialmente: el TBTU (10.5 mmol, 2.1 eq.), el L-aminodcido Z protegido comercial
(ZvalOH o ZPheOH) (10 mmol, 2.0 eq.) y la DIPEA (10.5 mmol, 2.1 eq.). La mezcla se agité
vigorosamente durante 16 h a temperatura ambiente. Después de este tiempo, el disolvente
de la mezcla se elimind bajo presién reducida y el residuo crudo se lavé primero con HCI 0.1
M (250 mL), luego con NaOH 0.1 M (250 mL), con salmuera (250 mL) y finalmente con agua

destilada (50 mL). El sélido obtenido se secé en estufa de vacio durante 16 h a 50 °C.
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Dibenzyl((2S,2°S)-(dodecane-1,12-diylbis(azanediyl))bis(3-methyl-1-oxobutane-1,2-

diyl))dicarbamate (ZVal12): Se obtuvo un sélido blanco (rendimiento 54%):

RMN-H (300 MHz, DMSO-d6): 5 7.85 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 7.40 — 7.27 (m, 5H), 7.19 (d, J = 8.9
Hz, 1H), 5.02 (s, 2H), 3.77 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 3.16 — 2.90 (m, 2H), 1.98 — 1.85 (m, 1H), 1.42 —
1.32 (m, 2H), 1.27 - 1.18 (m, 8H), 0.83 (d, J = 6.8 Hz, 6H).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-d6): § 170.9 (C=0), 156.1 (C=0), 137.1 (Ca), 128.3 (2CHa), 127.7
(CHar), 127.6 (2CHar), 65.3 (CH2), 60.4 (CH), 38.4 (CH,), 30.2 (CH), 28.9 (3CH.), 28.7 (CH.), 26.3
(CH2), 19.2 (CHs), 18.2 (CH).

HR ESMS: m/z: calcd for C3sHsgN4Os: 667.4435 [M+H]+; found: 667.4431 (0.6 ppm) [M+H]+.

Dibenzyl((2S,2°S)-(hexane-1,6-diylbis(azanediyl))bis(3-methyl-1-oxobutane-1,2-

diyl))dicarbamate (ZVal6): Se obtuvo un sélido blanco (rendimiento 83%):

RMN-H (400 MHz, DMSO-d6): & 7.87 (t, J = 5.5 Hz 1H), 7.41 — 7.28 (m, 5H), 7.17 (d, / = 8.8
Hz, 1H), 5.02 (s, 2H), 3.78 (t, J = 7.9 Hz, 1H), 3.15 — 2.93 (m, 2H), 1.97 — 1.85 (m, 1H), 1.41 —
1.31 (m, 2H), 1.27 - 1.19 (m, 2H), 0.83 (d, J = 6.4 Hz, 6H).
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RMN-13C (101 MHz, DMSO-d6): 6 170.9 (C=0), 156.0 (C=0), 137.1 (Car), 128.3 (2CHar), 127.7
(CHar), 127.6 (2CHar), 65.3 (CH2), 60.4 (CH), 38.3 (CH2), 30.2 (CH), 28.9 (CH3), 25.9 (CH,), 19.2
(CHs), 18.2 (CHs3).

HR ESMS: m/z: calcd for C3;HasN4Os: 583.3496 [M+H]+; found: 583.3497 (0.2 ppm) [M+H]+.

Dibenzyl((2S,2°S)-(dodecane-1,12-diylbis(azanediyl))bis(1-oxo-3-phenylpropane-1,2-

diyl))dicarbamate (ZPhel2): Se obtuvo un sdélido blanco (rendimiento 67%):

RMN-H (300 MHz, DMSO-d6): § 7.91 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.36 — 7.13
(m, 10H), 4.94 (s, 2H), 4.19 (td, J = 9.6, 4.9 Hz, 1H), 3.14 — 2.65 (m, 4H), 1.40 — 1.28 (m, 2H),
1.26 —1.15 (m, 8H).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-d6): 6 171.1 (C=0), 155.7 (C=0), 138.1 (Car), 137.1 (Car), 129.2
(2CHar), 128.3 (2CHar), 127.9 (2CHar), 127.6 (CHar), 127.4 (2CHar), 126.2 (CHar), 65.1 (CH>), 56.2
(CH), 38.5 (CH2), 37.8 (CH2), 29.0 (2CH.), 28.9 (CH3), 28.7 (CH2), 26.3 (CH>).

HR ESMS: m/z: calcd for CasHssN4Os: 762.4436 [M+H]+; found: 763.4435 (0.1 ppm) [M+H]+.

Dibenzyl((2S,2°S)-(hexane-1,6-diylbis(azanediyl))bis(1-oxo-3-phenylpropane-1,2-

diyl))dicarbamate (ZPhe6): Se obtuvo un sélido blanco (rendimiento 59%):
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RMN-!H (400MHz, DMSO-d6): 5 7.96 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.39 - 7.11 (m,
10H), 4.94 (s, 2H), 4.20 (td, J = 9.3, 3.9 Hz, 1H), 3.14 — 2.66 (m, 4H), 1.39 — 1.28 (m, 2H), 1.23 -
1.14 (m, 2H).

RMN-13C (101 MHz, DMSO-d6): § 171.1 (C=0), 155.7 (C=0), 138.1 (Car), 137.0 (Car), 129.2
(2CHar), 128.2 (2CHar), 127.9 (2CHar), 127.6 (CHar), 127.4 (2CHar), 126.2 (CHar), 65.1 (CHa), 56.3
(CH), 38.4 (CHa), 37.8 (CH,), 28.9 (CH>), 25.9 (CH,).

HR ESMS: m/z: calcd for CaoHasN4Os: 679.3496 [M+H]+; found: 679.3498 (0.3 ppm) [M+H]+.

Procedimiento general para la desproteccion del grupo carbobenzoiloxi de los

aminoacidos.

Se pesaron 693 mg del catalizador Pd/C (20% en peso) y 3465 mg del compuesto N-Z protegido
(Zval12, zval6, ZPhel2 o ZPhe6). Seguidamente, fueron suspendidos en CHsOH (100 mL) y se
agitaron bajo atmdsfera de hidrégeno a temperatura amiente durante 3 a 4 horas. La mezcla
de reaccioén fue luego filtrada a través de Celite®, y el solvente fue removido bajo presion

reducida para obtener la amina respectiva.

(2S,2’S)-N,N’-(dodecane-1,12-diyl)bis(2-amino-3-methylbutanamide) (HVall2): Se obtuvo un

sélido amarillo (rendimiento 95%):
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RMN-H (500 MHz, DMSO-d6): § 7.74 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 3.12 — 2.97 (m, 2H), 2.88 (d, J = 5.2
Hz, 1H), 1.86 — 1.78 (m, 1H), 1.60 (s, 2H), 1.42 — 1.35 (m, 2H), 1.26 — 1.21 (m, 8H), 0.81 (dd, J =
39.1, 6.8 Hz, 6H).

RMN-13C (101 MHz, DMSO-d6): § 174.3 (C=0), 60.1 (CH), 38.2 (CH2), 31.6 (CH), 29.2 (CHa),
28.9 (CH,), 28.9 (CHy), 28.7 (CH3), 26.3 (CHy), 19.5 (CHs), 17.1 (CHs).

HR ESMS: m/z: calcd for C22HasN4O2: 399.3698 [M+H]+; found: 399.3702 (0.8 ppm) [M+H]+.

(25,2°S)-N,N’-(hexane-1,6-diyl)bis(2-amino-3-methylbutanamide) (HVal6): Se obtuvo una cera

beige (rendimiento 92%):

RMN-H (300 MHz, DMSO-d6): 6 7.79 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 3.12 — 2.96 (m solapado con sefial de
H.0, 4H), 2.90 (d, J = 5.3 Hz, 1H), 1.93 - 1.74 (m, 1H), 1.44 — 1.32 (m, 2H), 1.30 = 1.20 (m, 2H),
0.81 (dd, J = 22.2, 6.8 Hz, 6H).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-d6): § 174.2 (C=0), 60.0 (CH), 38.2 (CH2), 31.6 (CH), 29.2 (CH,),
26.1 (CH2), 19.5 (CHs), 17.2 (CHs).

HR ESMS: m/z: calcd for C16H34N403: 337.2103 [M+Na]+; found: 337.2100 (0.9 ppm) [M+Na]+.

(25,2°S)-N,N’-(dodecane-1,12-diyl)bis(2-amino-3-phenylpropanamide) (HPhel2): Se obtuvo un

sélido blanco (rendimiento 50%):
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RMN-H (300 MHz, DMSO-d6): § 7.74 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 7.34 — 7.12 (m, 5H), 3.35 aprox. (m
solapado con sefial del H,0O, 1H), 3.09 — 2.93 (m, 2H), 2.92 — 2.56 (m, 2H), 1.60 (s, 2H), 1.38 —
1.27 (m, 2H), 1.26 — 1.12 (m, 8H).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-d6): 5 174.0 (C=0), 138.8 (Car), 129.3 (2CHar), 128.0 (2CHa/), 125.9
(CHar), 56.3 (CH), 41.3 (CH3), 38.3 (CH3), 29.1 (CH,), 28.9 (2CH>), 28.8 (CH3), 26.3 (CH,).

HR ESMS: m/z: calcd for C3oHasN4O2: 495.3699 [M+H]+; found: 495.3699 (0.0 ppm) [M+H]+.

(2S5,2’S)-N,N’-(hexane-1,6-diyl)bis(2-amino-3-phenylpropanamide) (HPhe6): Se obtuvo un

sélido blanco (rendimiento 46%):

RMN-1H (400 MHz, DMSO-d6): & 7.83 (t, J = 5.6 Hz, 1H)), 7.28 — 7.16 (m, 5H), 3.31 aprox. (m
solapado con sefal del H;0, 1H), 3.07 — 2.95 (m, 2H), 2.93 — 2.54 (m, 2H), 2.15 (s, 2H), 1.36 —
1.26 (m, 2H), 1.18 — 1.08 (m, 2H).

RMN-13C (101 MHz, DMSO-d6): 6 173.8 (C=0), 138.6 (Car), 129.2 (2CHar), 127.9 (2CHar),
126.0 (CHar), 56.2 (CH), 41.1 (CH,), 38.2 (CH2), 28.9 (CH), 26.0 (CHa).

HR ESMS: m/z: calcd for C24H34N403: 411.2760 [M+H]+; found: 411.2765 (1.2 ppm) [M+H]+.
39



Seccidn Experimental

Procedimiento general para el acoplamiento entre las aminas y el acido
isonicotinico.

A una disolucién de la respectiva diamina (HVal12, HVal6, HPhel2 y HPhe6) (5.37 mmol) en
cloroformo (250 mL) bajo atmdsfera de nitrégeno y a temperatura ambiente se le afiadio
secuencialmente: el dcido isonicotinico (21.48 mmol, 2.0 eq.), el TBTU (22.02 mmol, 2.1 eq.) y
la DIPEA (22.02 mmol, 2.1 eq.). La mezcla se agit6 vigorosamente durante 16 h a temperatura
ambiente y atmdsfera de nitrégeno. Después de este tiempo, el disolvente de la mezcla se
elimind bajo presion reducida y el residuo crudo se lavo primero con NaOH 0.1 M (250 mL),
después con salmuera (250 mL) y finalmente con agua destilada (50 mL). El sélido obtenido se

seco en estufa de vacio durante 16 h a 50 °C.

N,N’-((2S,2’S)-(dodecane-1,12-diylbis(azanediyl))bis(3-methyl-1-oxobutane-1,2-

diyl))diisonicotinamide (PyVal12): Se obtuvo un sélido blanco (rendimiento 44%):

RMN-H (400 MHz, DMSO-d6): & 8.70 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 8.63 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 8.09 (t, J = 5.4
Hz, 1H), 7.80 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 4.24 (t, J = 8.5 Hz, 1H), 3.15 — 2.96 (m, 2H), 2.18 — 2.05 (m, 1H),
1.43 —1.35 (m, 2H), 1.27 — 1.16 (m, 8H), 0.90 (dd, J = 6.6, 3.6 Hz, 6H).

RMN-3C (101 MHz, DMSO-d6): 5 170.4 (C=0), 164.9 (C=0), 150.0 (2CHa), 141.2 (Car), 121.6
(2CHar), 59.4 (CH), 38.4 (CHy), 29.9 (CH), 28.9 (CHz), 28.9 (2CH), 28.6 (CHy), 26.3 (CHy), 19.2
(CHs), 18.9 (CH3).

N,N’-((2S,2’S)-(hexane-1,6-diylbis(azanediyl))bis(3-methyl-1-oxobutane-1,2-

diyl))diisonicotinamide (PyVal6): Se obtuvo una cera beige (rendimiento 86%):
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RMN-H (300 MHz, DMSO-d6): 6 8.70 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 8.62 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 8.08 (t, /= 5.6
Hz, 1H), 7.79 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 4.23 (t, J = 8.5 Hz, 1H), 3.18 —2.91 (m, 2H), 2.17 — 2.03 (m, 1H),
1.44 —1.33 (m, 2H), 1.30 — 1.19 (m, 2H), 0.90 (dd, J = 6.7, 3.8 Hz, 6H).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-d6): § 170.5 (C=0), 164.9 (C=0), 150.1 (2CHa), 141.2 (Car), 121.6
(2CHar), 59.4 (CH), 38.4 (CH.), 29.9 (CH), 28.9 (CH,), 25.9 (CH.), 19.3 (CHs), 18.9 (CHa).

HR ESMS: m/z: calcd for CagsHaoNsOa: 525.3189 [M+H]+; found: 525.3192 (0.6 ppm) [M+H]+.

N,N’-((2S,2’S)-(dodecane-1,12-diylbis(azanediyl))bis(1-oxo-3-phenylpropane-1,2-

diyl))diisonicotinamide (PyPhel2): Se obtuvo un sélido blanco (rendimiento 82%):

Z "N
N~ (0] 0

RMN-!H (400 MHz, DMSO-d6): & 8.89 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 8.68 (d, J = 4.6 Hz, 2H), 8.08 (t, J = 5.2
Hz, 1H), 7.69 (d, J = 4.6 Hz, 2H), 7.37 = 7.11 (m, 5H), 4.66 (td, J = 9.1, 5.0 Hz, 1H), 3.16 — 2.95
(m, 4H), 1.41 - 1.32 (m, 2H), 1.28 — 1.17 (m, 8H).

RMN-13C (101 MHz, DMSO-d6): 6 170.6 (C=0), 164.6 (C=0), 150.1 (2CHar), 140.9 (Car), 138.2
(Car), 129.1 (2CHay), 128.0 (2CHar), 126.2 (CHar), 121.3 (2CHar), 55.1 (CH), 38.6 (CH.), 37.4 (CH,),
28.9 (2CH,), 28.9 (CH2), 28.7 (CH,), 26.3 (CH2).

HR ESMS: m/z: calcd for C42Hs2NgOa: 705.4128 [M+H]+; found: 705.4116 (1.7 ppm) [M+H]+.
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N,N’-((2S,2’S)-(hexane-1,6-diylbis(azanediyl))bis(1-oxo-3-phenylpropane-1,2-

diyl))diisonicotinamide (PyPhe6): Se obtuvo un sélido blanco (rendimiento 63%):
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RMN-H (300 MHz, DMSO-d6): & 8.89 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.70 (d, J = 4.6 Hz, 2H), 8.10 (t, J = 5.4
Hz, 1H), 7.70 (d, J = 4.8 Hz, 2H), 7.39 — 7.10 (m, 5H), 4.76 — 4.61 (m, 1H), 3.22 — 2.88 (m, 4H),
1.46 —1.31 (m, 2H), 1.29 — 1.15 (m, 2H).

Procedimiento general para la metilacion del nitrégeno aromatico.

A una disolucién de la respectiva amina (4.63 mmol; PyVall2, PyVal6, PyPhel2 o PyPhe6) en
CH3CN (150 mL) o en una mezcla 1:1 de CH3CN/CHCIl3 (150 mL), se le afiadieron 11 mL de
yoduro de metilo comercialmente disponible (172 mmol, 74 eq.). La mezcla se agité durante
16 horas a 65 °C y bajo atmdsfera de nitrégeno. Después de este tiempo, la disolucidn se

concentrd bajo presion reducida y el residuo crudo se dejo a vacio durante 3 h.

4,4’-((3S,20S)-3,20-diisopropyl-4,19-dioxo-2,5,18,21-tetraazadocosanedioyl)bis(1-

methylpyridin-1-ium)iodide (MePyVal12-1): Se obtuvo un sélido naranja (rendimiento 98%):
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RMN-H (400 MHz, D;0): 6 9.04 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 8.39 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 4.53 (s, 3H), 4.30
(d,J=8.3 Hz, 1H), 3.41 —3.21 (m, 2H), 2.27 — 2.16 (m, 1H), 1.67 — 1.54 (m, 2H), 1.46 — 1.23
(m, 8H), 1.09 (dd, J = 13.2, 6.7 Hz, 6H).

RMN-13C (101 MHz, D;0): 6 171.6 (C=0), 164.3 (C=0), 147.5 (Car), 145.4 (2CHar), 125.3 (2CHar),
60.4 (CH), 47.6 (CHs), 38.5 (CH2), 29.1 (CH), 27.7 (CHa), 27.7 (CH2), 27.4 (CH,), 27.3 (CH.), 25.1
(CH2), 17.5 (CHs), 17.4 (CH3).

HR ESMS: m/z: calcd for CssHssNeOs2*: 319.2260 [M+2H]2+; found: 319.2259 (0.3 ppm)
[M+2H]2+.

4,4’-((3S,14S)-3,14-diisopropyl-4,13-dioxo-2,5,12,15-tetraazahexadecanedioyl)bis(1-

methylpyridin-1-ium)iodide (MePyVal6-1): Se obtuvo un sélido naranja (rendimiento 98%):

RMN-H (400 MHz, D;0): & 9.04 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 8.39 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 4.53 (s, 3H), 4.30
(d,J = 8.2 Hz, 1H), 3.42 —3.20 (m, 2H), 2.30 — 2.16 (m, 1H), 1.65 — 1.56 (m, 2H), 1.45 — 1.38 (m,
2H), 1.09 (dd, J = 15.1, 6.7 Hz, 6H).

RMN-13C (101 MHz, D;0): § 171.6 (C=0), 164.3 (C=0), 147.4 (Car), 145.3 (2CHar), 125.2 (2CHa),
60.3 (CH), 47.6 (CHs), 38.3 (CH2), 28.9 (CH), 27.2 (CH,), 24.7 (CH,), 17.4 (CH3), 17.3 (CHs).

HR ESMS: m/z: calcd for CaoHasNeO42*: 277.1790 [M]2+; found: 277.1786 (1.4 ppm) [M]2+.

4,4°-((3S,20S)-3,20-dibenzyl-4,19-dioxo-2,5,18,21-tetraazadocosanedioyl)bis(1-methylpyridin-

1-ium)iodide (MePyPhel2-l): Se obtuvo un sélido naranja (rendimiento 98%):
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RMN-!H (400 MHz, DMSO-d6): & 9.39 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 9.06 (d, J = 5.4 Hz, 2H), 8.29 (d, J =
5.4 Hz, 2H), 8.18 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 7.35 — 7.11 (m, 5H), 4.76 — 4.67 (m, 1H), 4.36 (s, 3H), 3.16
—2.90 (m, 4H), 1.42 = 1.31 (m, 2H), 1.29 — 1.13 (m, 8H).

RMN-13C (101 MHz, DMSO-d6): 6 170.2 (C=0), 161.9 (C=0), 147.4 (Car), 146.5 (2CHar), 137.8
(Car), 129.2 (2CHar), 128.3 (2CHar), 126.6 (CHar), 125.5 (2CHar), 55.5 (CH), 48.3 (CHs), 38.8 (CH2)
37.7 (CHa), 29.1 (2CH2), 29.0 (CH.), 28.8 (CH2), 26.4 (CHa).

HR ESMS: m/z: calcd for CasHssNO4?*: 367.2260 [M]2+; found: 367.2255 (1.3 ppm) [M]2+.

4,4’-((3S,14S)-3,14-dibenzyl-4,13-dioxo-2,5,12,15-tetraazahexadecanedioyl)bis(1-

methylpyridin-1-ium)iodide (MePyPhe6-1): Se obtuvo un sélido naranja (rendimiento 98%):
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RMN-H (400 MHz, DMSO-d6): & 9.41 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 9.10 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 8.31 (d, J =
6.8 Hz, 2H), 8.19 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 7.36 — 7.10 (m, 5H), 4.73 (td, J = 10.0, 5.0 Hz, 1H), 4.37 (s,
3H), 3.20 — 2.89 (m, 4H), 1.43 — 1.31 (m, 2H), 1.26 — 1.16 (m, 2H).
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RMN-13C (101 MHz, DMSO-d6): 6 170.02 (C=0), 161.77 (C=0), 147.27 (Car), 146.45 (2CHa:),
137.72 (Car), 129.10 (2CHar), 128.13 (2CHar), 126.42 (CHar), 125.38 (2CHar), 55.33 (CH), 48.12
(CHs), 38.62 (CHa), 37.56 (CHa), 28.92 (CH,), 26.02 (CH,).

HR ESMS: m/z: calcd for CasHasNsO42*: 325.1790 [M]2+; found: 325.1786 (1.2 ppm) [M]2+.

Procedimiento general para la preparacion de los compuestos finales
(intercambio del yoduro por cloruro).

A una disolucidn de la respectiva amina metilada (4.63 mmol, MePyVal12-l, MePyVal6-I,
MePyPhel2-1 o MePyPhe6-I) en CH3OH (150 mL) se le afiadié 3780 mg de amberlite IRA-402,
52.1% de cloruros (6 eq. de ClI"). La mezcla se agitd vigorosamente durante 4 o 16 horas a
temperatura ambiente. Después de este tiempo, la disolucidn se filtré a gravedad y la solucién

obtenida se concentrd bajo presidn reducida y el residuo crudo se dejé a vacio durante 3 h.

4,4’-((3S,20S)-3,20-diisopropyl-4,19-dioxo-2,5,18,21-tetraazadocosanedioyl)bis(1-
methylpyridin-1-ium)chloride (MePyVal12-Cl): Se obtuvo un sélido amarillo (rendimiento

88%):

ZT

Z e
0 O H i1Cr
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7 N N
N Jd P o H

RMN-1H (400 MHz, D,0): § 9.04 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 8.39 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 4.53 (s, 3H), 4.30
(d,J = 8.3 Hz, 1H), 3.40 —3.22 (m, 1H), 2.34—2.12 (m, 1H), 1.65 — 1.55 (m, 2H), 1.43 — 1.24 (m,
8H), 1.09 (dd, J = 13.0, 6.6 Hz, 6H).

RMN-13C (101 MHz, D,0): § 172.5 (C=0), 165.2 (C=0), 148.4 (Ca), 146.3 (2CHar), 126.1
(2CHar), 61.3 (CH), 48.5 (CH3), 39.4 (CH.), 30.0 (CH), 28.7 (CH,), 28.6 (CH,), 28.3 (CH,), 28.2
(CH2), 26.0 (CH,), 18.4 (CH3), 18.3 (CHs).
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HR ESMS: m/z: calcd for CsgHssNgO4%*: 319.2260 [M+2H]2+; found: 319.2259 (0.3 ppm)
[M+2H]2+.

4,4°-((3S,14S)-3,14-diisopropyl-4,13-dioxo-2,5,12,15-tetraazahexadecanedioyl)bis(1-

methylpyridin-1-ium)chloride (MePyVal6-Cl): Se obtuvo un sélido amarillo (rendimiento 98%):
Q H Q H Z | +C|'
Nz o H O
Cr

RMN-H (400 MHz, D;0): § 9.04 (d, J = 6.1 Hz, 2H), 8.39 (d, J = 5.9 Hz, 2H), 4.53 (s, 3H), 4.30
(d,J = 8.3 Hz, 1H), 3.39 —3.22 (m, 2H), 2.33 = 2.16 (m, 1H), 1.65 — 1.56 (m, 2H), 1.45 —1.39 (m,
2H), 1.09 (dd, J = 15.1, 6.7 Hz, 6H).

RMN-13C (101 MHz, D;0): § 172.6 (C=0), 165.3 (C=0), 148.4 (Car), 146.3 (2CHar), 126.1 (2CHa),
61.3 (CH), 48.5 (CHs), 39.3 (CH,), 29.9 (CH), 28.2 (CH,), 25.6 (CH), 18.4 (CH3), 18.3 (CHs).

HR ESMS: m/z: calcd for C3oHa6Ng042*: 277.1790 [M]2+; found: 277.1786 (1.4 ppm) [M]2+.

4,4’-((3S,20S)-3,20-dibenzyl-4,19-dioxo-2,5,18,21-tetraazadocosanedioyl)bis(1-methylpyridin-

1-ium)chloride (MePyPhe12-Cl): Se obtuvo un sélido amarillo (rendimiento 98%):
PN
0] H 0] H 4 I
N~ O 0
“cr
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RMN-H (400 MHz, DMSO-d6): *H NMR (400 MHz, DMSO) 6 9.65 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 9.15 (d, J
= 6.6 Hz, 2H), 8.39 (d, J = 6.6 Hz, 2H), 8.33 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 7.36 — 7.14 (m, 5H), 4.73 (td, J =
10.1, 4.8 Hz, 1H), 4.39 (s, 3H), 3.20 — 2.97 (m, 4H), 1.44 — 1.34 (m, 2H), 1.29 — 1.20 (m, 8H).

RMN-13C (101 MHz, DMSO-d6): § 170.1 (C=0), 161.6 (C=0), 147.2 (Cas), 146.4 (2CHar), 137.9
(Car), 129.1 (2CHar), 128.1 (2CHar), 126.3 (CHar), 125.4 (2CHar), 55.6 (CH), 48.0 (CHs), 38.6 (CH2),
37.5 (CH2), 28.9 (2CH,), 28.9 (CHa), 28.7 (CH2), 26.3 (CHa).

HR ESMS: m/z: calcd for CasHssNsO42*: 367.2260 [M]2+; found: 367.2255 (1.3 ppm) [M]2+.

4,4°-((3S,14S)-3,14-dibenzyl-4,13-dioxo-2,5,12,15-tetraazahexadecanedioyl)bis(1-

methylpyridin-1-ium)chloride (MePyPhe6-Cl): Se obtuvo un sélido amarillo (rendimiento 98%):

0 AN
O +
~ AL A
N* H H

RMN-!H (300 MHz, DMSO-d6): & 9.64 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 9.13 (d, J = 6.7 Hz, 2H), 8.38 (d, J =
6.7 Hz, 2H), 8.33 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 7.37 — 7.10 (m, 5H), 4.72 (td, J = 10.1, 4.8 Hz, 1H), 4.38 (s,
3H), 3.20 — 2.93 (m, 4H), 1.44 — 1.32 (m, 2H), 1.29 — 1.16 (m, 2H).

RMN-13C (75 MHz, DMSO-d6): § 170.1 (C=0), 161.7 (C=0), 147.2 (Cas), 146.5 (2CHar), 137.9
(Car), 129.1 (2CHar), 128.1 (2CHar), 126.4 (CHar), 125.4 (2CHar), 55.6 (CH), 48.0 (CHs), 38.5 (CHa),
37.5 (CH2), 28.9 (CH2), 25.9 (CH2).

HR ESMS: m/z: calcd for CagHasNeO42*: 325.1790 [M]2+; found: 325.1786 (1.2 ppm) [M]2+.
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Fluorescencia y absorbancia

Las propiedades de absorbancia y fluorescencia se midieron con un espectrofotémetro
JASCO V-630 UV-Vis y un fluorimetro JASCO FP-8300, ambos equipados con un accesorio
Peltier a 25 °C. Las medidas se hicieron con cubetas de pldstico éptico (PMMA), marca

Hellma Analytics de 3 mL de capacidad y 10 mm de paso dptico.

TEM

Las imagenes de transmisidn electrénica fueron obtenidas usando un microscopio JEOL 2100
con pistola termoidnica LaB6 200 kV y equipado con una cdmara CCD de alta resolucién Gatan
Orius. Las muestras de TEM fueron preparadas sobre gradillas de cobre Formvar/Carbon film
on 200 mesh. Una gota de disolucion con nanoparticulas fue aplicada directamente sobre la
gradilla, dejando reposar un minuto. Seguidamente, el exceso de agua fue cuidadosamente
removido por capilaridad usando un trozo de papel de filtro. Finalmente, para tintar las
muestras, se puso una gota de acetato de uranilo al 1% en agua sobre la gradilla durante dos
minutos, el exceso de tinte fue igualmente removido por capilaridad con papel de filtro y se

secaron al aire antes de la observacion.

DLS (Dynamic light scattering).

Las medidas de tamafo de las nanoparticulas se realizaron mediante dispersion dindmica de
la luz (DLS, por sus siglas en inglés), se usé un Zetasizer Nano ZS (Malvern). Los analisis se
llevaron a cabo usando un laser de He—Ne laser (633 nm) con un dngulo de dispersion de 1731.
Se usé el modo de optimizacidon y atenuacidn automatica para todas las muestras, las medidas
de las suspensiones de nanoparticulas se hicieron con cubetas de plastico éptico (PMMA),
marca Hellma Analytics de 3 mL de capacidad y 10 mm de paso éptico. Todas las lecturas se

realizaron a 25 °C. El tamafio de particula se reporté como un promedio de seis mediciones.
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Preparacion general de las muestras

Como ejemplo representativo, se evaporaron 160 uL de soluciones madre de 50 mM de
MePyVall2, MePyVal6, MePyPhel2 y MePyPhe6 en CH3OH en viales por separado a bajo
vacio. Los sélidos resultantes se resuspendieron luego en 2 mL de agua destilada (para DLS y
TEM, el agua destilada se filtré a través de un filtro de malla de acetato de celulosa de 0.45

um). La mezcla se sonicé durante aproximadamente 15 minutos hasta obtener una solucién.

Concentracion critica de agregacion por Nile Red (NR)

La concentracidén critica de agregacién se determind por fluorescencia utilizando NR como
sonda. Se prepararon diversas concentraciones de cada compuesto (desde 0.1 hasta 4 mM
para MePyVall2; y desde 0.0125 hasta 4 mM para MePyVal6, MePyPhel2 y MePyPhe6)
evaporando el disolvente y obteniendo la cantidad deseada del compuesto a partir de las
soluciones madre en metanol, junto con 20 pL de una solucién stock de NR de 0.2 mM en
etanol. La mezcla seca se redisolvio luego en 2 mL de agua destilada y se sonicé durante
aproximadamente cinco minutos. Las soluciones de NR se excitaban a 505 y 520 nm (para
MePyVal6 y el resto de los compuestos, respectivamente), y el espectro de emision se
registraba de 515 y 540 nm a 750 nm, respectivamente. La relacién de intensidad del pico (610,
548,556 y 573 nm para MePyVall12, MePyVal6, MePyPhel2 y MePyPheb, respectivamente) se

representd frente a las concentraciones de compuesto utilizado.

Interaccidon de los compuestos con el ADN

La interaccidon de los compuestos con el ADN se determind por fluorescencia utilizando
tioflavina T (ThT) como sonda fluorescente. Se prepararon dos concentraciones de cada
compuesto (10% CACy ¥ CAC) evaporando el disolvente, obteniendo la cantidad deseada del
compuesto a partir de las soluciones madre en metanol y redisolviendo a continuacién en 1
mL de agua destilada, sonicandola durante cinco minutos aproximadamente. Por otro lado, se
preparé una mezcla de ADN de bajo peso molecular de salmén 0.25 mg/mL y ThT 30 uM,
previamente atemperado y sonicado durante unos 5 minutos, obtenidos a partir de las

respectivas soluciones en agua de ADN 0.5 mg/mL y ThT 600 uM. Se afiadié 1 mL de esta
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mezcla a cada una de las soluciones de compuestos previamente preparadas y se excitaron a

440 nm, recogiendo el espectro de emision de 450 a 680 nm.

Concentracién minima inhibitoria (MIC)

La concentracién minima inhibitoria de los compuestos MePyVal12 y MePyPhe6 se determiné
mediante un método de dilucidon en caldo de antifungicos para levaduras basado en la
preparacion de las soluciones de antifungico (MePyVal12 y MePyPhe6 4 mM en 1 mL de agua
destilada) en 50 pL de volumen por pocillo mas la adicidn de otros 50 pL de indculo. La técnica
se realizd en una placa de microdilucién de 96 pocillos con fondo plano. Para preparar el medio
de cultivo se utilizé el medio caldo Sabouraud dextrosa con concentracidn 2x para permitir una
dilucién del 50% después de la adicidn del inéculo. Se pesé el medio deshidratado y se le
afadié agua destilada, se agitd hasta quedar todo el medio hidratado y homogéneo y se
esterilizé en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. El indculo (0.5-10° — 2.5-10° UFC/mL) se
preparé mediante suspensidon en agua destilada estéril de una colonia (Saccharomyces

cerevisiae), obtenida de un cultivo de 24 horas en agar nutritivo.

En la placa de microdilucién, se afiadié cada uno de los compuestos (MePyVal12, MePyPhe6),
el volumen requerido de medio, se realizd la suspensidn de colonias y se inoculd
inmediatamente después. Se inoculd cada pocillo de la placa con 50 uL de la suspension de
levaduras a una concentracion de 1 — 5-10° UFC/mL, obteniendo tanto la concentracidon
requerida de firmaco como la densidad del in6culo (0.5-10° — 2.5-10° UFC/mL). Se prepararon
también los pocillos correspondientes al control de crecimiento positivo con 50 pL de indculo
y 50 plL del medio estéril sin farmaco; y los correspondientes al control negativo con 50 uL de

agua estéril destilada y 50 uL de medio sin farmaco.

Se incubd la placa de microdilucién a 35 °C sin agitacién durante 48 horas y transcurrido ese
tiempo, se leyd en un lector de placas. La longitud de onda utilizada para medir la absorbancia

fue 450 nm.
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Espectros RMN
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Figura 7.1. Espectro RMN-'H ZVal12 en DMSO-d6.
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Figura 7.2. Espectro RMN-13C de ZVal12 en DMSO-d6.
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Figura 7.3. Espectro RMN-'H de HVal12 en DMSO-d6.
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Figura 7.4. Espectro RMN-13C de HVal12 en DMSO-d6.
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Figura 7.5. Espectro RMN-'H de PyVal12 en DMSO-d6.
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Figura 7.6. Espectro RMN-13C de PyVal12 en DMSO-d6.
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Figura 7.7. Espectro RMN-'H de MePyVal12-l en D,0.
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Figura 7.8. Espectro RMN-'3C de MePyVal12-1 en D,0.
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Figura 7.9. Espectro RMN-'H de MePyVal12-Cl en D,0.
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Figura 7.10. Espectro RMN-'3C de MePyVal12-Cl en D,0.

61

Anexo



ZVal6 H12
o HO Hil HI3
)]\ H HI H3 Q H
0~ N SN NE N\n/o H14
H o H2 :'4 H6 o H10 HI15
H7 H8
H,O

HI11-H15

H10

T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0
f1 (ppm)

Figura 7.11. Espectro RMN-!H de ZVal6 en DMSO-d6.
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Figura 7.12. Espectro RMN-'3C de ZVal6 en DMSO-d6.
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Figura 7.14. Espectro RMN-'3C de HVal6 en DMSO-d6.
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Figura 7.15. Espectro RMN-'H de PyVal6 en DMSO-d6.
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Figura 7.16. Espectro RMN-13C de PyVal6 en DMSO-d6.
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Figura 7.17. Espectro RMN-!H de MePyVal6-l en D,0.
MePyVal6-1 Cl2 - _cis
o ClI AN
X(H LR Ocs“m\'r
NN 7 ci3
i A H & Hu ) C10ET,
/N+/ 0 C6 o)
I c7 cs
Cl,Cl4
Cé\ 2 i
cs o3 y 7
c ] 8
co €12 cis
Jlmz ‘
1‘70 1‘60 1‘50 1‘40 1‘30 1‘20 1‘10 ‘ \ éO 7‘0 éO 5‘0 ‘LO 3‘0 2‘0

100 90
1 (ppm)

Figura 7.18. Espectro RMN-'3C de MePyVal6-l en D,0.
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Figura 7.19. Espectro RMN-H de MePyVal6-Cl en D,0.
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Figura 7.20 Espectro RMN-'3C de MePyVal6-Cl en D,0.
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Figura 7.21. Espectro RMN-!H de ZPhe12 en DMSO-d6.
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Figura 7.22. Espectro RMN-3C de ZPhe12 en DMSO-d6.
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Figura 7.23. Espectro RMN-!H de HPhe12 en DMSO-d6.
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Figura 7.24. Espectro RMN-3C de HPhe12 en DMSO-d6.
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Figura 7.26. Espectro RMN-3C de PyPhe12 en DMSO-d6.
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Figura 7.27. Espectro RMN-'H de MePyPhe12-1 en DMSO-d6.
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Figura 7.28. Espectro RMN-3C de MePyPhe12-l en DMSO-d6.
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Figura 7.29. Espectro RMN-'H de MePyPhe12-Cl en DMSO-d6.
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Figura 7.30. Espectro RMN-'3C de MePyPhe12-Cl en DMSO-d6.
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Figura 7.31. Espectro RMN-'H de ZPhe6 en DMSO-d6.
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Figura 7.32. Espectro RMN-'3C de ZPhe6 en DMSO-d6.
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Figura 7.33. Espectro RMN-'H de HPhe6 en DMSO-d6.
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Figura 7.34. Espectro RMN-'3C de HPhe6 en DMSO-d6.
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Figura 7.35. Espectro RMN-!H de PyPhe6 en DMSO-d6.
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Figura 7.36. Espectro RMN-'H de MePyPhe6-1 en DMSO-d6.
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Figura 7.37. Espectro RMN-3C de MePyPhe6-l en DMSO-d6.
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Figura 7.38. Espectro RMN-H de MePyPhe6-Cl en DMSO-d6.
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Figura 7.39. Espectro RMN-3C de MePyPhe6-Cl en DMSO-d6.
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