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Resumen 

 

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es una de las diez principales amenazas para la salud pública 

reportadas por la Organización Mundial de la Salud (OMS). Una de las causas del creciente problema de la 

RAM es la falta de nuevas terapias y/o agentes de tratamiento; en consecuencia, muchas enfermedades 

infecciosas podrían volverse incontrolables. La necesidad de descubrir nuevos agentes antimicrobianos, que 

sean alternativos a los existentes, y que permitan mitigar este problema, se ha incrementado debido a la rápida 

y global expansión de la RAM. En este contexto, se han propuesto como alternativas para combatir la RAM 

tanto los péptidos antimicrobianos (PAMs) como los dendrímeros que presentan múltiples copias de 

compuestos antibacterianos en su estructura. Los dendrímeros han exhibido propiedades antifúngicas y 

antibacterianas y también se han utilizado en terapias antiinflamatorias, antineoplásicas y cardiovasculares y 

son útiles en sistemas de administración de fármacos y genes. En este trabajo se propuso obtener dendrímeros 

que presenten cuatro copias de secuencias de PAMs. Específicamente, (i) se exploró la síntesis, purificación 

y caracterización de dendrímeros de péptido-resorcinareno derivados de las secuencias LfcinB (20-25): 

RRWQWR y BF (32-35): RLLR, y (ii) la actividad antimicrobiana y citotóxica de estos dendrímeros. Se 

establecieron las rutas de síntesis que permitieron obtener: a) alquino-resorcinarenos y b) péptidos 

funcionalizados con el grupo azida; los cuales se usaron para generar c) dendrímeros de péptido-resorcinareno 

mediante química click de cicloadición de azida-alquino CuAAC. Finalmente, se evaluó la actividad 

antimicrobiana y citotóxica de los dendrímeros obtenidos frente a cepas de referencia y aislados clínicos. Estos 

resultados permitieron la identificación de moléculas antimicrobianas prometedoras que pueden conducir a 

avances en el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos. 

 

Palabras clave: Péptidos Antimicrobianos · Lactoferricina Bovina · Buforina · Resorcinareno · Dendrímeros · 

Química click  



  

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 

Antimicrobial resistance (AMR) is one of the top ten threats to public health reported by the World Health 

Organization (WHO). One of the causes of the growing AMR problem is the lack of new therapies and/or 

treatment agents; consequently, many infectious diseases could become uncontrollable. The need to discover 

new antimicrobial agents, which are alternatives to the existing ones, and which allow mitigating this problem, 

has increased due to the rapid and global expansion of AMR. In this context, both antimicrobial peptides (AMPs) 

and dendrimers that present multiple copies of antibacterial compounds in their structure have been proposed 

as alternatives to combat AMR. Dendrimers have exhibited antifungal and antibacterial properties and have 

also been used in anti-inflammatory, antineoplastic and cardiovascular therapies and are useful in drug and 

gene delivery systems. In this work, it was proposed to obtain dendrimers that present four copies of AMPs 

sequences. Specifically, (i) the synthesis, purification, and characterization of peptide-resorcinarene 

dendrimers derived from the sequences LfcinB (20-25): RRWQWR and BF (32-35): RLLR, and (ii) the 

antimicrobial and cytotoxic activity were explored. of these dendrimers. The synthesis routes that allowed 

obtaining: a) alkyne-resorcinarenes and b) peptides functionalized with the azide group were established, which 

were used to generate c) peptide-resorcinarene dendrimers by azide-alkyne cycloaddition (CuAAC) click 

chemistry. Finally, the antimicrobial and cytotoxic activity of the dendrimers obtained was evaluated against 

reference strains and clinical isolates. These results allowed the identification of promising antimicrobial 

molecules that may lead to breakthroughs in the development of new therapeutic agents. 

 

Keywords: Dendrimers; Resorcinarene; Click chemistry; CuAAC; Antibacterial activity; Anti-fungal activity; 

Clinical isolate. 
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Azide-Alkyne Cycloaddition  AAC 

Agar Mueller Hinton   MHA 

Agar Standar Plate Count  SPC 

Agar tripticasa de soya   TSA 

Agua / TFA 0,05%  Solvente A  

American Type Culture Collection  ATCC 

Buforina BF  

Caldo Mueller Hinton  CMH 

Ciprofloxacina  CIP  

Concentración Mínima Bactericida   CMB 

Concentración Mínima Inhibitoria   CMI 

Cromatografía líquida de alta eficiencia en fase reversa   RP-HPLC 

N,N’-Diciclohexilcarbodiimida DCC  

Diclorometano  DCM  

Dimetilsulfóxido DMSO  

N,N-dimetilformamida DMF  

Espectrometría de masas   EM (MS) 
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Etanoditiol  EDT  

Etanol EtOH  

Extracción en fase sólida   SPE 

Concentración Inhibitoria Fraccionada  FIC 

9-Fluorenilmetiloxicarbonilo Fmoc  

1-Hidroxi-6-clorobenzotriazol 6-Cl-HOBt  

Lactoferricina Lfcin  

Lactoferricina Bovina  LfcinB  

Lactoferricina Humana  LfcinH  

Lactoferrina  LF  

Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization / Time-Of-
Flight  

 
MALDI-
TOF 

Mililitro  mL  

Organización Mundial de la salud   OMS 

Palíndromo Pal  

Péptidos Antimicrobianos  PAMs  

4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldehído Precursor 1  

Síntesis de Péptidos en Fase Sólida   SPPS 

Staphylococcus aureus resistente a la Meticilina  SARM 

Temperatura Ambiente  TA 

Tetrafluoroborato de O-(Benzo-triazol-1-yl)-N,N,N',N'-
tetrametiluronio  

TBTU  

Tiempo de retención   tR 

Triisopropilsilano TIS  

Terbutanol t-BuOH  

Unidades formadoras de colonias   UFC 
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Introducción 

Desde la introducción de las sulfonamidas y el descubrimiento de la penicilina en 1928, la cantidad de fármacos 

para tratar infecciones ha crecido exponencialmente, de hecho, los antibióticos se han convertido en los 

medicamentos empleados con mayor frecuencia y han contribuido a reducir la mortalidad y la morbilidad 

debidas a enfermedades infecciosas. Desafortunadamente, la utilidad de estos fármacos se ha visto 

seriamente comprometida por la posterior aparición de bacterias resistentes, claro ejemplo es el ilustrado por 

la meticilina descubierta en 1959 y posteriormente introducida para tratar el Staphylococcus aureus resistente 

a la penicilina. Sin embargo, dos años más tarde, se aislaron cepas resistentes a meticilina, primero en el 

Reino Unido y luego en Japón y Australia. La historia ha sido la misma para casi todos los antibióticos, siendo 

el ejemplo más reciente los lipopéptidos, como la daptomicina introducidos a principios de este siglo [1]. 

El uso indiscriminado de antibióticos ha sido la principal causa del aumento de la resistencia por parte de las 

bacterias, en recientes reportes emitidos por la Organización Mundial de la Salud (OMS) se describe la 

importancia de la búsqueda de moléculas que logren contrarrestar la resistencia antibacteriana, ya que esta 

problemática es considerada como una amenaza creciente para la salud pública a nivel mundial [2], [3]. El 

Centro para el Control y la Prevención de Enfermedades (CDC) de USA informó en 2013 que dos millones de 

personas en este país habían sufrido una infección causada por un patógeno resistente, y al menos 23,000 de 

estas personas habían muerto debido a la infección. La Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América 

(IDSA) destacó Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 

baumannii, Pseudomonas aeruginosa y varias Enterobacteriaceae (incluyendo Klebsiella, Escherichia coli, 

Serratia y Proteus) (ESKAPE) como especies capaces de 'escapar' de la acción antibacteriana de los 

antibióticos. Estas especies constituyen un nuevo paradigma en virulencia, transmisión y resistencia a los 

antimicrobianos. En 2014, el Centro Europeo para la Prevención y el Control de Enfermedades (ECDC) publicó 
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un informe sobre la resistencia a los antimicrobianos en Europa, este reporte también se centró en los 

patógenos ESKAPE, e informó sobre el aumento de los niveles de resistencia, especialmente en los países 

del sur de Europa [3, 4]. En este sentido, se presenta un nuevo reto para el campo de la salud: la búsqueda 

de nuevas moléculas con potencial terapéutico que logren combatir infecciones causadas por cepas 

multidrogoresistentes y que su actividad se base en mecanismos de acción diferentes a los que exhiben los 

antibióticos convencionales.  

Con el dilema actual de la resistencia generalizada, incluidos los organismos extremadamente resistentes, y 

la falta de disponibilidad de nuevos agentes antimicrobianos, se comenzó la investigación y el desarrollo de 

nuevas moléculas con potencial terapéutico derivados de fuentes proteicas, dentro de estas, se ha evidenciado 

que los péptidos antimicrobianos (PAMs) tanto naturales como sintéticos son una de las opciones para vencer 

la resistencia. Para la obtención de agentes terapéuticos basados en PAMs que tengan actividad 

antibacteriana potenciada se han propuesto modificaciones en su estructura, que se han logrado gracias a la 

versatilidad que presenta la SPPS (por sus siglas en inglés, Solid Phase Peptide Synthesis). Dentro de las 

modificaciones encontramos: i) la incorporación de aminoácidos no naturales [6], ii) secuencias con restricción 

conformacional [7], iii) estructuras con presentación múltiple del motivo activo [8], iv) estructuras palindrómicas 

o simétricas [9], [10] v) quimeras entre PAMs y/o moléculas de origen orgánico e inorgánico, haciendo uso de 

reacciones catalogadas como química click [11]. Dentro de este contexto en este trabajo se exploró la 

obtención de dendrímeros, o conjugados, en los que péptidos derivados de PAMs fueron unidos a un núcleo 

(core) polihidroxilado de tipo resorcinareno. Específicamente, (i) Se establecieron las rutas de síntesis que 

permitieron obtener: a) alquino-resorcinarenos y b) péptidos funcionalizados con el grupo azida, derivados del 

motivo mínimo de actividad reportado para la LfcinB (RRWQWR) y la buforina (RLLR); los cuales se usaron 

para generar c) dendrímeros de péptido-resorcinareno mediante química click de cicloadición de azida-alquino 

CuAAC. Finalmente, se (ii) evaluó la actividad antimicrobiana y citotóxica de los dendrímeros obtenidos frente 

a cepas de referencia y aislados clínicos 

 



18  

 

 

1. Marco Teórico 

1.1 Calix[4]resorcinarenos 

Los resorcinarenos también conocidos como calix[4]resorcinarenos son compuestos macrocíclicos 

polihidroxilados derivados del resorcinol, sintetizados por primera vez por Baeyer et al. en el año de 1872 a 

partir de aldehídos alifáticos y aromáticos [12], [13] . Están constituidos por cuatro anillos de resorcinol unidos 

entre sí en las posiciones 4 y 6 por un enlace metileno (Figura 1); con frecuencia este suele estar sustituido 

por cadenas alifáticas y/o aromáticas permitiendo la formación de isómeros conformacionales 

(estereoisomería) [14]. Los calix[4]resorcinarenos pueden obtenerse mediante la condensación del resorcinol 

con diversos aldehídos que pueden ser alifáticos o aromáticos, esta reacción ocurre al calentar los reactivos a 

reflujo en una mezcla de etanol y HCl concentrado a tiempos de reacción prolongados, Figura 2.a. Por lo 

general, el producto es cristalizado de la mezcla de reacción con altos rendimientos (60-90%). Esta reacción 

requiere de un solo paso, y dependiendo del aldehído existen diferentes condiciones óptimas. Se ha publicado 

que cuando se utiliza derivados de resorcinol sustituidos en su posición 2 (Figura 2.b) con grupos desactivantes 

como nitratos (-NO2) o halógenos (X= Cl, Br, I, F) bajo las mismas condiciones de síntesis no se obtienen 

productos tetraméricos, es decir derivados de calix[4]resorcinareno [14], [15]. 

 
Figura 1. Estructura del calix[4]resorcinareno. 
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Figura 2. Síntesis de calix[4]resorcinarenos. 

De manera general, el mecanismo de síntesis bajo condiciones ácidas se describe a continuación, Figura 3, 

primero, el aldehído es protonado para servir como el electrófilo inicial, ocurriendo así una primera sustitución 

electrofílica aromática a una molécula de resorcinol. El hidroxilo alcohólico del aducto subsiguiente es 

protonado nuevamente para eliminar una molécula de agua. La pérdida de la molécula de agua proporciona 

un carbocatión intermediario, que por una segunda sustitución electrofílica aromática a la posición orto al 

hidroxilo de una segunda unidad de resorcinol forma el dímero. Acoplamientos secuenciales del dímero con 

otras unidades de resorcinol resulta en trímeros, tetrámeros u oligómeros superiores. Dado que la reacción de 

condensación es reversible bajo condiciones ácidas, la mayoría de los oligómeros superiores se consumen 

hasta el final de la reacción, aunque estén presentes durante las etapas intermedias de la reacción. El 

tetrámero lineal se cicla rápidamente para formar calix[4]resorcinarenos, estos se forman demasiado rápido 

en la mezcla de reacción evitando el aislamiento de tetrámeros lineales. Este proceso de ciclación se ve 

favorecido debido a la falta de conformación-tensión y por la formación de enlaces de hidrógeno entre los 

grupos hidroxilo fenólicos proximales de resorcinol en las estructuras plegadas [14]. 
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Figura 3. Mecanismo de reacción de la síntesis de calix[4]resorcinarenos. 

Aunque las reacciones con aldehídos alifáticos o aromáticos parecen producir solo derivados de 

calix[4]resorcinareno, se han reportado casos, como el expuesto por Konishi et. al, en el que se producen 

mezclas que contienen derivados de calix[4]resorcinareno y calix[6]resorcinareno, por la ciclocondensación 

entre 2-alquilresorcinoles, metil y hexil sustituidos, con 1,3,5-trioxano. El oligómero de 6 unidades puede 

fácilmente formar el oligómero de 4 unidades por calentamiento prolongado, Figura 4 [16]. 

 
Figura 4. Ciclocondensación entre 2-alquilresorcinoles y 1,3,5-trioxano [16]. 
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Recientemente, se ha estudiado el uso de tosilatos de lantánidos (III), específicamente Iterbio (Yb), Lantano 

(La), Neodimio (Nd) y Gadolinio (Gd) como catalizadores para la síntesis de derivados de resorcinareno. El 

uso de estas especies mejora el proceso de síntesis de calix[4]resorcinarenos aumentando el rendimiento de 

reacción (>80%). Estos nuevos agentes catalizadores presentan ventajas sobre los métodos convencionales 

debido a que son: i) económicos, ii) reciclables y iii) ecológicos, Figura 5.a, [17]. La síntesis de derivados de 

calix[4]resorcinarenos a partir de resorcinol y aldehídos catalizada por ácido y asistida por microondas se 

reportó por primera vez por Hedidi et. al. en el 2006, los rendimientos en el proceso sintético presentaron una 

notable mejora con valores que superaron el 90% a tiempos de reacción cortos, entre 3 a 5 minutos. En la 

Figura 5.b, se presenta un ejemplo en el cual, por el método tradicional de reflujo la reacción tarda 10 horas y 

el producto se obtiene con un rendimiento del 60%. Cuando esta reacción es asistida con microondas el tiempo 

de reacción se reduce a razón de minutos con rendimientos superiores al 80%, Figura 5.c [18]. 

 
Figura 5. Síntesis de derivados de calix[4]resorcinarenos a) usando catalizadores de tosilatos de lantánidos 

(III), b) síntesis normal y c) síntesis asistida por microondas [17-18].  
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Se han reportado cinco posibles confórmeros para el resorcinareno: i) corona, ii) bote, iii) silla, iv) silla de 

montar y v) diamante (Figura 6.a) [19]. Cada una de estas conformaciones serán posibles teniendo en cuenta 

aspectos como la posición de las unidades de resorcinol y los sustituyentes en los puentes de metileno, para 

la mayoría de los casos reportados en síntesis de derivados de resorcinarenos la conformación más estable 

ha sido el tipo corona establecida a partir de las cavidades profundas formadas y una estabilización mediante 

puentes de hidrógeno mediada por los grupos hidroxilo presentes [20]–[23].  

 
Figura 6. a) Isómeros conformacionales reportados para el calix[4]resorcinareno, b) configuración relativa de 

los sustituyentes en los puentes de metileno [19], [24]. 

La estereoquímica generalmente se define por una combinación de tres criterios que no son independientes: 

el primer criterio es la conformación del macrocíclico, que puede adoptar una de las cinco conformaciones 

altamente simétricas, corona, silla de montar, silla, diamante, y bote, Figura 6.a. El segundo criterio es la 

configuración relativa de los sustituyentes en los puentes de metileno, que pueden ser todos cis (rccc), 
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cis+cis+trans (rcct), cis+trans+trans (rctt) o trans+cis+trans (rtct), Figura 6.b, y el último criterio es la 

configuración individual de los sustituyentes de puente de metileno, que pueden ser axiales o ecuatoriales en 

macrociclos con simetría cis. La combinación de estos tres criterios resulta en gran número de posibles 

estereoisómeros, sin embargo, solo algunos de ellos han sido reportados experimentalmente [14]. En la 

síntesis de resorcinarenos con conformación del tipo corona sustituidos, con frecuencia se menciona la 

posición o zona donde se albergan los sitios activos, estos son conocidos como borde superior y borde inferior 

(Figura 7). La funcionalización del borde inferior se genera mediante el método convencional de catálisis ácida 

con una posterior ciclocondensación en donde se varia la naturaleza del aldehído involucrado [25]. Por otra 

parte, la funcionalización del borde superior se realiza una vez el resorcinareno ha sido sintetizado y se genera 

en los grupos hidroxilos presentes en la unidad del resorcinol mediante reacciones de acetilación y/o 

sulfometilación o en la posición orto a los grupos hidroxilos [21]. 

 
Figura 7. Descripción de la estructura de los resorcinarenos de tipo corona (borde superior y borde inferior). 

1.1.1 Funcionalización de los resorcinarenos 

Los calix[4]resorcinarenos son una plataforma molecular muy versátil y pueden ser funcionalizados en cuatro 

(×4), ocho (×8) o más sitios dependiendo de las condiciones, el aldehído y el resorcinol utilizado para llevar a 

cabo la reacción. Para introducir un grupo funcional en la estructura de los calix[4]resorcinarenos se dispone 

de tres posiciones: i) grupos hidroxilos fenólicos, ii) posición 2 (que es la posición orto a los hidroxilos) o iii) 

sustituyentes en el puente de metileno, Figura 8. A continuación, se detallan algunos ejemplos de este tipo de 

funcionalizaciones. 
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Figura 8. Posiciones funcionalizables del calix[4]resorcinareno. 

1.1.1.1 Funcionalización sobre grupos hidroxilo fenólicos 

Para este tipo de funcionalización se utiliza la reacción de Williamson para la formación de éteres, en esta 

reacción se requiere de una base que funciona como catalizador, e.j. carbonato de potasio, se utiliza un 

halogenuro de alquilo o arilo que será la cadena que se incorpora por la formación del éter. Se ha reportado 

que este tipo de reacciones dan con buenos rendimientos a tiempos de reacción prolongados. Este tipo de 

sustitución se ha utilizado para la generación de dendrímeros supramoleculares dada su gran importancia en 

la conjugación de los electrones π con aplicaciones en la construcción de dendrímeros cromofóricos que 

permiten la captura eficiente de fotones, Figura 9, [26]. 

 
Figura 9. Síntesis de dendrímeros supramoleculares derivados de resorcinarenos adaptado de [26]. 

Estos grupos hidroxilo han sido utilizados para incorporar nuevos sitios activos sobre el macrocíclo, como los 

alquinos, que se pueden utilizar para reacciones como la cicloadición alquino-azida (química click) la cual 
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permite seguir explorando la química de este tipo de compuestos. Eisler et. al. reportaron nuevos derivados 

de calix[4]resorcinarenos utilizando dos núcleos de resorcinareno diferentes, uno sustituido en su puente de 

metileno con un isobutil y otro con etilbenceno, Figura 10. En ambos casos se evidenció la incorporación del 

grupo alquino [27].  

 
Figura 10. Síntesis de derivados de calix[4]resorcinarenos con grupos alquino. 

1.1.1.2 Funcionalización en la posición 2 (orto a los grupos 

hidroxilo) 

Por otro lado, la funcionalización en la posición orto a los grupos hidroxilo se realiza al anillo aromático en su 

posición 2. Para este tipo de modificación de calix[4]resorcinarenos se han reportado reacciones de i) 

aminometilación [28], ii) formación de benzoxacinas a partir de aminas primarias [29], iii) unión de péptidos 

[30], iv) sulfometilación [31], v) tiometilación [32], vi) halogenación [33] y viii) diazotación [34], Figura 11. De 

manera general en reacciones de aminometilación, los resorcinarenos se comportan como equivalentes enol 

en reacciones tipo Mannich con formaldehído y aminas (primarias y secundarias). Una amplia gama de aminas 

secundarias proporciona tetra-(aminometil)resorcinarenos con buenos rendimientos [28], [33]. En condiciones 

optimizadas, las aminas primarias permiten la síntesis de resorcinarenos de tetrabenzoxazina quirales 

simétricos. La adición de tioles a la mezcla de reacción da como resultado la formación de tetra-

(tiolalquil)resorcinarenos, al reemplazar el precursor tiol por sulfito de sodio da como resultado la formación de 

análogos de sulfonato de sodio [31]–[33]. 
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Figura 11. Funcionalización posición orto del anillo aromático de calix[4]resorcinarenos 

Urbaniak et. al., realizaron la incorporación de cadenas alifáticas insaturadas con dobles y triples enlaces a 

partir de alcoholes, Figura 12. Los derivados de calix[4]resorcinarenos modificados con estas cadenas 

insaturadas han llegado a presentar afinidad en la formación de complejos con cationes de metales pesados, 

además este tipo de estrategias de funcionalización abre nuevas posibilidades a reacciones específicas sobre 

estas insaturaciones, como es el caso de la reacción de cicloadición azida-alquino. La síntesis de derivados 

de resorcinareno con enlaces insaturados presentados en este artículo es efectiva y utilizan sustratos 

disponibles y de bajo costo [35]. 
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Figura 12. Síntesis de derivados de calix[4]resorcinarenos mediante incorporación de cadenas alifáticas 
insaturadas con dobles y triples enlaces. 

1.1.1.3 Modificaciones sobre el puente de metileno 

La funcionalización en el borde inferior del macrocíclo surge del aldehído utilizado en la preparación de los 

derivados de resorcinareno, ya que el grupo unido al aldehído forma el borde inferior. En la preparación de 

resorcinarenos se utilizan una amplia variedad de aldehídos, incluidos alquil aldehídos saturados, alquil 

aldehídos insaturados y aldehídos que contienen azufre, Tabla 1. Estos aldehídos funcionalizados conducen 

a la construcción de resorcinarenos que tienen varias funcionalidades del borde inferior, Figura 13 [36].  

 
Figura 13. Funcionalización de calix[4]resorcinarenos en el puente de metileno. 
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Tabla 1. Calix[4]resorcinarenos funcionalización completa de posiciones R1, R2 y R3 según Figura 13. 

R1 R2 R3 Ref. 

 
H Ac [37] 

 
H Me [38] 

 

H CH2C(O)NEt2 [39] 

  

H [40] 

 
H Me [41] 

 

H PPh2 [42] 

 
H Me [41] 

 

H Me [43] 

 
H H [44] 

 
CH2SO3Na H [45] 

Así, un aldehído aromático como el p-hidroxibenzaldehido aporta un anillo aromático extra a la estructura del 

resorcinareno, además de incorporar un nuevo grupo hidroxilo que puede ser funcionalizado, Figura 14.a. Otro 

ejemplo es la incorporación de halogenuros de alquilo, este tipo de grupos funcionales le proporciona a la 

estructura del resorcinareno nuevas puntos activos que pueden ser aprovechados para generar nuevos 

derivados de calix[4]resorcinareno, Figura 14.b [37], [46].  



 29 

 

 
Figura 14. Funcionalización del borde inferior de derivados de calix[4]resorcinarenos. a) incorporación de p-
hidroxibenzaldehído y b) 3-bromopropanal. 

1.1.1.4 Funcionalización mediante química click 

Una de las reacciones que ha ganado relevancia en los últimos años y que se ha empleado en la modificación 

de este tipo de macrociclos es la química click, la cual es una técnica eficiente implementada en la síntesis de 

moléculas complejas. El concepto de química click fue incorporado por K. B Sharpless y colaboradores que 

simplifica el ensamblaje de pequeños bloques para formar estructuras más complejas [47]. Se ha encontrado 

que la reacción de Huisgen de cicloadición entre un azida y un alquino procede en presencia de un catalizador 

de cobre bajo condiciones suaves, Figura 15. Este proceso se conoce como CuAAC (por sus siglas en ingles 

Copper-Catalyzed variant of Huisgen Azide-Alkyne Cycloaddition), y es conocida como una de las principales 

reacciones de la química click ya que presenta características como: i) estéreoespecificidad, ii) facilidad de 

purificación del producto, iii) uso de reactivos y catalizadores de bajo costo, iv) alta eficiencia y v) condiciones 

suaves de reacción (es posible llevar este tipo de reacciones en solventes polares y ambientalmente 

amigables, como el agua) [48], [49].  

En la Figura 15, se observa el mecanismo de reacción de CuAAC catalizado por cobre (I), los tres componentes 

necesarios de una reacción CuAAC son el grupo alquino, el grupo azida y la especie de cobre (I). Sharpless 

et. al. propusieron un mecanismo (ver Figura 15), que comienza con la formación de un acetiluro de cobre (I). 

La coordinación del grupo azida con el cobre (I) en el nitrógeno alquilado da como resultado un complejo de 
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los tres componentes (paso a), que se transforma en un metaciclo triazol-cobre de 6 miembros al formar el 

primer enlace C – N (paso b). En este paso, el centro de cobre se oxida formalmente del estado de oxidación 

+1 al +3. Sigue la contracción del anillo, junto con la reducción del cobre (III) a cobre (I), para producir triazolido 

cuproso (paso c). Si no hay otra fuente de protones disponible, el triazolido cuproso tiene que adquirir un protón 

de una molécula de alquino para completar la formación del triazol (paso d), mientras conduce el siguiente 

acetiluro de cobre (I) al ciclo catalítico [50], [51]. 

 
 

Figura 15. Mecanismo de cicloadición 1,3 dipolar de azidas y alquinos catalizado por cobre (I). [50], [52]. 

Por ejemplo, Qadri et. al. en el 2020 reportaron la síntesis de un nuevo macrociclo derivado de 

calix[4]resorcinareno funcionalizado con tetra-triazol el cual fue utilizado para la detección de iones en medio 

acuoso, Figura 16. El potencial fotofísico del compuesto macrocíclico se examinó mediante una variedad de 

cationes (Ba2+, Ca2+, Co2+, Hg2+, K+, Mg2+, Mn2+, Na+, NH4+ y Pd2+). El macrociclo de calix[4]resorcinareno 

funcionalizado con triazol interactuó preferentemente con el ion Cu2+, este nuevo compuesto de tetra-triazol 
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fue sintetizado a partir de un aldehído funcionalizado con una cadena alifática mediante química click para una 

posterior reacción con resorcinol en medio ácido [53]. 

 
 

Figura 16. Síntesis del macrociclo derivado de calix[4]resorcinareno funcionalizado con tetra-triazol. 

Se han reportado diversos dendrímeros a base de resorcinareno generados mediante química click 

específicamente CuAAC, por ejemplo, i) unión a carbohidratos [54]–[56], ii) polímeros [57], iii) unión a bases 

nitrogenadas [58], iv) radio-marcadores [59] y v) unión a biomoléculas activas como cumarina [60], ácido fólico 

[61], ciclodextrina [62], espiro indolina [63], entre otras, ver Figura 17. 



32  

 

 
Figura 17. Ejemplos de dendrímeros a base de calix[4]resorcinareno. a) carbohidrato-resorcinareno, b) 
polímeros-resorcinareno (copolímeros de estrella), c) bases nitrogenada-resorcinareno, d) radio marcadores-
resorcinareno y biomoléculas activas-resorcinareno como e) cumarina y f) ácido fólico. 

1.1.1.5 Aplicaciones de los Calix[4]resorcinarenos 

La aplicación de este tipo de compuestos es limitada debido a sus propiedades hidrofóbicas haciendo que 

estos macrocíclos sean poco solubles en medios acuosos, sin embargo, al presentar sustituciones en sus 

puentes de metileno se pueden obtener una gran variedad de grupos funcionales con los cuales la molécula 

original puede modificar parcialmente su hidrofobicidad permitiendo ampliar sus aplicaciones [64]. Estos 

derivados de resorcinareno funcionalizados son conocidos como dendrímeros, los dendrímeros son 

macromoléculas con estructuras tridimensionales de construcción ramificada. Los dendrímeros forman parte 

de los polímeros, pero su principal diferencia radica en que la distribución de las moléculas que constituyen a 
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los polímeros lineales es probabilística, en tanto que, en el caso de los dendrímeros, se tiene una estructura 

química precisa, donde los enlaces químicos entre los átomos pueden ser descritos con exactitud [65]. Se han 

reportado diversos dendrímeros a base de resorcinareno unidos a i) carbohidratos [55], ii) polímeros [57], iii) 

unión a bases nitrogenadas [66], iv) radio-marcadores [59] y v) unión a biomoléculas activas como péptidos 

[66], ácido fólico [61], ciclodextrinas [62], entre otras. Dada la gran versatilidad que pueden llegar a presentar 

las funcionalizaciones en los resorcinarenos, este tipo de derivados presentan aplicaciones como: i) capturador 

de iones, esta característica se da gracias a su conformación de tipo corona o calix, ii) pueden llegar a tener 

un efecto sobre la solubilidad, este tipo de compuestos se han implementado para aumentar la solubilidad de 

moléculas como la testosterona que es altamente insoluble para ensayos de detección [14], iii) como 

recubrimiento de electrodos, se han implementado resorcinarenos funcionalizados con moléculas conductoras 

[26], iv) en aplicaciones cromatográficas, como es el caso de la generación de columnas de afinidad [14], v) 

como sistemas de administración y liberación de medicamentos [67] o vi) como posibles agentes 

antibacterianos [68].  

1.1.1.6 Actividad antibacteriana de derivados de 

resorcinareno 

En el 2014 Makwana et. al., reportaron la actividad antibacteriana de derivados de resorcinareno 

funcionalizados, compuestos 1-4, Figura 18. Se implementó el ensayo de halo de inhibición utilizando como 

control de técnica el cloranfenicol. Se encontró que el resorcinareno sin funcionalizar 1 (calix[4]resorcinareno) 

y funcionalizado compuestos 2 y 4 presentaron una actividad similar a la del control frente a E. coli y S. aureus 

a las dos concentraciones evaluadas 50 y 100 ppm, Tabla 2 [68]. 
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Figura 18. Derivados de calix[4]resorcinarenos evaluados frente a bacterias Gram negativas y Gram positivas.  

Tabla 2. Actividad antimicrobiana (halo de inhibición en mm) de los compuestos 1-4. 

Nombre 
del 

compuesto 

Halo de inhibición (mm) 

E. coli B. subtilis S. aureus B. megaterium 

50 
ppm 

100 
ppm 

50 
ppm 

100 
ppm 

50 
ppm 

100 
ppm 

50 
ppm 

100 
ppm 

A* 9 8 10 10 9 8 9 7 

1 6 4 7 4 8 8 6 5 

2 6 5 7 7 5 5 6 6 

3 7 6 6 6 5 5 6 5 

4 9 8 7 8 8 8 9 9 

A* = Cloranfenicol (Antibiótico control) 

En el 2019 Kashapov et. al., evaluaron la actividad antibacteriana de dos resorcinarenos funcionalizados con 

6-(metilamino)hexano-1,2,3,4,5-pentanol, tanto en su borde superior como su borde inferior (GCR-1 y GCR-2, 

Figura 19). Es de resaltar la actividad que presentaron estos macrocíclos frente a S. aureus con valores de 

concentración mínima inhibitoria (CMI) cercanas a 1 mM, Tabla 3. Muchos de los antibióticos usados en la 
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actualidad presentan una dificultad en el tratamiento de bacterias Gram positivas como lo es S. aureus, estos 

resultados sugieren que este tipo de moléculas macrocíclicas puede ser implementadas como una nueva 

fuente de exploración de agentes con potencial antibacteriano [69]. 

Tabla 3. Actividad antimicrobiana de GCR-1 y GCR-2. 

Compuesto 
Concentración Mínima Inhibitoria (CMI), mM 

S. aureus 209P B. cereus 8035 C. albicans 855-653 
 

Actividad bacteriostática y antifúngica 

GCR-1 1,00 ± 0,07 >1 >1 

GCR-2 0,13 ± 0,01 0,25 >0,5 

Concentración Mínima Bactericida y Fungicida (CMB, CMF), mM 
 

Actividad bactericida y antifúngica 

GCR-1 1,00 ± 0,06 >1 >1 

GCR-2 1,00 ± 0,08 >1 >0,5 

 

 
Figura 19. Síntesis de GCR-1 y GCR-2. 

1.2 Péptidos Antimicrobianos (PAMs) 

Para potenciar la actividad antimicrobiana de moléculas orgánicas se han probado diversas funcionalizaciones 

con moléculas de origen peptídico, como lo son los PAMs. Los PAMs son producidos por diferentes tipos de 

células y constituyen un mecanismo primario de defensa contra infecciones causadas por bacterias y otros 

agentes externos [70]. Los PAMs son una gran fuente de nuevas moléculas biológicas con actividad 

antimicrobiana, que poseen un amplio espectro de acción y han sido categorizados en cuatro subgrupos, con 

base a su estructura primaria [71]: Grupo (1), formado principalmente por péptidos aniónicos, a condiciones 

de pH fisiológico, son PAMs de secuencias cortas con un peso que oscila entre los 700 – 800 Da. Se 

encuentran con regularidad en fluidos bronquioalveolares y células epiteliales del tracto respiratorio. Se ha 
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reportado que este tipo de PAMs presentan actividad antibacteriana contra cepas Gram negativas y Gram 

positivas. Grupo (2), constituido por péptidos catiónicos con un tamaño máximo de 40 aminoácidos, no 

presentan residuos de Cisteína. No presentan una estructura definida, sin embargo, se han reportado casos 

como el de la Buforina II donde la extensión de la α-hélice se correlaciona directamente con la actividad 

antibacteriana. Grupo (3), conformado por péptidos catiónicos ricos en aminoácidos como Prolina, Arginina, 

Triptófano y Fenilalanina. Estos péptidos carecen de residuos de Cisteína y son particularmente lineales, 

aunque algunos pueden tomar conformaciones de giros extendidos, similar a la α-hélice. Y Grupo (4), abarca 

péptidos tanto catiónicos como aniónicos los cuales se diferencian principalmente de los demás subgrupos 

debido a que presentan residuos de Cisteína, que facilita la formación de puentes disulfuro intramoleculares y 

estructuras β-plegadas estables; son secuencias que contienen cerca de 30 aminoácidos de los cuales entre 

6 a 10 son Cisteínas. La estructura primaria de los PAMs, en la mayoría de los casos, está constituida 

principalmente por aminoácidos catiónicos que le confieren una mayor capacidad de interacción con las cargas 

negativas de la membrana externa de las bacterias, esta interacción electroestática conlleva a la 

desestabilización de su capa estructural externa lo que genera lisis celular [5,16]. 

1.2.1 Lactoferricina Bovina 

La Lactoferrina Bovina (LFB), es una glicoproteína de 703 aminoácidos con un peso molecular de 80 KDa, 

perteneciente a la familia de las transferrinas (proteínas transportadoras de hierro). Esta proteína presenta en 

su cadena peptídica una gran variedad de aminoácidos básicos que le confieren propiedades únicas. La LFB 

se encuentra en su forma libre de hierro, en fluidos corporales, tales como, secreciones de las mucosas, líquido 

seminal, leche materna, entre otras [72], [73]. Por otra parte, la Lactoferricina bovina (LfcinB: 

17FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF41) es generada por la hidrólisis de la LFB mediada por la pepsina 

gástrica [73], este péptido presenta un bucle formado por un enlace disulfuro entre las cisteínas de las 

posiciones 19 y 36 (Figura 20) que le confiere propiedades estructurales que están asociadas con su efecto 

como agente antimicrobiano [74]. La LfcinB y fragmentos más cortos han presentado igual o mayor actividad 

antibacteriana que la LFB; se ha logrado identificar el motivo mínimo de actividad antibacteriana, el cual 
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corresponde a seis residuos (LfcinB 20-25: 20RRWQWR25), sin embargo, este motivo presenta una menor 

actividad en comparación a la LfcinB [75].  

 
Figura 20. Secuencia de la Lactoferricina bovina. Se muestra el bucle formado por el puente disulfuro. Los 
aminoácidos cargados positivamente están en rojo, los números corresponden a la posición en la proteína 
original [73]. 

La Lactoferrina bovina (LFB) presenta mayor actividad en comparación que sus homologas la Lactoferrinas 

humana, murina y caprina. La LFB presenta actividad contra parásitos, hongos, bacterias y virus [76]. En 

estudios in vitro se ha demostrado que puede llegar a inhibir el crecimiento de bacterias Gram-positivas y 

Gram-negativas, entre las que se destacan las cepas resistentes de S. aureus y E. coli [73]. En la Tabla 4 se 

muestran algunos ejemplos de la actividad antibacteriana de péptidos homólogos de la LfcinB los cuales han 

presentado mayor actividad que la LFB, estos son secuencias más cortas, con modificaciones puntuales como 

incorporación de aminoácidos no presentes en su estructura primaria y un aumento de la polivalencia mediante 

la generación de dímeros y tetrámeros.  
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Tabla 4. Actividad antibacteriana de péptidos derivados de la LfcinB. 

Secuencia 

Actividad Antibacteriana, CMI (µM) 

Referencia 

Cepa Bacteriana 

E
. 

co
li 

A
T

C
C

 

11
77

5 

E
. 

co
li 

A
T

C
C

 

25
92

2 

P
. a

er
ug

in
os

a 

A
T

C
C

 2
78

53
 

S
. 

au
re

us
 

A
T

C
C

 2
59

23
 

E
. 

fa
ec

al
is

 

A
T

C
C

 2
92

12
 

Proteína LFB >200 25 - - 25 [6], [77] 
17FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF41 102 >102 102 >102 >102 [77], [78] 
17FKARRWQWRMKKLGA31 >102 102 102 >102 >102 [77], [79] 

(17FKARRWQWRMKKLGA31)2KAhx, 15 15 15 30 30 [78] 
20RRWQWRMKKLG30 130 130 >130 130 >130 

[78], [80] (20RRWQWRMKKLG30)2KAhx 30 30 15 60 60 

((20RRWQWRMKKLG30)2KAhxC)2 15 15 15 30 30 

20RRWQWR25 203 203 203 203 >203 

[77], [78] (20RRWQWR25)2KAhx 22 6 23 91 91 

((20RRWQWR25)2KAhxC)2
 22 22 11 22 44 

RWQWRWQWR 17 17 67 135 67 [77], [79] 

(RWQWRWQWR)2KAhx 31 16 63 63 31 [78] 

1.2.2 Buforina 

La Buforina (BF) ha sido descrita como el primer PAM derivado de una histona, se ha reportado que estas solo 

presentan funciones en el núcleo de la célula como proteínas encargadas del empaquetamiento y regulación 

de los genes en células eucariotas. En la actualidad se conoce que tienen funciones extracelulares que están 

relacionadas con el sistema inmune innato. La Buforina I es un PAM constituido por 39 aminoácidos (BFI: 

1AGRGKQGGKVRAKAKTRSSRAGLQFPVGRVHRLLRKGNK39) identificado en el tejido estomacal del sapo 

asiático Bufo gargarizans, se ha reportado que este PAM es generado a partir de la proteólisis de la histona 

H2A dirigida por la catepsina D en donde se libera su región N-terminal en un sitio de reconocimiento específico 

para inducir una respuesta a lesiones epidérmicas [81].  

La Buforina II (BFII) consta de 21 aminoácidos (16TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK37), es considerado como un 

PAM de amplio espectro [82]. Este péptido presentó actividad contra bacterias Gram positivas, Gram 

negativas, bacterias multirresistentes, hongos y células cancerígenas. La BFII cuenta con un mecanismo de 

acción independiente del rompimiento de la membrana de la bacteria. Se ha demostrado que la 11Pro está 
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directamente involucrada en el paso del péptido a través de la membrana de las bacterias, independiente de 

que exista o no un receptor especifico. Luego de atravesar la membrana, la BFII interactúa directamente con 

el ADN de la bacteria para interrumpir finalmente los procesos vitales de la misma [81], [83], [84]. En la Tabla 

5 se muestran a manera de ejemplo la actividad antibacteriana de péptidos análogos a la BF los cuales han 

presentado mayor actividad que la histona H2A. 

Tabla 5. Actividad antibacteriana de péptidos derivados de la BF. 

Secuencia 
 

Actividad Antibacteriana, CMI (µM) 

Referencia 

Cepa Bacteriana 

E
. c
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C

C
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5 
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A
T

C
C

 2
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12
 

TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK (BFII) - 4 - 4 - [85] 

RAGLQFPVGRLLRRLLRRLLR (BFIIb) - 1 - 1 - 
[81], [86] 

RAGLQFPVGKLLKKLLKRLLK (Histonin) - 2 - 2 - 

RAGLQWPIGRLLRRLLRRLLR (BFIIIa) - 1 - 1 - 
[87] 

RAGLQWPIGKLLKKLLKKLLK (BFIIIc) - 0,5 - 0,5 - 

RLLR (BF (32-35)) >200 >200 >200 >200 >200 
[52], [88] 

RLLRRLLR (BF (32-35)Pal) 100 200 200 >200 >200 

1.2.3 Alcance Clínico de los PAMs 

En la actualidad, la Administración de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) ha aprobado más de 

140 fármacos peptídicos los cuales se encuentran en diferentes etapas de ensayos clínicos y más de 500 

péptidos terapéuticos en desarrollo preclínico. La mayoría de estos fármacos peptídicos son administrados vía 

tópica debido a la alta toxicidad que presentan, especialmente, aquellos que provienen de especies animales 

(e.j anfibios, insectos, reptiles). Como alternativa y buscando la disminución de los efectos adversos se están 

buscando formas de administración que favorezcan a que el fármaco peptídico actúe sobre la diana objetivo, 

estas incluyen vías de administración oral, intranasal y transdérmica [89]. 

Las fases de investigación y desarrollo de un fármaco se presentan a continuación: i) fase de descubrimiento, 

ii) fase preclínica, iii) fase clínica y iv) fase de aprobación y registro. La fase de descubrimiento consiste en la 
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identificación de una necesidad médica. En la fase preclínica, se evalúa la seguridad de la forma de 

administración en un modelo in vivo del compuesto seleccionado. En fase clínica, se determina el método de 

acción del medicamento en personas, se investiga si se trata de una droga adecuada y eficaz para el 

tratamiento de la enfermedad. Dentro de esta última etapa se presentan otras tres fases (Fase I, se llevan a 

cabo los primeros estudios del fármaco en voluntarios, en la fase II ya ha sido evaluada en pacientes y en la 

última fase se estudia en más de mil pacientes). En la Tabla 6 se presentan algunos péptidos aprobados por 

la FDA en tratamientos de diversas patologías, se detallan las diferentes etapas en las que se encuentra cada 

molécula dentro del aspecto de investigación y desarrollo [90]. 

Tabla 6. Péptidos que se encuentran en fase clínica de desarrollo [89]. 

Péptido Descripción Fase Indicación Administración 

Pexiganan 
(MSI-78) 

Análogo de Magainina 
(piel de rana de garra 
africana) 

III Úlceras de pie diabético infectado Crema tópica 

Omiganan 
Derivado de la Indolicidina 
(bovina) 

II / III Infecciones por catéter y rosácea Gel tópico 

Lytixar 
(LTX-109) 

Peptidomimético sintético 
antimicrobiano 

I / II 
Infecciones Gram positivas no 
complicadas de piel, impétigo y 
colonización nasal con S. aureus 

Hidrogel tópico 

HlF1-11 
Derivado de la 
Lactoferricina (humana) 

I / II 
 

Bacteriemia e infecciones fúngicas en 
receptores de trasplantes de células 
madre hematopoyéticas 
inmunocomprometidos 

Tratamiento 
intravenoso 
(Solución salina) 

Iseganan 
(IB-367) 

Derivado de Protegrina 1 
(leucocitos porcinos) 

III 
Mucositis oral en pacientes que 
reciben radioterapia por neoplasia de 
cabeza y cuello 

Solución oral 

1.3 Resistencia Bacteriana 

Los antibióticos, ya sean citotóxicos o citostáticos para los microorganismos, permiten que las defensas 

naturales del cuerpo, como el sistema inmunológico, los ataquen con más facilidad y sean eliminados. A 

menudo estos agentes actúan inhibiendo la síntesis de proteínas, ácido desoxirribonucleico (ADN), ácido 

ribonucleico (ARN) o generando acción mediante la desestabilización de la membrana bacteriana [91]. Sin 

duda los antibióticos son considerados como una primera línea de defensa a nivel hospitalario en el tratamiento 

de diversas enfermedades infecciosas causadas por bacterias [92]. La penicilina descubierta por Sir Alexander 

Fleming en 1928 fue incorporada por primera vez para tratar infecciones en la década de los 90’s, sin embargo, 



 41 

 

años más tarde la resistencia a la penicilina fue considerada como un problema de salud pública a nivel 

mundial. Con esto surgió la necesidad de ampliar el espectro de tratamientos que se encontraban a la fecha, 

en respuesta a esto se desarrollaron nuevos antibióticos betalactámicos, pero en poco tiempo el primer caso 

de Staphylococcus aureus resistente a la Meticilina (SARM) fue identificado en Reino Unido. Desde entonces 

la resistencia bacteriana se ha presentado frente a casi todos los antibióticos que se han desarrollado; e.j la 

Vancomicina fue introducida como respuesta a la resistencia bacteriana a la Meticilina en Staphylococcus 

aureus. Desde finales de la década de los 60’s hasta principios de la década de 80’s, la industria farmacéutica 

introdujo una gran variedad de antibióticos nuevos para resolver el problema de resistencia, sin embargo, esta 

nueva línea de antibióticos desarrollados comenzó a decaer y se volvieron menos eficaces contra las 

patologías bacterianas. Como resultado, en la actualidad las infecciones bacterianas siguen siendo una 

amenaza emergente para la salud pública a nivel mundial [93]. El desarrollo de la resistencia bacteriana a los 

antibióticos puede ser generado naturalmente a través del tiempo, como parte del proceso de adaptación 

biológica de las bacterias. Sin embargo, el uso excesivo e inadecuado de estos tratamientos ha acelerado 

notablemente este proceso. En salud humana, el uso indiscriminado de antibióticos bajo condiciones no 

requeridas como automedicación, administraciones hospitalarias no requeridas y una inadecuada prescripción 

en las cantidades empleadas, son consideradas las principales causas del aumento de la resistencia 

bacteriana [94]. 

Al igual que con el desarrollo de resistencia a los antibióticos, las bacterias pueden volverse resistentes a los 

PAMs. La frecuencia difiere ampliamente según la bacteria y el péptido, aunque los mecanismos de resistencia 

bacteriana a los PAMs aún no están completamente establecidos, la modificación de la interacción 

fisicoquímica entre el PAM y la membrana para prevenir la permeabilización y el consiguiente desequilibrio 

osmótico celular es probablemente el primer paso en el desarrollo de la resistencia bacteriana. La producción 

de enzimas proteolíticas por bacterias Gram negativas o Gram positivas puede resultar en la degradación del 

PAM activo en fragmentos inactivos y por lo tanto verse reflejado en un aumento de la resistencia. Así, en 

bacterias Gram negativas, principalmente Enterobacteriaceae, la proteína de la membrana externa OmpT de 
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E. coli es capaz de degradar los PAMs y en Gram positivas como S. aureus se ha demostrado lo mismo para 

la aureolisina. Así surge la necesidad de implementar nuevas estrategias en el diseño de moléculas 

antibacterianas basadas en PAMs [95], que le confiera estabilidad a la respuesta de las bacterias. 

Las pautas regulatorias varían según el país, algunos han actuado con rapidez ofreciendo orientación, mientras 

que otras naciones aún tienen que avanzar en este campo. La OMS ha ofrecido recomendaciones, como en 

el caso de los niños de los países en desarrollo, de que los antibióticos sólo deben utilizarse para el tratamiento 

de la diarrea sanguinolenta grave y el cólera [96], [97]. En la industria del cuidado personal, no hay pautas 

suficientes para monitorear los productos de higiene del hogar que probablemente causen un mayor riesgo de 

resistencia porque estos productos contienen una alta concentración de ingredientes antibacterianos [98]. En 

la actualidad, la obtención de nuevos agentes antibacterianos que no generen resistencia en los patógenos y 

que puedan ser utilizados como agentes terapéuticos contra infecciones causadas por bacterias resistentes, 

está siendo el foco de muchas de las investigaciones del campo científico. 

La obtención de péptidos cortos de manera rápida es posible mediante la síntesis química de péptidos en fase 

sólida, SPPS. Esta estrategia permite obtener péptidos con altos rendimientos y de una alta pureza. Una de 

las principales fuentes para el diseño y desarrollo de nuevos agentes terapéuticos son los péptidos 

antimicrobianos (PAMs), debido a que estos generalmente forman parte del sistema inmune innato de los 

organismos [99]. Una de las grandes desventajas de los péptidos sintéticos es su susceptibilidad a proteasas 

generadas por los patógenos [100], [101]. Con la finalidad de superar este inconveniente en los PAMs se han 

propuesto diferentes estrategias que favorecen su estabilidad, estas son i) la inclusión de moléculas no 

naturales para que las enzimas no puedan reconocerlos y que no sean fácilmente degradados y ii) generar 

péptidos de alto peso molecular con múltiples copias de la secuencia peptídica activa. En este contexto, el 

presente proyecto propone el diseño, la obtención y evaluación de la actividad antibacteriana de dendrímeros 

péptido-resorcinareno, derivados de los motivos mínimos de actividad antibacteriana de la LfcinB (RRWQWR) 

y/o BF (RLLR). Lo anterior permitirá identificar nuevos métodos de presentación polivalente de secuencias 

peptídicas que puedan llegar a incrementar su actividad antibacteriana. 
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1.4 Generalidades biológicas de las cepas bacterianas 
seleccionadas para el proyecto  

1.4.1 Staphylococcus aureus  

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva, que tiene forma de cocos (en racimos) que varían de 

0,5 a 1,5 μm de diámetro, los cuales pueden o no contener una cápsula de polisacárido. Son anaerobios 

facultativos, no móviles, que no forman esporas [102], crecen en medios que tienen hasta un 10% de sal y 

crecen a temperaturas entre 18 y 40 ºC [103]. Las pruebas de identificación bioquímicas típicas incluyen 

catalasa positiva, coagulasa positiva, oxidasa negativa, novobiocina sensible y de fermentación de manitol 

positiva [104]. 

Patogenicidad: S. aureus se encuentra en el medio ambiente y también como parte de la microbiota de la piel 

y las membranas mucosas (en el área nasal), normalmente no causa infección en la epidermis sana; sin 

embargo, si se le permite ingresar al torrente sanguíneo o a los tejidos internos, estas bacterias pueden causar 

una variedad de infecciones graves; como bacteriemia, endocarditis infecciosa, infecciones de la piel y tejidos 

blandos (Impétigo, foliculitis, furúnculos, carbunclo, celulitis, síndrome de la piel escaldada), osteomielitis, 

artritis séptica, infecciones por dispositivos protésicos, infecciones pulmonares (neumonía y empiema), 

gastroenteritis, meningitis, síndrome de shock tóxico e infecciones del tracto urinario. Los mecanismos para la 

evasión de la respuesta inmune del huésped incluyen la producción de una cápsula antifagocítica, el secuestro 

de anticuerpos del huésped o el enmascaramiento de antígenos por la proteína A, la formación de biopelículas, 

la supervivencia intracelular y el bloqueo de la quimiotaxis de los leucocitos [103]. 

Resistencia-Tratamiento: Aunque el término resistencia a meticilina incluye también a los derivados ß-

lactámicos, S. aureus presenta resistencia a varios grupos de antibióticos como cloranfenicol, tetraciclinas, 

macrólidos, lincosaminas, aminoglucósidos e, incluso, quinolonas, describiéndose cada vez con mayor 

frecuencia brotes SARM sensibles sólo a los glucopéptidos [105]. 
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1.4.2 Escherichia coli 

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, móvil, facultativo, oxidasa negativa, reductor de nitratos [106], 

fermenta la glucosa y la lactosa con producción de gas. Es una bacteria mesófila, su óptimo desarrollo se 

encuentra en el entorno de la temperatura corporal de los animales de sangre caliente (35-43 ºC). Como todas 

las bacterias Gram negativas, la cubierta de E. coli consta de tres elementos: la membrana citoplasmática, la 

membrana externa y entre ambas un espacio periplásmico constituido por peptidoglicano, esta última 

estructura confiere a la bacteria su forma y rigidez, y le permite resistir presiones osmóticas ambientales 

relativamente elevadas [107]. 

Patogenicidad: Existen numerosas cepas de E. coli que pueden ocasionar patologías en humanos y que 

presentan una virulencia marcada, estas son conocidas como agentes responsables de gastroenteritis 

(además de infecciones del tracto urinario), especialmente en países en vías de desarrollo, causando la muerte 

de cerca de un millón de niños cada año debido a deshidratación y a otras complicaciones. Los principales 

patógenos intestinales, que se describen en función de los síntomas clínicos que generan y de los factores de 

patogenicidad que se expresan son los siguientes: E. coli enterotoxigénicas (ETEC), E. coli 

enteropatógenas (EPEC), E. coli enteroagregativas (EAEC), E. coli enterohemorrágicas (EHEC) y E. coli 

enteroinvasivas (EIEC) [107]. 

E. coli está compuesta por tres antígenos que la caracterizan: i) Antígeno O: Somático. ii) Antígeno K: De 

superficie. iii) Antígeno H: Flagelar [108]. La patogenicidad es función de los antígenos superficiales y de las 

toxinas que generan. Así, las fimbrias actúan aportando su capacidad de adherencia, los antígenos O y K 

presentan propiedades antifagocitarias e inhibidoras de las sustancias bactericidas del suero, presentan una 

endotoxina ligada al lipopolisacarido, en especial al lípido A, responsable de la acción pirógena. Algunas cepas 

pueden producir exotoxinas responsables de la producción de diarreas, puede existir, además, una toxina 

termoestable (TS), de bajo peso molecular y no antigénica, que produce acumulación de líquidos en el 

intestino. Estas toxinas no producen alteraciones tóxicas ni anatómicas del enterocito, pero sí de tipo funcional 

(enterotoxinas citotónicas), siendo una característica de las E. coli enterotoxigénicas [107]. 
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Resistencia-Tratamiento: E. coli, que tiene altos porcentajes de resistencia hacia ampicilina, trimetoprim-

sulfametoxazol, tetraciclina, cloranfenicol y ácido nalidíxico, lo que representa grandes complicaciones en el 

tratamiento antibiótico cuando este es requerido. Este aumento de resistencia antibiótica se debe a la 

adquisición de diferentes mecanismos moleculares de resistencia mediante mutaciones puntuales a nivel 

cromosómico o transferencia horizontal de material genético entre especies relacionadas o diferentes, 

facilitada [109]. Muchas personas con diarrea por E. coli requieren la administración por vía intravenosa de 

líquidos que contengan sales [110], cuando se requiere se utilizan antibióticos sensibles como fosfomicina, 

betalactámicos, cefixima, cefuroxima y amoxicilina-clavulánico [111]. 

Dentro de este contexto, el presente proyecto de investigación propopuso la síntesis y caracterización 

de dendrímeros de tipo péptido-resorcinareno derivados de la LfcinB y/o la Buforina. Estrategia con la que se 

pueden generar moléculas que presenten varias copias de los PAMs seleccionados sobre un núcleo no 

proteico.  

 

Figura 21. Ejemplo del diseño de un dendrímero péptido-resorcinareno derivado de LfcinB (20-25): RRWQWR.  
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En la Figura 21, se muestra a manera de ejemplo uno de los diseños de los dendrímeros que se 

propusieron, en la estructura encontramos: cuatro copias del motivo mínimo de la LfcinB, RRWQWR, unidas 

mediante un anillo 1,2,3-triazol a una base polihidroxilada de calix[4]resorcinareno. Durante el desarrollo del 

proyecto se evaluaron cuatro variables: i) las rutas sintéticas que permitan la obtención de resorcinarenos 

funcionalizados con grupos alquino, ya sea sobre los hidroxilos fenólicos o los sustituyentes en el puente de 

metileno, ii) viabilidad sintética de péptidos derivados de los motivos mínimos de actividad antibacteriana de 

la LfcinB y/o Buforina, que contengan un grupo azida en su estructura en el extremo N o C terminal; iii) los 

parámetros sintéticos (solventes, temperatura, relación molar, catalizador, entre otros) que permitan generar 

los dendrímeros péptido-resorcinareno mediante cicloadición de azida/alquino, y iv) la actividad antibacteriana 

de los dendrímeros obtenidos. En este punto, se evaluó la actividad de los dendrímeros péptido-resorcinareno 

frente a cepas de referencia y aislados clínicos de Staphylococcus aureus y Escherichia coli y se comparó con 

la actividad que presentan las secuencias lineales, el resorcinareno base y moléculas polivalentes construidas 

sobre un núcleo proteico.  
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2. Objetivos 

2.1 Objetivo General 

Obtener mediante cicloadición azida/alquino dendrímeros péptido-resorcinareno que contengan secuencias 

peptídicas derivadas de la LfcinB (20-25): RRWQWR y/o la BF (32-35): RLLR y evaluar su potencial 

antibacteriano. 

2.2  Objetivos Específicos 

1. Sintetizar y caracterizar estructuras (núcleos) del tipo resorcinareno funcionalizadas con grupos 

alquino en su borde inferior y/o grupos hidroxilos aromáticos 

2. Obtener y caracterizar péptidos lineales derivados de LfcinB y/o BF que contengan un grupo 

azida en el extremo N o C terminal.  

3. Evaluar las condiciones para la reacción de cicloadición catalizada por cobre (𝐶𝑢+), entre el 

grupo azida introducido en los péptidos antibacterianos y los grupos alquino del resorcinareno 

funcionalizado. 

4. Determinar el potencial antibacteriano de los dendrímeros péptido-resorcinareno obtenidos con 

mayor rendimiento, frente a cepas de E. coli y S. aureus.  
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3. Metodología 

3.1  Diseño experimental 

Para dar cumplimiento a los objetivos propuestos en la presente tesis doctoral se contempló el diseño 

experimental que se describe en la Figura 22. 

 

Figura 22. Etapas involucradas en el diseño experimental. 
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Etapa 1. Obtención de precursores.  

I. Obtención de derivados de calix[4]resorcinareno. Se diseñaron, sintetizaron y caracterizaron dos (2) 

estructuras, (núcleos) derivadas de calix[4]resorcinareno, funcionalizadas con el grupo alquino en: i) 

en su puente de metilo, para lo que fue necesario obtener previamente el 4-(prop-2-in-1-

iloxi)benzaldehído (p-HF) y ii) en los grupos hidroxilos aromáticos, mediante reacción (sustitución 

nucleofílica) con 3-bromoprop-1-ino. 

II. Obtención de péptidos, derivados de los motivos mínimos de actividad antibacteriana de la LfcinB y 

BF, por síntesis de péptidos en fase sólida. Se sintetizaron péptidos lineales funcionalizados con el 

ácido (S)-2-(Fmoc-amino)-6-azidohexanoico. Adicionalmente, se obtuvieron péptidos control, 

específicamente la secuencia lineal del motivo mínimo de los PAMs seleccionados y péptidos 

polivalentes (tetrámeros), estos últimos generados por el método de dobles dímeros, en donde se 

empleó un núcleo o core de tipo proteico [80], [112]. 

Etapa 2. Estandarización de la ruta sintética que permitió la obtención de los dendrímeros péptido-

resorcinareno. Se obtuvieron dos (2) dendrímeros del tipo péptido-resorcinareno utilizando química click, 

específicamente mediante el uso de la reacción de cicloadición catalizada por cobre (I) entre los grupos azida 

y alquino (CuAAC). 

Etapa 3. Determinación de la actividad antimicrobiana de los péptidos control y los dendrímeros péptido-

resorcinareno obtenidos (moléculas con una pureza ≥ 80%), contra las cepas de referencia y aislados clínicos. 

Dentro de esta etapa se desarrollaron cuatro actividades: 

I. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración mínima bactericida 

(CMB) contra cepas de referencia de Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus aureus 

ATCC 25923. 

II. Determinación del potencial antibacteriano frente a asilados clínicos de Staphylococcus aureus 

(109095, 117719 y 124653) y Escherichia coli (1004, 129797 y 301755). Para esta etapa se 
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seleccionaron los dendrímeros que presentaron los mejores resultados frente a las cepas de 

referencia. 

III. Construcción de la curva de letalidad, para el dendrímero péptido-resorcinareno que presentó la 

mayor actividad contra las cepas de referencia y aislados clínicos de Staphylococcus aureus y 

Escherichia coli, esto permitió determinar su poder bactericida y/o bacteriostático  

IV. Evaluación del efecto sinérgico. Se evaluó el efecto sinérgico con antibióticos de uso común del 

dendrímero péptido-resorcinareno que presentó la mayor actividad antibacteriana contra la cepa 

de Escherichia coli ATCC 25922.  

V. Determinación del efecto antifúngico contra cepas de referencia y asilados clínicos de Candida 

albicans y Candida auris del dendrímero que presentó la mayor actividad antibacteriana. 

Etapa 4. Actividad Citotóxica.  

I. Determinación de la actividad hemolítica de los dendrímeros péptido-resorcinareno sintetizados 

que presentaron la mejor actividad antimicrobiana. 

II. Evaluación de la actividad citotóxica de los dendrímeros péptido-resorcinareno que presentaron 

el mayor rendimiento.  

A continuación, se describen los métodos empleados en cada una de las etapas. 

3.2 Materiales y Métodos 

3.2.1 Equipos y Reactivos 

Los reactivos, resina Rink amida, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Gln(Trt))-OH, 

Diciclohexilcarbodimida (DCC), 1-Hidroxi-6-clorobenzotriazol (6-Cl-HOBt) se adquirió de AAPPTec (Louisville, 

KY, EE. UU.). Se adquirieron los reactivos acetonitrilo (ACN), ácido trifluoroacético (TFA), diclorometano 

(DCM), diisopropiletilamina (DIPEA), N,N-dimetilformamida (DMF), Etanoditiol (EDT), isopropanol (IPA), 



 51 

 

metanol y triisopropilsilano (TIS) de Merck (Darmstadt, Alemania). Las columnas SPE Supelclean™ LC-18 se 

adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). Los medios Tripticasa de Soya Agar (TSA), Mueller 

Hinton Agar (MHA) y Plate Count Agar (PCA) se adquirieron de Scharlau. El medio Mueller Hinton Broth se 

adquirió de Merck. La cepa bacteriana Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus Areus ATCC 25923 se 

adquirió de la ATCC. Las líneas celulares MCF-7 y HeLa se obtuvieron de ATCC® (Manassas, Virginia - 

Estados Unidos). Todos los reactivos se utilizaron directamente sin purificaciones previas. 

Los espectros de RMN-1H se registraron a 400 MHz en un instrumento Bruker Advance 400. Los análisis de 

RP-HPLC se realizaron en una columna Chromolith C18 (Merck, Kenilworth, NJ, EE. UU., 50 mm), utilizando 

un cromatógrafo de líquidos Agilent 1200 (Agilent, Omaha, NE, EE. UU.). Los productos se analizaron en un 

equipo Bruker Impact II UHPLC Q-TOF MS equipado con ionización por electropulverización (ESI) y/o en un 

espectrómetro de masas Bruker MicroFlex MALDI-TOF, en ambos casos en modo positivo. 

3.2.2  Síntesis de resorcinarenos base y funcionalización  

De manera general, la síntesis de los derivados de calix[4]resorcinareno, se realizó mezclando una solución 

de resorcinol en EtOH:H2O (1:1), seguido de la adición del aldehído correspondiente en relación equimolar y 

10 mL de HCl al 37%, la mezcla de reacción se llevó a reflujo con agitación constante hasta reacción completa, 

el monitoreo se realizó mediante RP-HPLC, a diferentes tiempos. Finalizada la reacción se enfrió en un baño 

de hielo y se filtró. El filtrado fue lavado con agua y secado a presión reducida. Los compuestos fueron 

caracterizados mediante RP-HPLC, espectrometría de masas, RMN-1H y RMN-13C [21].  

a) Octa-2-(prop-2-in-1-iloxi)-C-tetrametilcalix[4]resorcinareno (CR-8-ALQ) 

Obtención del precursor C-tetrametilcalix[4]resorcinareno, compuesto 1. Se siguió el método reportado 

por A.G. Sverker et. al. [113]. Brevemente, una solución de 1,3-dihidroxibenceno (1 mmol) y acetaldehído 

(1 mmol) en agua (4,0 mL) se añadió gota a gota a ácido clorhídrico (1,0 mL) y se calentó a reflujo con agitación 

constante durante 1 h. Se formó rápidamente un precipitado. El precipitado, se enfrió en un baño de hielo y se 

lavó con agua para eliminar las trazas de ácido. El filtrado se secó a presión reducida y se caracterizó mediante 
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RMN-1H. Para la purificación de los productos se utilizaron cartuchos Supelclean ENVI-18 SPE (peso de lecho 

5 g, volumen 20 mL). Las columnas SPE se activaron antes de su uso con 30 mL de metanol, 30 mL de ACN 

(que contenía TFA al 0,1%, disolvente B) y se equilibraron con 30 mL de agua (que contenían TFA al 0,1%, 

disolvente A). 46 mg de C-tetrametilcalix[4]resorcinareno (mezcla conformacional) disueltos en 1000 μL de 

ACN:H2O (50:50), se sembraron en el cartucho de RP-SPE. La elución de la mezcla conformacional se realizó 

aumentando el porcentaje de disolvente B en el eluyente. Las fracciones recogidas se analizaron mediante 

RP-HPLC. Las fracciones que contenían el confórmero puro se mezclaron y luego se liofilizaron. 

C-tetrametilcalix[4]resorcinareno (rccc): sólido blanco con un rendimiento del 37,5%. Punto de 

Fusión >250°C descomposición. RMN-1H, δ (DMSO-d6, temperatura ambiente, ppm): CH3 (1,39, d), CH (4,45, 

q), CH aromático (6,14, s), CH aromático (6,77, s), OH (8,53, s). Q-TOF MS: calculado m/z: 545,21, encontrado: 

m/z 545,2261. 

C-tetrametilcalix[4]resorcinareno (rctt): sólido crema con un rendimiento del 6,3 %. Punto de Fusión 

>250°C descomposición. RMN-1H, δ (DMSO-d6, temperatura ambiente, ppm): CH3 (1.15, d), CH (4,37, q), CH 

aromático (6,08, 6,17, s), CH aromático (6,26, 6,79, s), OH (8,41, ,.65, s). Q-TOF MS: calculado m/z: 545,21, 

encontrado: m/z 545,2261. 

C-tetrametilcalix[4]resorcinareno (rctt): sólido crema con un rendimiento del 3,6%. Punto de Fusión 

>250°C descomposición. RMN-1H, δ (DMSO-d6, temperatura ambiente, ppm): CH3 (1,15, 1,40), CH (4,38-

4,46), CH aromático (6,12, 6,16, 6,21, 6,29), CH aromático (6,86, 6,90, 6,98), 7.29), OH (8,50-8,90). Q-TOF 

MS: calculado m/z: 545,21, encontrado: m/z 545,2261. 

Síntesis del derivado CR-8-ALQ (rccc). El precursor C-tetrametilcalix[4]resorcinareno (rccc) fue 

funcionalizado mediante una reacción de sustitución nucleofílica. Se disolvió el precursor (0,4 mmol) con 

carbonato de potasio (11,2 mmol) en 15 mL de ACN, y luego se le adicionó 3-bromoprop-1-ino (11,2 mmol). 

La mezcla de reacción se llevó a reflujo durante 9 h, transcurrido este tiempo se detuvo el calentamiento y se 

dejó en agitación durante 15 h. El ACN fue retirado, mediante rotaevaporación, el sólido fue disuelto en 
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cloroformo y posteriormente la fase orgánica fue lavada con agua (3×), la fase orgánica fue concentrada y 

finalmente se obtuvo un sólido color amarillo.  

CR-8-ALQ (rccc): sólido amarillo, rendimiento del 83,5%. Punto de Fusión >250°C descomposición. 

RMN-1H, δ (CDCl3, temperatura ambiente, ppm): CH aromático (7,26, s), CH aromático (6,72, s), OCH2 (4,61, 

d), CH (4,42, d), -C≡CH (2,50-2,48, s), CH3 (1,44, d), RMN-13C (150,9 MHz, CDCl3, temperatura ambiente, 

ppm): δ 20,2 (s, C1), 30,7 (s, C2), 57,6 (s, C3), 75,2 (s, C4), 77,5 (s, C5), 101,6 (s, C6), 125,7 (s, C7), 129,7 (s, 

C8), 154,0 (s, C9). Q-TOF MS: calculado m/z: 848,33, encontrado: m/z 849,3285. 

b) C-Tetra(4-(prop-2-in-1-iloxi)fenil)calix[4]resorcinareno (CR-4-ALQ): 

Síntesis del precursor, 4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldehído) (p-HF), el protocolo fue adaptado de de Kivrak 

et. al. [114]. Se disolvió 4-hidroxibenzaldehído (0,032 mmol) en DMF. Luego, se añadieron, a temperatura 

ambiente, 3-bromoprop-1-ino (0,042 mmol) y carbonato de potasio (0,042 mmol). La mezcla resultante se agitó 

constantemente a temperatura ambiente durante 4h. Una vez completada la reacción, la mezcla se enfrió a 0 

°C, se filtró y se lavó con agua destilada.  

4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldehído (p-HF): sólido blanco obtenido con un rendimiento del 88,0%. Punto 

de fusión 76-78°C. RMN-1H, δ (DMSO-d6, temperatura ambiente, ppm): 10,08 (s, 1H, CHO), 8,05-8,03 (d, CH 

aromático 2H), 7,45-7,28 (d, CH aromático 2H), 4,96 (s, 2H, CH2), 2,76 (s, 1H, HC≡C). Q-TOF MS: calculado 

m/z: 161,05, encontrado: m/z 161,0568. 

Síntesis de CR-4-ALQ, (10,0 mmol) de resorcinol y (10,0 mmol) del precursor 4-(prop-2-in-1-

iloxi)benzaldehído) se disolvieron en 25 mL de cloroformo, la mezcla de reacción fue llevada a baño frío. Una 

vez obtenida la mezcla, lentamente se añadió ácido trifluoroacético, TFA (5,0 mL). Esta mezcla se agitó a 60-

65 °C durante 32 h. Transcurrido el tiempo se observó la formación de un precipitado blanco, se lavó con 

lavados sucesivos de éter dietílico y acetona, se secó con pistola de secado, de la solución de lavado se 

recristalizo el confórmero rccc [22], [25]. 
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CR-4-ALQ (rctt): sólido blanco obtenido con un rendimiento del 58,9%. Punto de fusión > 250°C. RMN-

1H, δ (DMSO-d6, temperatura ambiente, ppm): δ 3,50 (t, 4Н, Н1), 4,62 (d, 8Н, Н2), 5,47 (s, 4Н, H10), 5,51 (s, 

2H, H3), 6,12 (s, 2Н, H4), 6,27 (s, 2Н, H5), 6,30 (s, 2Н, H6), 6,50 (br. m, 16Н, H7), 8,44 (s, 4Н, ОH8), 8,51 (s, 4Н, 

ОH9). RMN-13C (150,9 MHz, DMSO-d6, 30 ºC): δ 41,3 (s, C1), 55,3 (s, C2), 77,8 (s, C3), 79,7 (s, C4), 101,7 (s, 

C5), 101,7 (s, C6), 113,2 (s, C7), 120,9 (s, C8), 121,2 (s, C9), 129,3 (s, C10), 129,7 (s, C11), 131,8 (s, C12), 137,1 

(s, C13), 152,4 (s, C14), 152,6 (s, C15), 154,5 (s, C16). Q-TOF MS: calculado m/z: 1009,31, encontrado: m/z 

1009,2943. 

CR-4-ALQ (rccc): sólido blanco-amarillo, rendimiento del 20,8%. MP Descomposición > 250°C. RMN-

1H, δ (DMSO-d6, temperatura ambiente, ppm): δ 3,57 (t, 4Н, Н7), 4,73 (d, 8Н, Н6), 5,56 (s, 4Н, H5), 5,52 (s, 4H, 

H4), 6,50 (s, 4Н, H3), 6,63 (br. m, 16Н, H2), 8,54 (s, 8Н, ОH). RMN-13C (150,9 MHz, DMSO-d6, 30 ºC): δ 40,6 

(s, C12), 55,3 (s, C11), 77,9 (s, C10), 79,7 (s, C9), 102,0 (s, C8), 113,5 (s, C7), 120,4 (s, C6), 120,6 (s, C6), 131,6 

(s, C5), 138,7 (s, C3), 152,4 (s, C2), 154,6 (s, C1). Q-TOF MS: calculado m/z: 1009,31, encontrado: m/z 

1008,7142. 

3.2.3 Síntesis de péptidos 

Los péptidos (Tabla 7) se sintetizaron manualmente utilizando la metodología de síntesis de péptidos en sólida 

por la estrategia Fmoc/tBu (SPPS-Fmoc/tBu). Se utilizó la resina de Rink Amida (sustitución de 0,46 meq/g), 

como soporte sólido, y fue acondicionada con DMF por 12 h. i) La eliminación del grupo Fmoc se realizó por 

tratamiento con 4-metilpiperidina al 2,5% en DMF, 10 min a temperatura ambiente (TA) (×2), luego la resina 

fue lavada con DMF (×5), IPA (×3) y DCM (×5). Una fracción de la resina se secó y se realizó el test de Kaiser 

para comprobar la desprotección. ii) Para la reacción de preactivación del Fmoc-aminoácido (0,21 mmol), 

estese mezcló con DCC/6-Cl-HOBt (0,20/0,21 mmol) en DMF por 15 min a TA. Luego la mezcla de reacción 

fue adicionada a la resina dejándose por 1 h con agitación constante. Entonces, la solución fue desechada y 

la resina lavada con DMF (×3; 1 min) y DCM (×3; 1 min), una fracción de la resina fue nuevamente secada y 

se le realizó la prueba de Kaiser. Si la prueba de Kaiser era positiva, se realizaba nuevamente el proceso hasta 
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que el test fuese negativo [115]. iii) La desprotección de las cadenas laterales y desanclaje del péptido de la 

resina se realizó tratando la resina-péptido seca con la solución de clivaje que contenía TFA/agua/TIS/EDT 

(93/2/2,5/2,5 % v/v/v/v), por 4 h con agitación constante a TA. Luego el péptido crudo fue precipitado por 

tratamiento con éter etílico frío, seguido se realizaron lavados (×5) con éter etílico frío y el sólido fue secado a 

TA.  

Finalmente, los péptidos crudos fueron caracterizados por RP-HPLC, 10 μL de una solución de péptido crudo 

(1 mg/mL) fue inyectada en una columna monolítica Chromolith® C18 (50×4,6 mm), utilizando un cromatógrafo 

de líquidos Agilent 1200. La elución se realizó con un gradiente lineal de 5/5/50/100/100/5/5 % de solvente B 

en 0/1/9/9,1/11/11,1/14 min. Solvente B: TFA al 0,05% en ACN y Solvente A: TFA al 0,05% en agua. El flujo 

usado fue de 2,0 mL/min y longitud de onda de 210 nm. Los productos crudos fueron purificados empleando 

cartuchos de extracción en fase sólida (RP-SPE). En resumen, las columnas SPE de LC-18 de Supelclean 

fueron activadas y equilibradas, el péptido/dendrímero péptido-resorcinareno fue cargado y eluido usando un 

gradiente de disolvente B. Las fracciones recogidas fueron analizadas usando RP-HPLC y MS. 

Tabla 7. Péptidos derivados de la LfcinB y BF utilizados en este proyecto. Todos los péptidos en el extremo 
C-terminal se obtuvieron con función amida. 

Familia Código Secuencia Uso 

LfcinB (20-25) P1 RRWQWR Control lineal 

 P2 ((RRWQWR)2K-Ahx-C)2 Control tetrámero con core peptídico 

 P3 K(N3)-RRWQWR Azida-péptido  

 P4 K(N3)-Ahx-RRWQWR Azida-péptido con espaciador 

BF (32-35) P5 RLLR Control lineal 

 P6 ((RLLR)2K-Ahx-C)2 Control tetrámero con core peptídico 

 P7 K(N3)-RLLR Azida-péptido 

LfcinB (20-25)pal 
P8 RWQWRWQWR Control lineal 

P9 K(N3)-RWQWRWQWR Azida-péptido  

Otros 
P10 K(N3)-Ahx-RLLRRLLR Azida-péptido BF(32-35)pal 

P11 K(N3)-AAAA Azida-poli-Ala optimización click 
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3.2.4 Síntesis de dendrímeros péptido-resorcinareno (química click) 

Para la optimización de la ruta sintética se adaptaron diferentes protocolos de literatura [88], [116]–[118], se 

incluyeron parámetros como, solvente, proporciones de precursores, proporciones de catalizador, temperatura 

y tiempo de reacción. Para ello se realizaron reacciones entre los azida-compuestos (Fmoc-Lys(N3)-OH, K(N3)-

AAAA, K(N3)-Ahx-RLLRRLLR) y los alquino-compuestos (Fmoc-Pra-OH, CR-4-ALQ (rctt), p-HF). De manera 

general la reacción click se llevó mezclando el azida-compuesto con el alquino-compuesto disueltos en el 

solvente, seguido de una adición del catalizador sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4·5H2O), y ascorbato 

de sodio, la mezcla se mantuvo con agitación constante a TA, el seguimiento de la reacción se realizó a través 

de RP-HPLC. Para la síntesis de los dendrímeros o conjugados péptido-resorcinareno (ver Tabla 8), el péptido 

crudo funcionalizado con azida (0,064 mmol) y el alquino-resorcinareno (0,016 mmol) fueron disueltos y 

mezclados en DMF/H2O (2:1, v/v), luego se adicionó el catalizador sulfato de cobre pentahidratado 

(CuSO4·5H2O) (0,011 mmol) y ascorbato de sodio (0,024 mmol), la mezcla se mantuvo con agitación constante 

a TA durante 6 h.  

Tabla 8. Dendrímeros derivados de la LfcinB y BF. 

Dendrímero 
Código 

Resorcinareno base Secuencia Peptídica Dendrímero 

DP3 

CR-4-ALQ (rctt) 

K(N3)-RRWQWR CR-4-ALQ-(AAC-(K)-RRWQWR)4 

DP7 (rctt) K(N3)-RLLR CR-4-ALQ(rctt)-(AAC-(K)-RLLR)4 

DP9 K(N3)-RWQWRWQWR CR-4-ALQ-(AAC-(K)-RRWQWR)4 

DP7 (rccc) CR-4-ALQ (rccc) K(N3)-RLLR CR-4-ALQ(rccc)-(AAC-(K)-RLLR)4 

 

El progreso de la reacción de formación del dendrímero se controló mediante RP-HPLC, se consideró 

finalizada la reacción cuando desapareció la especie correspondiente al derivado de resorcinareno. 

Finalmente, el dendrímero fue lavado con éter etílico (×3) para remover el exceso de solvente, seguido de 

lavados con agua destilada (×3) para retirar el exceso de catalizador y péptido. Si en el perfil cromatográfico 

se evidenciaba la presencia del péptido precursor o subproductos, el dendrímero era purificado usando 

columnas RP-SPE de LC-18 de Supelclean, estas fueron activadas y equilibradas, el producto de reacción fue 
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cargado y eluido usando un gradiente de disolvente B. Las fracciones recogidas fueron analizadas usando RP-

HPLC y MS. El producto puro fue caracterizado por cromatografía líquida (RP-HPLC), los dendrímeros crudos 

y puros fueron caracterizados usando 10 μL de una solución de dendrímero (1 mg/mL) que fueron inyectados 

en una columna monolítica Chromolith® C18 (50×4,6 mm), utilizando un cromatógrafo de líquidos Agilent 1200. 

La elución se realizó con un gradiente lineal de 5 a 100% de solvente B en 18 min. Solvente B: TFA al 0,05% 

en ACN y Solvente A: TFA al 0,05% en agua. Flujo de 2,0 mL/min y longitud de onda de 210 nm. El producto 

puro fue caracterizado mediante espectrometría de masas (MALDI-TOF) y/o espectrometría de masas de alta 

resolución (LC–HRMS). 

3.2.5 Ensayos de actividad biológica 

3.2.5.1 Determinación Concentración Mínima inhibitoria 
(CMI) y concentración Mínima Bactericida (CMB) 

La Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los dendrímeros y péptidos control, sobre las diferentes cepas 

bacterianas (Tabla 9) se determinó mediante un ensayo de microdilución en caldo. Específicamente, Se 

agregaron 90 μL de caldo Mueller Hinton y 90 μL de péptido (concentración inicial 444 μg/mL) en una placa de 

96 pozos, y se realizaron diluciones seriadas para obtener concentraciones de 200, 100, 50, 25, 12,5 y 6,2 

μg/mL. Se adicionaron 10 μL (5×105 UFC/mL) de inóculo a cada pocillo, el volumen final en cada pozo fue de 

100 μL. Luego se incubaron durante 24 h a 37 ºC; y se midió absorbancia a 620 nm usando el lector de ELISA. 
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Tabla 9. Generalidades de las cepas bacterianas 

 Código Morfología Origen Sensible/Resistente/Multirresistente 

E
. c

ol
i 

ATCC 25922 Bacilos Hemocultivo Sensible - 

1004 Bacilos Hemocultivo Sensible - 

129797 Bacilos Hemocultivo Resistente AM, SAM, CEF 

301755 Bacilos Hemocultivo Multirresistente 
AM, SAM, CPE, CAZ, CAX, 
CIP, GEN, NIT, NOR, STX 

S
. a

ur
eu

s ATCC 25923 Cocos Hemocultivo Sensible - 

109095 Cocos Hemocultivo Resistente P 

117719 Cocos Hemocultivo Multirresistente P, TET 

124653 Cocos Hemocultivo Multirresistente P, ERY, TET 

AM: Ampicilina, SAM: Ampicilina/sulbactam, CPE: Cefepima, CAZ: Ceftazidima, CAX: Ceftriaxona, CIP: 

Ciprofloxacino, GEN: Gentamicina, NIT: Nitrofurantoína, NOR: Norfloxacino, STX: 

Trimetoprima/sulfametoxazol. P: Penicilina, TET: Tetraciclina, ERY: Eritrosina 

Para determinar la Concentración Mínima Bactericida (CMB), se tomó una alícuota de cada pozo y se 

sembraron sobre una placa de Agar Mueller Hinton. Después de 24 h de incubación a 37 °C, se determinó la 

CMB. Cada una de estas pruebas se realizó por duplicado (n=2) [6]. 

3.2.5.2 Curvas de letalidad-muerte  

Las curvas de letalidad se realizaron según el protocolo reportado por Vargas et. al. [78], [119]. En una caja 

multipozos, se adicionarán 270 μL de solución de péptido, que fue preparado en Caldo Mueller Hinton (CMH), 

a diferentes concentraciones (0,5×CMI; CMI y 2×CMI). Posteriormente se agregaron 30 μL del inóculo 

(concentración final 5×105 UFC/mL). Las muestras se incubaron durante 48 h y la lectura de la absorbancia se 

realizó cada hora en un equipo Bioscreen C (600 nm). Como control negativo fue utilizado CMH y como control 

de crecimiento cepa (inóculo) más CMH. 

3.2.5.3  Ensayo de sinergia con antibióticos  

El efecto sinérgico entre el dendrímero que presentó mayor actividad en E. coli ATCC 25922 y el antibiótico 

(ciprofloxacino) se realizó de acuerdo con el método de tablero de ajedrez [78]. Brevemente, 25 µL del 

dendrímero junto con 25 µL del antibiótico fueron mezclados, para tener concentraciones finales de: 0; 0,06; 
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0,12; 0,25; 0,50; 1 y 2 veces la CMI, junto con el inóculo (5×105 UFC/mL), luego fue incubado a 37 °C durante 

24 h. Para determinar las nuevas CMI, derivadas de este ensayo se utilizó la ecuación 1. 

(𝐴)

𝐶𝑀𝐼(𝐴)
+

(𝐷)

𝐶𝑀𝐼(𝐷)
= 𝐹𝐼𝐶(𝐴) + 𝐹𝐼𝐶(𝐷) = Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝐹𝐼𝐶 (1) 

Donde, D corresponde a la CMI del dendrímero y A corresponde a la CMI del antibiótico, determinadas en la 

mezcla. CMI(A) y CMI(D) son los valores de CMI individuales. FIC es la Concentración Inhibitoria Fraccionada, 

la cual será interpretada según lo reportado por Saiman et. al. donde: índice FIC ≤ 0,5: sinergia; entre 0,5 y 4: 

indiferencia; > 4: antagonismo [120]. 

3.2.5.4 Determinación Concentración Mínima inhibitoria (CMI) y 
Concentración Mínima Fungicida (CMF) 

Las pruebas de susceptibilidad antifúngica se realizaron utilizando el método de microdilución en caldo (MDC), 

siguiendo las pautas CLSI M27-A3 con ligeras modificaciones [121]. Brevemente, la suspensión de levadura 

(Tabla 10) se preparó en solución salina al 0,85% (SS) y se ajustó a 1–5×106 células/mL (0,5 estándar de 

McFarland). Luego se diluyó en medio líquido RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MA, EE. UU.) (con 

MOPS, pH 7,2) y se ajustó a 0,5×103–2,5×103 células/mL. 

Tabla 10. Generalidades de las Cepas de Candida spp. 

Cepa Código 
Sensible (S) 

Resistente (R) 
Resistencia a: 

C. albicans 
SC5314 S - 

256 HUSI-PUJ R FLC 

C. auris 
435 HUSI-PUJ S - 

537 HUSI-PUJ R FLC, AmB 

         FLC: fluconazol, AmB: Anfotericina B 

Se añadieron 100 µL de inóculo de levadura a una placa de 96 pocillos que contenía diluciones en serie del 

dendrímero. Las concentraciones finales utilizadas fueron 200, 100, 50, 25, 12,5 y 6,2 µg/mL. El fármaco FLC 

se usó como control (0,125 a 128 µg/mL). Se visualizaron las Concentraciones Mínimas Inhibitorias (CMI) y 

se usó densitometría (595 nm, lector de microplacas, iMarKTM, Bio-rad) para determinar la concentración más 

baja que causó una disminución significativa en comparación con el control de crecimiento no tratado. después 
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de 48 h de incubación. El criterio de valoración de la CMI se definió como la concentración más baja capaz de 

inhibir el 80,0% del crecimiento celular en comparación con su respectivo control positivo. Se realizaron tres 

ensayos independientes (n=3). Para verificar que la molécula analizada podía matar las células de levadura, 

las placas también se analizaron para determinar la concentración fungicida mínima (CMF). Brevemente, se 

transfirieron alícuotas de cada pocillo de los ensayos de susceptibilidad a placas que contenían Sabouraud 

Dextrose Agar (SDA), que luego se incubaron.  

3.2.5.5 Actividad Hemolítica 

Se centrifugaron 5,0 mL de sangre periférica heparinizada a 1000 rpm durante 7 min. La fracción de eritrocitos 

se suspendió en 10 mL de solución salina (SS) y se lavó dos veces por centrifugación a 1000 rpm durante 7 

min. Los eritrocitos (2% de hematocrito) se incubaron con el dendrímero péptido-resorcinareno (entre 6,2 y 

200 µg/mL), durante 2 h a 37 °C. SS se utilizó como control negativo, mientras que el agua destilada se utilizó 

como control positivo. Las mezclas se centrifugaron, se recogieron los sobrenadantes y se determinó su 

densitometría mediante absorbancia a una longitud de onda de 540 nm [122], [123] 

3.2.5.6 Actividad citotóxica  

La actividad citotóxica de los dendrímeros, péptido-resorcinareno, sobre fibroblastos y líneas MCF-7 y HeLa 

se determinó mediante ensayo de MTT. Brevemente, las células se sembraron con medio completo en placas 

de 96 pocillos a razón de 10.000 células y 100 µL por pocillo y se permitió que se adhirieran a las placas 

durante 24 horas. Posteriormente, se eliminó el medio completo y se agregó medio incompleto para sincronizar 

durante otras 24 h. Las células se incubaron a 37 °C durante 2, 24 o 48 h con 100 μL del dendrímero a las 

concentraciones a evaluar, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 y 3,1 μg/mL. A continuación, se retiró la molécula de 

la caja y se añadieron 100 µL de medio incompleto con bromuro de 3-4,5-dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazol 

(MTT) al 10% y se incubó durante 4 h. El medio se reemplazó con 100 μL de isopropanol (IPA), y luego de 30 

min de incubación a 37 °C, se midió la absorbancia a 575 nm. Se usó medio de cultivo incompleto con 10% 

de MTT como control negativo, y células sin tratamiento con MTT se usaron como control positivo [124].  
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4. Resultados y discusión  

4.1 Síntesis de precursores 

Los dendrímeros son moléculas que aún se encuentran en fase exploratoria y se han visualizado como 

candidatos promisorios en el tratamiento de infecciones causadas por bacterias y hongos farmacorresistentes, 

estas macromoléculas han demostrado amplia actividad antibacteriana y antifúngica, además han presentado 

potencial como herramientas de diagnóstico, agentes terapéuticos, reconocimiento molecular, vehículos de 

transporte de genes y fármacos [125]. Los resorcinarenos, han adquirido gran interés debido a que estas 

moléculas pueden ser modificadas con diversidad de grupos funcionales, y algunos estudios con derivados de 

resorcinarenos han mostrado actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, así 

como contra hongos y parásitos, y han sido poco tóxicos contra células humanas [126]. Para esta investigación 

se planteó la obtención de dendrímeros peptídicos construidos sobre un núcleo no proteico, se seleccionaron 

los resorcinarenos como núcleo y las secuencias correspondieron a los motivos mínimos de actividad de 

péptidos antimicrobianos (PAMs), específicamente de la LfcinB (RRWQWR) y la BF (RLLR).  

 

En primera instancia se realizó la síntesis de los precursores: (i) resorcinarenos funcionalizados con el grupo 

alquino, para lo que se emplearon dos aproximaciones, generar la funcionalización sobre los grupos hidroxilo 

fenólicos o sobre el puente de metileno (ver Figura 8). (ii) Péptidos modificados con el aminoácido lisina azida 

(K(N3)) que fueron obtenidos mediante SPPS. Una vez obtenidos y caracterizados los precursores, se procedió 

a la optimización de las condiciones de la reacción de química click, cicloadición azida-alquino CuAAC, para 

la generación de los dendrímeros péptido-resorcinareno, esta optimización incluyó parámetros como, solvente, 

proporciones, temperatura, entre otros. A continuación, se discuten los resultados obtenidos en las diferentes 

etapas de síntesis de las moléculas propuestas. 
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4.1.1 Síntesis de derivados de Calix[4]resorcinareno 

Los calix[4]resorcinareno son macromoléculas que presentan una alta versatilidad a nivel sintético ya que se 

pueden realizar modificaciones o funcionalizaciones en tres partes de la estructura, a nivel del puente de 

metileno. En la posición orto a los grupos hidroxilo del anillo aromático de estos macrociclos, o en los grupos 

hidroxilo fenólicos. Sin embargo, se sabe que las conformaciones de resorcinareno (sin sustituir) se modulan 

con bastante facilidad por las condiciones de reacción cuando se sintetiza el huésped. Se han reportado cinco 

posibles conformaciones: i) corona, ii) bote, iii) silla de montar, iv) silla y v) diamante [19].  

Para esta investigación, Se propusieron dos núcleos derivados de calix[4]resorcinareno (CR) los cuales fueron 

funcionalizados con el grupo propargilo: i) en los grupos hidroxilo del resorcinol, introduciendo ocho grupos 

alquino en la estructura; este derivado, por facilidad se nombrará como CR-8-ALQ; y ii) en el puente de 

metileno, usando para la reacción de formación del resorcinareno el 4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldehído; 

mediante esta estrategia se introducen cuatro grupos alquino al macrociclo, CR-4-ALQ, ver Figura 23.  

 

Figura 23. Derivados del calix[4]resorcinareno sintetizados en este estudio a) CR-8-ALQ modificado en su 
borde superior y b) CR-4-ALQ modificado en su borde inferior. 



 63 

 

a) CR-8-ALQ (rccc) 

Para la síntesis del precursor C-tetrametilcalix[4]resorcinareno, CR-8-ALQ, la conformación más estable 

reportada es la de tipo rccc-corona, esto se establece a partir de las cavidades profundas formadas y una 

estabilización de las mismas mediante puentes de hidrógeno mediados por los grupos hidroxilo presentes [20], 

[22], [23], [127]. Se han reportado otras conformaciones como rcct-diamante, que rara vez se observa [128], y 

rccc-bote para C-tetrametil-2-nitrocalix[4]resorcinareno [129].  

Para la síntesis del derivado CR-8-ALQ, ver Figura 24.a, previamente se sintetizó el precursor C-

tetrametilcalix[4]resorcinareno (compuesto 1). Para la obtención de esta molécula se proponen en la literatura 

[113], [130], [131], varios procedimientos de síntesis, que se pueden realizar entre el resorcinol y el 

acetaldehído. para este trabajo se propuso llevar a cabo la reacción entre acetaldehído y resorcinol utilizando 

el procedimiento descrito por A.G. Sverker, et. al. [113]. Como se muestra en la sección experimental, la 

síntesis de resorcinareno hizo mediante la ciclocondensación, catalizada por ácido, empleando reflujo durante 

1 h. El producto sólido formado se filtró, lavó y secó de acuerdo con el proceso de purificación convencional. 

El análisis por cromatografía en capa delgada (CCD) preliminar mostró la formación de dos productos; sin 

embargo, el análisis de RMN-1H mostró varias señales de resonancia para los protones aromáticos para la 

mezcla de confórmeros a 6,08 a 6,79 ppm, los fragmentos de puentes de metileno a 4.37 y 4,45 ppm y grupos 

hidroxilo (d = 8,41 a 8,65 ppm). La complejidad de las señales observadas en el espectro RMN-1H contrastaba 

con los resultados obtenidos previamente [113], [131], en los cuales se publicó que las reacciones de 

ciclocondensación permiten la formación de dos confórmeros (silla y corona). Nuestros resultados evidenciaron 

la formación de un tercer producto como lo demuestra el número de señales en la región alifática, que puede 

considerarse como un tercer confórmero. Para la ciclocondensación entre acetaldehído y resorcinol no se 

encontró en la literatura reportes sobre la caracterización de tres productos de reacción. Para establecer si la 

mezcla de reacción correspondía a tres isómeros estructurales (confórmeros) o quizás uno de los productos 

correspondía a un intermedio tipo trioxano, se propuso purificar los productos de la reacción y analizarlos para 

así establecer cuál de los dos tipos de productos podría formarse. Por lo tanto, se analizó la mezcla de reacción 

mediante RP-HPLC con detector UV/vis (210 nm), y se ensayaron dos columnas C18, una empacada y una 
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monolítica. El método de separación optimizado (usando la columna monolítica) mostró un perfil 

cromatográfico con la presencia de tres picos a tiempos de retención bien diferenciados, tR 6,7, 8,7 y 9,9 min 

(Figura 24.b).  

 
Figura 24. a) Reacción de cicloadición entre resorcinol y acetaldehído. Análisis de la mezcla de reacción por 
b) RP-HPLC/UV-Vis, análisis registrado a 210 nm y c) UHPLC-MS (ESI), TIC se presenta el espectro de masas 
del pico a los 8,7 min. 
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Luego, el método de análisis se transfirió a una columna de UHPLC, y la mezcla de reacción se analizó por 

LC-MS (ESI), en modo de iones positivos. El perfil cromatográfico también mostró tres picos principales, y 

todos ellos exhibieron un espectro de masas con una señal en m/z 545,21 correspondiente a la especie [M+H]+ 

(Figura 24.c). De acuerdo con la información obtenida del análisis LC-MS, se confirmó la formación de tres 

productos. Y además, se pudo deducir que los tres productos son isómeros. 

Una vez establecido que el producto sólido obtenido corresponde a una mezcla de tres isómeros (compuestos 

1a, 1b y 1c), se decidió separarlos mediante la técnica RP-SPE descrita previamente [132], [133]. A partir del 

perfil de RP-HPLC se calculó el porcentaje de disolvente B (TFA 0,05% en acetonitrilo) en el que eluyó cada 

confórmero (%Be). Es importante aclarar que este cálculo toma en cuenta que: i) el gradiente utilizado varió 

de 5% a 100% de solvente B en solvente A (TFA 0,05% en agua), ii) el tiempo de gradiente fue de 17 minutos, 

iii) el tiempo de retardo para el programa de HPLC fue de 1,0 min, iv) el tiempo de residencia (dwell time) del 

equipo de HPLC fue de 0,9 min y (v) el tiempo muerto de la columna fue de 0,82 min. Específicamente, la 

especie con tiempo de retención de 6,7 minutos eluyó al 26,7%B, para las especies en 8,7 y 9,9 el %Be fue 

37,8% y 44,6% , respectivamente. Esta información nos permitió diseñar un programa de elución en gradiente 

para separar los productos obtenidos mediante la técnica RP-SPE, se sembró la mezcla de confórmeros en el 

cartucho y la elución se realizó con soluciones (10 mL/fracción) en las que se fue aumentando el porcentaje 

de disolvente B en el eluyente. Las fracciones recolectadas se analizaron en línea, usando un equipo UV-VIS 

que tienen una celda de flujo, y luego también se analizaron por RP-HPLC para determinar la pureza 

cromatográfica. El compuesto correspondiente al pico con tR = 6,7 min (Figura 25.b) eluyó en las fracciones 

que tenían un rango de disolvente B de 19–26% B, el segundo compuesto (tR = 8,7 min, Figura 25.b) eluyó en 

un rango de 33–35% B, y finalmente la especie mayoritaria (tR = 9,9 min) eluyó en un rango de 37–42% B . 

Las fracciones que contenían cada confórmero puro se mezclaron y luego se liofilizaron. Los productos 

purificados se cuantificaron y las conformaciones de los derivados del macrociclo se establecieron mediante 

espectroscopía de RMN-1H en DMSO-d6 a temperatura ambiente (Figura 25Figura 25.a). 
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Figura 25. a) Espectros de RMN-1H y b) Perfil cromatográfico de 1a, 1b y 1c. 

El espectro de RMN-1H del producto mayoritario (compuesto 1a, tR= 9,9 min) presenta una señal a 8,53 ppm 

asignada a grupos hidroxilo unidos a residuos de resorcinol en el sistema macrocíclico. En la región aromática 

se aprecian dos señales en los residuos de resorcinol, una correspondiente a los protones en posición orto 

respecto al grupo hidroxilo a 6,15 ppm y la otra señal correspondiente a los protones en posición meta respecto 

al grupo hidroxilo. grupos a 6,77 ppm. En la región alifática, el compuesto presentó la señal característica de 

un puente metino a 4,45 ppm y la señal a 1,39 ppm correspondiente al grupo metilo. Todas las señales fueron 

consistentes con la estructura del confórmero corona-rccc, producto esperado (Figura 25.a), que tiene menos 

señales en el espectro [131].  

Por otro lado, el espectro de RMN-1H del producto 1b (Figura 25.a) (tR= 6,7 min) mostró dos señales, a 8.41 y 

8,65 ppm, correspondientes a dos clases de grupos hidroxilo unidos a residuos de resorcinol en el sistema 

macrocíclico. En la región aromática se aprecian cuatro señales en los residuos de resorcinol, dos 
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correspondientes a los protones en posición orto respecto al grupo hidroxilo a 6,08 y 6,17 ppm, y las otras dos 

correspondientes a los protones en posición meta respecto a los grupos hidroxilo a 6,26 y 6,79 ppm. En la 

región alifática se observaron dos señales, a 4,37 y 1,15 ppm, correspondientes a los grupos metino y metilo, 

respectivamente. Por lo tanto, estos patrones son consistentes con la estructura del confórmero silla esperado 

[131]. 

El producto 1c (Figura 25.a) (tR = 8,7 min), mostró una fuerte tendencia a la descomposición; por tal motivo, 

su caracterización se realizó solo en solución. Como se muestra en la Figura 25.a, la ausencia total de simetría 

en el confórmero 1c se refleja en los espectros de RMN-1H, por lo que el número de señales del producto 

contrasta con el número de señales de los confórmeros corona y silla. El espectro de RMN-1H de 1c mostró 

las señales características de un sustituyente metilo a 1,35 y 1,40 ppm y en el rango de 4,38 a 4,46 ppm para 

el puente metino. Los protones aromáticos a 6,12, 6,16, 6,21 y 6,29 ppm se asignaron a los protones en la 

posición orto de los grupos hidroxilo del residuo de resorcinol. Además, en la región aromática, se observaron 

señales para protones meta del resto resorcinareno a 6,86, 6,90, 6,98 y 7,29 ppm. La señal de los grupos 

hidroxilo se observó en el rango de 8,50 a 8,90 ppm. Finalmente, la integración de las señales es consistente 

con un macrociclo tetramérico. La multiplicidad de señales para cada tipo de protón en el espectro de 1c 

sugiere diferentes ambientes químicos para cada uno de los anillos fenólicos, por lo que el patrón espectral es 

característico de la conformación de diamante.  

El confórmero más estable y con mayor rendimiento, rccc-corona, se seleccionó para ser funcionalizado en los 

grupos hidroxilos aromáticos para la generación del derivado CR-8-ALQ. Esta funcionalización se da bajo la 

reacción de sustitución nucleofílica, Figura 26.  

 

Figura 26. Esquema de reacción para la formación del macrocíclo CR-8-ALQ. 
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El seguimiento de la reacción se llevó mediante RP-HPLC donde los precursores bromuro de propargilo (tR= 

3,9 min) y el C-tetrametilcalix[4]resorcinareno (1a) (tR= 9,3 min) a 24 h de reacción disminuyeron su área 

relativa y se generó una nueva especie con tR de 15,1 min, ver Figura 27. A pesar de los intentos por enriquecer 

la especie mayoritaria (tR= 15,1 min) esta se logró obtener solo con una pureza cromatográfica del 67,0%, este 

producto fue caracterizado mediante espectrometría de masas UHPLC-MS. 

 
Figura 27. Seguimiento de la reacción de formación del macrocíclo CR-8-ALQ (t= 24 h). Bromuro de 

propargilo (tR= 3,9 min), C-tetrametilcalix[4]resorcinareno (1a) (tR= 9,3 min) 

El análisis por masas registrado en el modo de iones positivos exhibió un espectro de masas con una señal 

en m/z 849,3285 correspondiente a las especies [M+H]+ y cuya relación m/z teórica esperada para el producto 

CR-8-ALQ era de 849,33 u.m.a. Esto corrobora que se logró funcionalizar todos los grupos -OH fenólicos del 

resorcinareno, ver Figura 28.  

 
Figura 28. Perfil cromatográfico y espectro de masas ESI-Q/TOF del producto octa-funcionalizado puro 

confórmero rccc (CR-8-ALQ).  
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Para comprobar si la conformación rccc-corona del precursor C-tetrametilcalix[4]resorcinareno, se mantuvo 

luego de la funcionalización, el producto obtenido fue analizado mediante RMN-1H, en la región aromática se 

aprecian una señal a 6,72 ppm correspondiente a los protones en posición orto o meta respecto al grupo 

hidroxilo, sin embargo, una de las señales faltantes fue solapada con el solvente usado (CDCl3). En la región 

alifática se observaron dos señales, a 2,49 y 1,45 ppm, correspondientes a los grupos metilo y metino, 

respectivamente. Por lo tanto, estos patrones son consistentes con la estructura del confórmero rccc-corona 

esperado, las señales obtenidas para RMN-1H se resumen en la Tabla 11, (los espectros de RMN-1H y RMN-

13C se pueden observar en el Anexo A.1). 

Tabla 11. Desplazamientos químicos RMN-1H para el precursor 1a (rccc) y CR-8-ALQ (rccc). 

 
Estructura Protón 

Señales 
(ppm) 

1ª
 

 

1 8,53 

2 6,77 

3 6,14 

4 4,45 

5 1,39 

C
R

-8
-A

L
Q

 

 

1 7,26 

2 6,72 

3 4,61 

4 4,42 

5 2,49 

6 1,45 

b) CR-4-ALQ (rccc y rctt) 

El derivado CR-4-ALQ, ver Figura 23, se sintetizó mediante ciclocondensación catalizada por ácido, utilizando 

resorcinol y un aldehído previamente funcionalizado con el grupo propargilo. El aldehído 4-(prop-2-in-1-

iloxi)benzaldehído, fue sintetizado a partir de la reacción de sustitución nucleofílica entre el bromuro de 

propargilo y el hidroxilo aromático del p-hidroxibenzaldehído. En la Figura 29, se puede observar el perfil 
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cromatográfico de los precursores p-hidroxibenzaldehído y bromuro de propargilo (Figura 29.a y Figura 29.b, 

respectivamente), el seguimiento de la reacción se llevó a cabo mediante RP-HPLC a tiempo 0 h (Figura 29.c) 

y 4 h (Figura 29.d). Como se puede observar a un tiempo de reacción de 4 h, el precursor p-

hidroxibenzaldehído con tR= 3,9 min se consumió por completo y apareció una nueva especie en tR= 7,2 min, 

este producto fue precipitado en frío y lavado con agua. El producto de reacción fue obtenido con una pureza 

cromatográfica de 99,7%, su caracterización por LC-MS mostró una señal en m/z de 161,0568, m/z teórica es 

de 161,06, Figura 30. El análisis por RMN-1H mostró una señal a 10,08 ppm característico del aldehído, las 

señales para los protones aromáticos a 8,05 y 7,28 ppm, para el protón de -CH2- se presenta una señal a 4,96 

ppm y finalmente una señal a 2,76 ppm que integra para un protón característico para -C≡CH, esta última 

señal corrobora la funcionalización del -OH del grupo hidroxilo del precursor p-hidroxibenzaldehído, el espectro 

RMN-1H y RMN-13C se pueden encontrar en el Anexo A.2.  

 

Figura 29. Seguimiento de la reacción para la síntesis del precursor 4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldehído (p-HF). 
Perfil cromatográfico de a) p-hidroxibenzaldehído, b) bromuro de propargilo a c) t= 0 h y d) t= 4 h. 
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Figura 30. Caracterización mediante RP-HPLC y LC-MS de 4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldehído. 

 

Figura 31. Esquema de la síntesis del macrocíclo CR-4-ALQ. 
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El C-Tetra(4-(prop-2-yn-1-iloxi)fenil)calix[4]resorcinareno (CR-4-ALQ) fue sintetizado como se describe 

detalladamente en la sección de metodologías, ver Figura 31. En la Figura 32 se presenta el perfil 

cromatográfico del producto de reacción entre el 4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldehído y el resorcinol; donde se 

observan dos señales principales a tR de 9,6 min y 9,8 min. Se ha reportado que se puede obtener un solo 

confórmero o una mezcla conformacional como producto de reacción en la síntesis de este tipo de derivados, 

de manera general hay una gran tendecia a formar mezclas si el aldehído usado es aromático [134], [135]. 

Para caracterizar los dos productos principales, se llevó a cabo un proceso de purificación/separación y 

recristalización [134], luego cada producto purificado se caracterizó por RP-HPLC, RMN-1H y RMN-13C. El 

primer producto (tR=9,6 min) se obtuvo como un sólido blanco, su perfil cromatográfico muestra una sola 

especie con una pureza de 96,4% (Figura 33.a), para este producto las asignaciones de las señales de RMN-

1H a campo bajo (8,51-8,46 ppm) sugieren la presencia de protones de los diferentes grupos -OH con una 

integración para cuatro protones, así como los protones que componen el anillo aromático del resorcinol con 

señales entre 6,50-6,12 ppm, la información fue confirmada por RMN-13C con señales a 101,7 y 101,6 ppm. 

La caracterización de este producto sugiere que corresponde al confórmero rctt-silla, ver Anexo A.3. Por otro 

lado, el segundo producto se obtuvo como un sólido amarillo, que presentó una pureza cromatográfica de 

77,9%, (Figura 33.b), y su espectro de RMN-1H muestra una única señal singlete a campo bajo 8,54 ppm que 

integra para 8 protones, esto sugiere que todos los protones de los grupos -OH del resorcinol son equivalentes, 

y por tanto este producto debería corresponder al confórmero rccc-corona, Tabla 12, (el espectro RMN-1H y 

RMN-13C se pueden encontrar en el Anexo A.4). Los dos derivados de resorcinareno se caracterizaron por 

espectrometría de masas MALDI-TOF, la relación m/z teórica calculada para CR-4-ALQ fue de 1009,08 y las 

relaciones m/z obtenidas experimentalmente para el conformero rctt fue de 1009,03 y para el conformero rccc 

1008,70,ver Figura 33. 
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Figura 32. Confórmeros obtenidos en la síntesis del CR-4-ALQ funcionalizado con el grupo alquino. 

 

 
Figura 33. Perfil cromatográfico y espectro de masas (MALDI-TOF) del CR-4-ALQ: a) confórmero rctt-silla y 
b) confórmero rccc-corona purificados.  

Tabla 12. Desplazamientos químicos RMN-1H para los derivados CR-4-ALQ (rctt) y CR-4-ALQ (rccc). 
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CR-4-ALQ (rctt), silla CR-4-ALQ (rccc) corona 

Estructura Protón 
Señales 
(ppm) 

Estructura Protón 
Señales 
(ppm) 

 

1 
3,55-
3,57 

 

1 
3,55-
3,57 

2 4,62 2 4,62 

3 5,47 3 5,56 

4 5,51 4 6,12 

5 6,12 5 6,50 

6 6,27 6 6,63 

7 6,30 7 8,54 

8 6,50   

9 8,44   

10 8,51   

A continuación, se resume la caracterización de cada uno de los precursores y derivados de resorcinareno 

sintetizados y descritos previamente, Tabla 13. 

Tabla 13. Resumen de la caracterización de los precursores y derivados de calix[4]resorcinareno. 

Familia Código Compuesto 

RP-
HPLC 

tR 
(min) 

Pureza 
(%) 

MASA 

Teórica 
[M] 

m/z 
[M+H]+ 

Precursores 
1a C-tetrametilcalix[4]resorcinareno 9,9 97,8 544,6 545,2 

p-HF 4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldehído) 7,2 99,7 160,1 161,1 

Derivados 

CR-8-ALQ 
(rccc) 

Octa-2-(prop-2-in-1-iloxi)-C-
tetrametilcalix[4]resorcinareno (rccc) 

15,0 67,0 848,3 849,3 

CR-4-ALQ 
(rctt) 

C-Tetra(4-(prop-2-in-1-
iloxi)fenil)calix[4]resorcinareno (rctt) 

9,6 87,2 1008,3 1009,3 

CR-4-ALQ 
(rccc) 

C-Tetra(4-(prop-2-in-1-
iloxi)fenil)calix[4]resorcinareno (rccc) 

9,8 77,9 1008,3 1008,3 

Con los resultados obtenidos de la síntesis de los derivados de calix[4]resorcinareno se cumple la totalidad del 

objetivo específico 1. Parte de los resultados y metodologías reportadas en este apartado fueron publicados 

en la revista Antibiotics y ACS Omega, (Para más información, ver Anexo B.1 y B.2). 
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4.1.2 Síntesis y caracterización de péptidos.  

Para el desarrollo de este proyecto se obtuvieron once (11) péptidos derivados de los fragmentos 20-25 de la 

LfcinB, 32-35 de la BF y un péptido de poli-Alanina (ver Tabla 7). Las moléculas purificadas y caracterizadas, 

por cromatografía líquida (RP-HPLC) y espectrometría de masas MALDI-TOF, fueron empleadas para los 

ensayos de actividad biológica. Puntualmente, se sintetizaron, purificaron y caracterizaron: i) tres péptidos 

lineales que corresponden a las secuencias seleccionadas, estos se usaron como controles, y corresponden 

a los motivos mínimos de actividad de la LfcinB (20-25): RRWQWR (P1) y la BF (32-35): RLLR (P5) y un 

péptido palindrómico derivado de la LfcinB (20-25)pal: RWQWRWQWR (P8). ii) seis azida-péptidos, que 

contenían en el extremo N-terminal un residuo del ácido (S)-6-azido-2-(Fmoc-amino)hexanoico derivado de 

cada una de las secuencias de los péptidos control, P3: K(N3)-RRWQWR P7: K(N3)-RLLR, P9: K(N3)-

RWQWRWQWR, dos azida-péptidos que contenían una molécula espaciadora, el ácido 6-aminohexanocio 

(Ahx), entre la secuencia peptídica y ácido (S)-6-azido-2-(Fmoc-amino)hexanoico, P4: K(N3)-Ahx-RRWQWR y 

P10: K(N3)-Ahx-RLLRRLLR, y un péptido de poli Alaninas funcionalizado con azida, P11: K(N3)-AAAA. Y iii) 

dos péptidos polivalentes (tetrámeros), en donde se empleó un núcleo o core de tipo proteico, P2: 

((RRWQWR)2K-Ahx-C)2 y P6: ((RLLR)2K-Ahx-C)2. A continuación, se discutirán los resultados obtenidos de la 

síntesis de las secuencias involucradas en esta investigación junto con su caracterización. 

Todos los péptidos anteriormente descritos, fueron obtenidos mediante síntesis de péptidos en fase sólida 

(SPPS) usando la estrategia Fmoc/tBu, ver Figura 34. En esta estrategia el grupo alfa amino de cada uno de 

los aminoácidos está protegido con el grupo 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) que es estable bajo condiciones 

ácidas, a su vez las cadenas laterales están protegidas por grupos como el tertbutilo o tritilo que son lábiles a 

ácidos y estables en medio básico. Este esquema de protección ortogonal permite la desprotección selectiva 

del grupo alfa amino de los aminoácidos mientras que los grupos protectores de las cadenas laterales 

permanecen estables. La SPPS-Fmoc/tBu se puede generalizar en tres etapas: i) remoción del grupo Fmoc, 

ii) activación y acople del aminoácido (formación de un éster reactivo y del enlace peptídico) y iii) desanclaje 

del péptido del soporte sólido (clivaje) y desprotección de las cadenas laterales, como se muestra en la Figura 

34, [136]–[138]. 
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Figura 34. Esquema general de la síntesis de péptidos utilizando la metodología SPPS-Fmoc/tBu. Ejemplo 

secuencia RRWQWR 

Los resultados de síntesis (Anexo A.5) de los péptidos indicaron que la estrategia usada fue adecuada para la 

obtención de las moléculas propuestas. Específicamente, en este trabajo se implementó la 4-metilpiperidina, 

a una concentración de 2,5% (%v/v) en DMF, como reactivo para la remoción del grupo Fmoc; cabe resaltar 

que esta concentración es diez veces menor a la comúnmente usada en los protocolos reportados para la 

SPPS [115]. Para la mayoría de los aminoácidos solo se requirió un ciclo de acople para su incorporación en 

la secuencia peptídica. El coctel de clivaje TFA/agua/TIS/EDT (93/2/2,5/2,5 %v/v/v/v) fue adecuado para los 

péptidos control y precursores diméricos de los tetrámeros, sin embargo, para los péptidos funcionalizados 

con azida (P3, P4, P7, P9, P10 y P11) se evidenció en su perfil cromatográfico la presencia de dos especies 

mayoritarias; a manera de ejemplo se presenta el perfil cromatográfico para el péptido P4: K(N3)-Ahx-

RRWQWR, donde se puede observar la presencia de especies con tR entre 4,5-5,0 min, ver Figura 35.a. Con 

el fin de solventar esta dificultad en la etapa de clivaje se decidió modificar la solución utilizada, suprimiendo 

los capturadores (scavengers) y evaluando diferentes proporciones, además del coctel de clivaje mencionado 

inicialmente se probaron otras composiciones: i) TFA/agua/TIS (92/4/4 %v/v/v) y ii) TFA/agua (95/5 %v/v).  
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Figura 35. Perfiles cromatográficos para el péptido (K(N3)-Ahx-RRWQWR) obtenido al usar diferentes 

condiciones de clivaje: a) EDT/TIPS/H2O/TFA, b) TIPS/H2O/TFA, c) H2O/TFA. 

 

Como se puede observar en la Figura 35.b y Figura 35.c. al suprimir el EDT (1,2-etanoditiol) de la solución de 

clivaje el perfil cromatográfico mejoró evidenciando la presencia de dos especies mayoritarias con tR de 4,5 y 

5,1 min. Previamente Schneggenburger et. al., ya habían reportado la dificultad en el proceso de clivaje de 
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diversos péptidos de ácidos nucleicos (PNA- peptide Nucleic Acid), donde al utilizar scavengers como el EDT 

y/o TIPS da como resultado la aparición de subproductos de la reacción, donde en algunos casos se obtenía 

la especie deseada el azida-péptido, pero a su vez ocurría un proceso de reducción del grupo azida (-N3) a 

amina (-NH2) [139]. El producto crudo, obtenido al utilizar TFA/agua (95/5 %v/v) como solución de clivaje, fue 

analizado mediante ESI-Q/TOF, donde, mediante deconvolución de las señales, se obtuvo un valor de masa 

experimental de 1252,6608 u.m.a para la especie con tR: 5,1 min y 1226,6824 u.m.a para la especie con tR: 

4,5 min. Este resultado indicó que la especie con tR: 5,1 min corresponde al producto esperado (K(N3)-Ahx-

RRWQWR) cuyo valor de masa teórica esperada es 1252,72 u.m.a y la especie con tR: 4,5 min corresponde 

al producto de la reducción del grupo azida a amina (K(NH2)-Ahx-RRWQWR) cuya masa esperada era 1226,73 

u.m.a, ver Figura 36, Tabla 14. Para fines prácticos, estos péptidos no fueron sometidos al proceso de 

purificación por SPE dado que las condiciones de la reacción de química click son selectivas y la especie 

minoritaria (péptidos con amina) no es un problema en la reacción. 

 

Figura 36. TIC y espectro de masas ESI-Q/TOF de a) K(NH2)-Ahx-RRWQWR y b) K(N3)-Ahx-RRWQWR. 
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Para los péptidos P2 y P6 que corresponden a péptidos polivalentes, tetraméricos, la estrategia usada fue la 

incorporación de una Cisteína (Cys) en el extremo C-terminal de la secuencia peptídica, para la posterior 

oxidación del grupo tiol de la cadena lateral con la subsecuente formación tetrámeros, (ver Figura 37), [140], 

[141]. Para el caso de la LfcinB, se han diseñado péptidos polivalentes que presentan el motivo mínimo LfcinB 

(20-25): RRWQWR, en su forma dimérica LfcinB (20-25)2 y tetramérica LfcinB (20-25)4. Se ha evaluado tanto 

su actividad antibacteriana como anticancerígena [77], [79], [142]. Se sintetizaron dos péptidos polivalentes 

correspondientes a las secuencias P2: ((RRWQWR)2K-Ahx-C)2 y P6: ((RLLR)2K-Ahx-C)2. Estas secuencias 

peptídicas se sintetizan con el fin de generar estructuras dendriméricas con un core o núcleo diferente a los 

derivados de calix[4]resorcinareno.  

 

Figura 37. Esquema de reacción de la oxidación del grupo tiol presente en la Cys, para la obtención de 
péptidos tetraméricos a partir de dímeros. 
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Tabla 14. Resumen de la caracterización analítica de los péptidos control, azida-péptidos y tetrámeros 
derivados de la LfcinB y BF obtenidos. 

Familia Código Secuencia 
RP-HPLC 
tR (min) 

Pureza 
(%) 

MASA 

Teórica 

[M] 
m/z 

[M+H]+ 

LfcinB (20-25) 

P1 RRWQWR 4,1 92,5 985,5 986,5 

P2 ((RRWQWR)2K-Ahx-C)2 5,6 96,8 2295,1‡ 2295,1‡ 

P3 K(N3)-RRWQWR 5,1 83,7* 1139,6 1139,4 

 P4 K(N3)-Ahx-RRWQWR 5,4 79,8* 1252,5 1252,5 

BF (32-35) 

P5 RLLR 2,8 97,2 555,4 556,2 

P6 ((RLLR)2K-Ahx-C)2 5,7 95,9 2873.9 2874.9 

P7 K(N3)-RLLR 5,3 82,6* 709,5 709,9 

LfcinB (20-25)pal 
P8 RWQWRWQWR 6,5 94,2 1485,8 1484,6 

P9 K(N3)-RWQWRWQWR 7,2 70,4* 1639,9 1640,7 

Otros 
P10 K(N3)-Ahx-RLLRRLLR 6,2 92.2* 1360,9 1360,3 

P11 K(N3)-AAAA 1,7 98,1* 455,3 456,3 

* Péptido crudo, ‡Precursor dimérico  

Con los resultados obtenidos de la síntesis de péptidos se cumple a totalidad el objetivo específico 2. La 

revisión bibliográfica de las metodologías y diseños implementados en la síntesis de los péptidos sintéticos 

(péptidos funcionalizados con azida, diméricos/tetraméricos y química click) fueron consolidados y publicados 

en un artículo de revisión en la revista Current Organic Chemistry. (Para más información, ver Anexo B.3). 

4.2 Síntesis de dendrímeros mediante química click CuAAC 

a) Optimización condiciones química click 

Una vez obtenidos los resorcinarenos funcionalizados con el grupo alquino y los péptidos modificados con el 

aminoácido lisina azida (K(N3)), se procedió a la optimización de las condiciones de química click, para la 

cicloadición azida-alquino catalizada por cobre (I) (CuAAC); esta optimización de la ruta sintética incluyó 

parámetros como, solvente, proporciones, temperatura, entre otros. Previamente se reportó la síntesis de una 

quimera peptídica entre la LfcinB (20-25): RRWQWR y BF (32-35): RLLR mediante cicloadición azida alquino 

catalizada por cobre [88], como punto de partida se probaron estas condiciones optimizadas para moléculas 

peptídicas. Para ello se utilizaron los precursores azida (Fmoc-Lys(N3)-OH, P11: K(N3)-AAAA, P10: K(N3)-Ahx-
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RLLRRLLR) y precursores alquino (Fmoc-Pra-OH, p-HF). Los datos recopilados de la optimización de las 

diferentes reacciones se consolidan en la Tabla 15Tabla 15. Todos los productos fueron caracterizados 

mediante espectrometría de masas MALDI-TOF donde se corrobora la generación de los respectivos 

productos mediante la unión de los precursores azida-compuestos y alquino-compuestos mediante la 

comparación de su masa teórica y la relación m/z esperada. 

Tabla 15. Optimización condiciones química click con precursores 

Azida-
compuesto 

Alquino-Compuesto Temperatura Solvente  
Tiempo 

de 
reacción 

MASA 

Teórica 
[M] 

m/z 
[M+H]+ 

Fmoc-
Lys(N3)-OH 

Fmoc-Pra-OH 80°C MeOH:H2O 15 min 732,3 729,3 

p-HF TA DMF 1,5 h 554,2 554,2 

CR-4-ALQ (rctt) TA DMF 3 h 2584,9 2583,3 

P11 

Fmoc-Pra-OH TA DMF 24 h 790,4 790,3 

p-HF TA/40°C DMF 24 h/6 h 615,3 614,3 

CR-4-ALQ (rctt) 

TA/80°C MeOH:H2O 24 h (N/R) 2829,4 - 

TA/80°C DMF 38 h (N/R) 2829,4 - 

TA/80°C ACN 24 h (N/R) 2829,4 - 

TA DMF:H2O 2,5 h 2829,4 2831,5 

P10  p-HF 
40°C MeOH 8 h (N/R) 1520,9 - 

40°C DMF 6 h 1520,9 1519,4 

P11: K(N3)-AAAA, P10: K(N3)-Ahx-RLLRRLLR, p-HF: 4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldehído, CR-4-ALQ (rctt): C-

tetra(4-(prop-2-in-1-iloxi)fenil)calix[4]resorcinareno. N/R: No Reacción.  

 

La selección del solvente de reacción se realizó teniendo en cuenta lo reportado en literatura y basados en la 

solubilidad de cada una de las moléculas a evaluar. Inicialmente se probó la mezcla de solvente polares 

MeOH:H2O, este solvente fue apto para la reacción entre los Fmoc-aminoácidos, Fmoc-Lys(N3)-OH y Fmoc-

Pra-OH, pero no fue útil con el derivado de calix[4]resorcinareno, CR-4-ALQ (rctt), dado que este no es soluble 

en la mezcla. Cabe resaltar que para la mayoría de las reacciones probadas, la reacción click (CuAAC) en 

N,N-Dimetilformamida (DMF) genera los productos esperados a tiempos de reacción que oscilaron en un rango 

de 15 min a 24 h, esta reacción se vio favorecida al aumentar la temperatura de reacción, sin embargo, se 
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encontró que el incremento de la temperatura generó una solución viscosa difícil de manejar, por esta razón 

se decidió trabajar a temperatura ambiente (TA) con tiempos de reacción mayores. Se probó entonces la DMF 

para la reacción del CR-4-ALQ (rctt) con el péptido P11, se empleó también como solvente la DMF, que había 

funcionado en las reacciones de este péptido con Fmoc-Pra-OH y con p-HF, sin embargo, la reacción no 

procedió, Figura 38, con el macrociclo. Para derivados de calix[4]resorcinareno han reportado el acetonitrilo 

como uno de los solventes donde se puede llevar a cabo la reacción click, aunque los dos precursores, P11 y 

CR-4-ALQ fueron solubles en el solvente de reacción, esta no generó los productos esperados después de 24 

h de reacción, una de las principales causas de que no ocurriera la reacción en ACN se puede atribuir a que 

el catalizador generado in situ no es soluble en este disolvente, ver Figura 38.  

 

Figura 38. Perfil cromatográfico de la reacción de química click de P11: K(N3)-AAAA (tR: 1,7 min) y CR-4-

ALQ (rctt) (tR: 9,6 min), 24 h en a) ACN y b) DMF:H2O (2:1). 
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Finalmente, para la reacción entre CR-4-ALQ (rctt) y P11 se empleó una mezcla DMF:H2O (2:1), en la Figura 

38.b. se puede evidenciar que el P11 con tR: 1,7 min se consumió por completo y nuevas especies con tR entre 

4,3 min y 7,4 min aparecen, esta mezcla de reacción se analizó mediante espectrometría de masas en donde 

se encontró que uno de los productos correspondía al producto tetra-funcionalizado.  

En resumen, con los resultados obtenidos, se lograron definir las condiciones más favorables para la síntesis 

de los dendrímeros péptido-resorcinareno mediante cicloadición azida-alquino: como solvente una mezcla 

DMF:H2O (2:1), como catalizador la especie de cobre (I) generada in situ mediante la reacción de ascorbato 

de sodio (C6H7NaO6) y sulfato de cobre penta-hidratado (CuSO4·5H2O), todas las reacciones se realizaron a 

temperatura ambiente.  

b) Reacción click con CR-4-ALQ (rccc y rctt) 

La síntesis de los dendrímeros procede de la reacción entre el alquino-derivado de resorcinareno y el azida-

péptido. Para facilitar la lectura, a partir de este momento se nombran los dendrímeros (D) con la sigla del 

péptido correspondiente. Por ejemplo, el dendrímero entre CR-4-ALQ (rctt) y el P3, se llamará DP3. 

Optimizadas las condiciones de la reacción click (CuAAC) con los diferentes alquino- y azida-compuestos, se 

decidió sintetizar los dendrímeros DP3, DP7 y DP9, ver Tabla 8. Para ello inicialmente se partió del derivado 

de resorcinareno CR-4-ALQ (rctt), cuya sustitución es inferior al octa-funcionalizado, esto con el fin de evaluar 

si se puede llegar a presentar impedimento estérico en la incorporación de las secuencias peptídicas. Así se 

probaron las siguiente reacciones con péptidos funcionalizados con: i) una molécula espaciadora, el ácido 6-

aminohexanoico (P4 y P10), ii) sin molécula espaciadora, y variando la longitud de la cadena entre 4 

aminoácidos para el caso del derivado de BF (P7) y 8-11 aminoácidos para los derivados de LfcinB (P3 y P9, 

respectivamente), estas modificaciones nos permitieron evidenciar si la hidrofobicidad o la longitud de la 

cadena afectan la completa sustitución de los derivados de resorcinareno mediante química click. En la Tabla 

16, se presentan las condiciones, así como la caracterización parcial de los productos de reacción obtenidos. 
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Tabla 16. Resumen de las condiciones y caracterización de la síntesis de los dendrímeros péptido-
resorcinareno. 

Dendrímero 
Azida-

compuesto 
Alquino-

compuesto 

Tiempo 
de 

reacción 

Pureza 
(%) 

RP-
HPLC 

tR 
(min) 

Funcionalización 

MASA 

Teórica 
[M] 

m/z 
[M+H]+ 

DP4 P4 
CR-4-ALQ 

(rctt) 
48 h 

- - Mono 2262,6 - 

- - Di 3516,1 - 

- - Tri 4769,5 - 

- - Tetra 6023,0 - 

DP10 P10 
CR-4-ALQ 

(rctt) 
48 h 

- - Mono 2369,5 2373,6 

- - Di 3730,2 3732,3 

- - Tri 5091,1 5093,0 

- - Tetra 6452,1 - 

DP3 P3 
CR-4-ALQ 

(rctt) 
2 h 74,6 6,4 Tetra 5566,8 5575,2 

DP7 (rctt) P7 
CR-4-ALQ 

(rctt) 
2 h 96,4 6,0 Tetra 3847,2 3847,5 

DP7 (rccc) P7 
CR-4-ALQ 

(rccc) 
2 h 96,4 6,0 Tetra 3847,2 3847,5 

DP9 P9 
CR-4-ALQ 

(rctt) 
6 h 

- - Mono 2648,2 2662,4 

- - Di 4288,0 4356,2 

- - Tri 5927,9 6042,8 

- - Tetra 7567,7 - 

P4: K(N3)-Ahx-RRWQWR, P10: K(N3)-Ahx-RLLRRLLR, P3: K(N3)-RRWQWR, P7: K(N3)-RLLR, P9: K(N3)-

RWQWRWQWR 

Para el caso de la reacción de CuAAC entre CR-4-ALQ (rctt) y los péptidos P4 y P10, donde tenemos la 

presencia del espaciador, ácido 6-aminohexanoico, los tiempos de reacción fueron prolongados (48 h) y el 

perfil cromatográfico mostró la presencia de varias especies sin obtenerse una especie mayoritaria; el análisis 

mediante espectrometría de masas MALDI-TOF del producto obtenido nos sugiere que la funcionalización fue 

incompleta obteniéndose los productos mono, di, tri-funcionalizado y en ninguno de los casos tetra 

funcionalizado, ver Figura 39.  
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Figura 39. Perfil cromatográfico (izquierda) y espectro de masas (derecha) del producto de reacción entre el 
macrociclo CR-4-ALQ (rctt) y a) P4: K(N3)-Ahx-RRWQWR o b) P10: K(N3)-Ahx-RLLRRLLR. 

 

Al emplear para la reacción de química click las secuencias peptídicas sin espaciador (P3: K(N3)-RRWQWR, 

P7: K(N3)-RLLR), los tiempos de reacción fueron menores (hasta las 2 h), y adicionalmente se observó una 

especie mayoritaria. La reacción con P7 mostró un perfil cromatográfico más limpio con un mayor rendimiento 

(75,6%) en comparación a P3 (56,6%) lo que nos sugiere que la incorporación de secuencias cortas es más 

viable al momento de obtener producto con una funcionalización completa, ver Figura 40.a y Figura 40.b. Con 

el fin de corroborar que la longitud de la secuencia y que la presencia del ácido 6-aminohexanoico afecta la 

funcionalización completa del derivado de resorcinareno, se decidió evaluar la viabilidad sintética del 

dendrímero con el P9: K(N3)-RWQWRWQWR, como se puede observar, aunque el tiempo de reacción 

disminuyó en comparación con P4 y P10, el producto presentó una mezcla de productos con funcionalizaciones 

incompletas; encontrando especies correspondientes al resorcinareno CR-4-ALQ (rctt) mono, di y tri sustituido 

con P9. 
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Figura 40. Perfil cromatográfico del producto de reacción de CuAAC entre a) CR-4-ALQ (rctt) y P7 y b) CR-4-
ALQ (rctt) y P3 y c) CR-4-ALQ (rctt) y P9. 

A continuación, se presentan los resultados obtenidos para el dendrímero DP7 (rctt): CR-4-ALQ(rctt)-(AAC-(K)-

RLLR)4. En la Figura 41 aparece el esquema de reacción de química click para la obtención de DP7. 

 
Figura 41. Esquema de la síntesis del dendrímero DP7: CR-4-ALQ(rctt)-(AAC-(K)-RLLR)4 
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El seguimiento de la reacción de cicloadición entre CR-4-ALQ (rctt) y el péptido P7: K(N3)-RLLR, se realizó a 

través del análisis por RP-HPLC, para lo que fueron tomadas alícuotas a diferentes tiempos de reacción (Figura 

42). En el tiempo inicial de reacción (0 h) se observaron las señales correspondientes al péptido P7 (tR: 5,3 

min) y el resorcinareno funcionalizado CR-4-ALQ (rctt) (tR: 9,6 min), se evidenció la aparición de nuevas 

especies con tiempos de retención intermedios. Después de una hora y media de reacción (1,5 h) se observó 

una especie mayoritaria con tR de 6,0 min, se evidencia que la señal del CR-4-ALQ (rctt) se ha reducido a un 

10% de la inicial y aún se observa péptido P7 (adicionado en exceso). Las señales que estaban a tiempos de 

retención de 6,3, 7,2 y 7,9 min desaparecieron, sugiriendo que son especies correspondientes a conjugación 

incompletas del péptido al resorcinareno, (mono, di o tri sustituido).  

 
Figura 42. Seguimiento, mediante RP-HPLC, de la reacción de obtención del dendrímero DP7: CR-4-ALQ(rctt)-
(AAC-(K)-RLLR)4.  

Los productos obtenidos fueron purificados mediante RP-SPE para retirar el exceso de catalizador, solvente y 

otras especies que no reaccionaron. El perfil cromatográfico del producto puro se muestra en la Figura 43, así 

como su caracterización mediante espectrometría de masas MALDI-TOF, donde se encontró la relación m/z 

3847,5 correspondiente a la señal de la especie [M+H]+ del dendrímero tetra funcionalizado (m/z monoisotópica 
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teórica: 3847,2 u.m.a). En la Tabla 17, se pueden encontrar los datos de caracterización, tanto para los 

precursores peptídicos como el núcleo de resorcinareno al igual que los dendrímeros sintetizados. 

 

Figura 43. a) Perfil cromatográfico y espectro MALDI-TOF MS del dendrímero DP7 purificado: CR-4-ALQ(rctt)-
(AAC-(K)-RLLR)4 y b) HR-MS del dendrímero DP7, se muestran las señales correspondientes a la distribución 
isotópica de la especie [M+4H]4+; monoisotópico experimental M es 3846,28 u.m.a. c) HR-MS del dendrímero 
DP3, se muestran las señales correspondientes a la distribución isotópica de la especie [M+7H]7+; 
monoisotópico experimental M es 5572,84 u.m.a. 

Los resultados obtenidos en la optimización de las condiciones de reacción (ver Tabla 16) y de los dendrímeros 

sintetizados, ver Tabla 17, sugieren que: i) entre mayor sea la funcionalización del derivado de resorcinareno 

menos viable será la reacción, por esta razón se descartó el uso del derivado octa-funcionalizado CR-8-ALQ, 

ii) al incorporar la molécula espaciadora (Ahx) las secuencias peptídicas se hacen más apolares esto generó 

una funcionalización incompleta obteniéndose productos mono, di y tri sustituidos, iii) la reacción de secuencias 
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peptídicas cortas con el núcleo de resorcinareno se ve favorecida tal vez por reducción del impedimento 

estérico (resultados de los dendrímeros DP3 y DP9), iv) con los resultados de los dendrímeros DP7(rctt) y 

DP7(rccc) se evidencia que la conformación no es un parámetro determinante en la reacción click. Sin embargo, 

el rendimiento del confórmero rccc fue inferior. 

Tabla 17. Resumen de la caracterización de dendrímeros péptido-resorcinareno. 

Código Dendrímero 

RP-HPLC 

Rendimiento 
(%) 

MASA  

tR 
(min) 

Pureza 
(%) 

Teórica 

[M] 

Exp. 
[M+H]+ 

m/z 

DP3 CR-4-ALQ-(AAC-(K)-RRWQWR)4 6,4 74,6 56,6 5570,4 5575,2 

DP7 (rctt) CR-4-ALQ(rctt)-(AAC-(K)-RLLR)4 6,0 96,4 75,6 3847,2 3847,5 

DP7 (rccc) CR-4-ALQ(rccc)-(AAC-(K)-RLLR)4 6,0 88,7 60,1 3847,2 3844,2 

DP9 CR-4-ALQ-(AAC-(K)-RWQWRWQWR)4 7,4 55,2 - 7567,71 - 

Con los resultados obtenidos de la optimización de la ruta sintética vía química click y la síntesis de los 

dendrímeros péptido-resorcinareno se cumple la totalidad del objetivo específico 3. La revisión bibliográfica 

sobre condiciones de química click usada en derivados de calix[4]resorcinareno se consolidaron en un artículo 

de revisión publicado en la revista ACS Omega. Parte de los resultados de la funcionalización de los péptidos 

sintéticos y optimización de la reacción click CuAAC en secuencias derivadas de LfcinB y BF fueron publicados 

en la revista ChemistrySelect. (Para más información, ver Anexos B.4 y B.5). 

4.3 Actividad Antimicrobiana 

A los péptidos control y dendrímeros obtenidos con mayor rendimiento se les evalúo su actividad 

antimicrobiana. Con estos ensayos se pretendía determinar si los péptidos RRWQWR y RLLR unidos a un 

núcleo de resorcinareno (CR-4-ALQ (rctt)), mediante ciclación intramolecular con puente triazol, presentaba o 

no actividad antimicrobiana frente a cepas de referencia, E coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, aislados 

clínicos de E. coli y S. aureus y cepas de Candida spp. 
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4.3.1 Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) y Concentración Mínima 
Bactericida (CMB) 

Inicialmente, los péptidos control lineales ( P1 y P5) y tetraméricos (P2 y P6), el resorcinareno CR-4-ALQ(rctt) y 

los dendrímeros sintetizados (DP3 y DP7) se probaron frente a una cepa de referencia de E. coli (American 

Type Culture Collection) sensible a ciprofloxacino (ATCC 25922), en la Tabla 18 se resumen los resultados 

encontrados: (i) Los péptidos lineales y el núcleo, CR-4-ALQ(rctt), no fueron activos contra la cepa ensayada a 

las concentraciones estudiadas (CMI de 203 µM para P1, >359 µM para P5 y >198 para CR-4-ALQ(rctt)). 

Mientras que, (ii) los dendrímeros DP3, DP7 (rctt) y DP7 (rccc) presentaron actividad antibacteriana con CMI 

de 36, 13 y 52 µM, respectivamente. (iii) Al comparar la actividad de las secuencias polivalentes construidas 

sobre un núcleo proteico versus la presentada por las moléculas construidas sobre el núcleo de resorcinareno 

(DP7 vs P6 y DP3 vs P2), se observa que la actividad antibacteriana es similar; por ejemplo, DP7 (rctt) y P6 

que presentan cuatro copias de la secuencia RLLR mostraron CMI de 13 y 18 µM, respectivamente frente a 

E. coli ATCC 25922. (iv) Si comparamos la actividad del dendrímero DP7 (rctt) y DP7 (rccc) cuya conformación 

es diferente (silla y corona, respectivamente) se evidencia que la actividad frente a E. coli ATCC 25922 es 

dependiente de la conformación del dendrímero, para DP7 (rctt) se encontró una CMI de 13 µM en 

comparación al dendrímero DP7 (rccc) que, aunque fue activo, presentó una CMI cuatro veces mayor (52 µM).  

Tabla 18. Actividad antibacteriana de los péptidos control y los dendrímeros péptido-resorcinareno. Los valores 
de MIC/MBC se expresan en µM. 

Actividad antibacteriana contra ATCC E. coli 25922 S. aureus 25923 

Familia Secuencia 
CMI/CMB 

µM (µg/mL) 
CMI/CMB 

µM (µg/mL) 

Controles 

P1: RRWQWR 203/203 (200/200) >203/>203 (200/200) 

P5: RLLR >359/>359 (>200/>200) >359/>359 (>200/>200) 

P2: ((RRWQWR)2K-Ahx-C)2 22/44 (100/200) 22/44 (100/200) 

P6: ((RLLR)2K-Ahx-C)2 18/36 (50/100) 36/36 (100/100) 

CR-4-ALQ(rctt) >198/>198 (>200/>200) >198/>198 (>200/>200) 

Dendrímeros 

DP3: CR-4-ALQ(rctt)-(AAC-(K)-RRWQWR)4 36/36 (200/200) ND 

DP7 (rctt): CR-4-ALQ(rctt)-(AAC-(K)-RLLR)4 13/26 (50/100) 13/>52 (50/>200) 

DP7 (rccc): CR-4-ALQ(rccc)-(AAC-(K)-RLLR)4 52/>52 (200/>200) ND 

ND: No Determinado 
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Luego, se seleccionó el dendrímero DP7 (rctt), que presentó la mayor actividad antibacteriana contra E. coli, 

para ser evaluado frente a S. aureus. DP7 (rctt) presentó una CMI de 13 µM en comparación con la CMI del 

péptido de control P5 >359 µM, ver Tabla 18, este resultado es muy interesante ya que, para la mayoría de 

los casos, los péptidos sintéticos que son activos contra cepas Gram-negativas resultan ser poco activos en 

cepas Gram-positivas, esto debido en gran parte a la diferencia estructural de sus membranas. El dendrímero 

DP7 (rctt) fue activo tanto en la cepa Gram-negativa como Gram-positiva con valores de CMI iguales. Los 

controles usados presentaron en S. aureus (25923) el mismo comportamiento que el descrito para la cepa de 

referencia de E. coli. Una vez establecido que los dendrímeros presentaron actividad antibacteriana contra 

cepas de referencia, se procedió a evaluar su actividad contra aislados clínicos sensibles, resistentes y 

multirresistentes de E. coli y S. aureus. Se seleccionaron entonces para este análisis los dendrímeros DP7 

(rctt) y DP7 (rccc), los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 19.  

Tabla 19. Actividad antibacteriana contra aislados clínicos de los dendrímeros DP7 (rctt): CR-4-ALQ(rctt)-(AAC-
(K)-RLLR)4 y DP7 (rccc): CR-4-ALQ(rccc)-(AAC-(K)-RLLR)4. Los valores de CMI/CMB se expresan en 
concentración µM. 

Actividad antibacteriana de los dendrímeros DP7 (rctt) y DP7 (rccc) frente a aislados clínicos 

Cepa Código 
Sensible (S) 

Resistente (R) 
Multirresistente (M) 

Resistente a: 
DP7 (rctt) DP7 (rccc) 
CMI/CMB  

µM (µg/mL)  
CMI/CMB  

µM (µg/mL) 

E. coli 

1004 S - 26/>52 (100/>200) 52/>52 (200/>200) 

129797 R AM, SAM, CEF 26/52 (100/200) 26/>52 (100/>200) 

301755 M 
AM, SAM, CPE, CAZ, 
CAX, CIP, GEN, NIT, 

NOR, STX 
13/26 (50/100) 26/52 (100/200) 

S. aureus 

109095 R P 26/52 (100/200) 52/52 (200/200) 

117719 M P, TET 52/52 (200/200) 52/>52 (200/>200) 

124653 M P, ERY, TET 13/52 (50/200) 26/>52 (100/>200) 

P: penicilina, TET: tetraciclina, ERY: eritrosina, AM: ampicilina, SAM: ampicilina/sulbactam, CPE: cefepima, CAZ: 
ceftazidima, CAX: ceftriaxona, CIP: ciprofloxacina, GEN: gentamicina, NIT: nitrofuranto-in, NOR: norfloxacina, STX: 
trimetoprima/sulfametoxazol. 

 

La cepa multirresistente de E. coli (301755) fue la más sensible al efecto del dendrímero DP7 (rctt) con una 

CMI de 13 µM, esta cepa es resistente a diversos antibióticos convencionales como ampicilina, ciprofloxacino, 

entre otros. Para el caso de las cepas resistente y sensible (129797 y 1004) la CMI exhibida por DP7 (rctt) fue 

de 26 µM. Por otro lado, con las cepas de S. aureus DP7 (rctt) fue más activo contra la cepa 124653 (CMI 13 
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µM), que es resistente a penicilina, tetraciclina y eritrosina; con las otras dos cepas 109095 (resistente) y 

117719 (multirresistente) también presentó actividad con CMI de 26 y 52 µM, respectivamente. En resumen, 

el dendrímero DP7 (rctt) presentó actividad contra cepas de E. coli y S. aureus, sensibles, resistentes y 

mutirresistentes, con CMI que variaron de 13 a 52 µM, Tabla 19. De manera general la actividad de DP7 (rctt) 

y DP7 (rccc) fueron similares, sin embargo, el valor de CMB para DP7 (rccc) en todos los casos fue superior a 

los exhibidos por DP7 (rctt). 

4.3.2 Curvas de Letalidad-Muerte y Sinergia 

La cinética de inhibición del crecimiento causada por el dendrímero DP7 (rctt): CR-4-ALQ(rctt)-(AAC-(K)-RLLR)4, 

se evaluó frente a todas las cepas estudiadas. Contra E. coli ATCC 25922, el dendrímero DP7 (rctt), presentó 

un efecto bactericida a concentraciones de 26 µM (CMI) y 52 µM (2×CMI), ver Figura 44.a. Y se observó un 

efecto bacteriostático a 13 µM (0,5×CMI), en esta concentración exhibió un efecto inhibidor significativo en 

comparación con la curva de crecimiento normal. Por otro lado, el efecto de DP7 (rctt) en la cepa de S. aureus 

ATCC 23922, no se presentó prolongación de la fase de latencia (adaptación) para este caso, solo exhibió 

efecto bacteriostático a una concentración de 52 µM (2xCMI), Figura 44.b.  

 
Figura 44. Curva de cinética de inhibición de crecimiento. a) Las cepas de E. coli ATCC 25922 y b) S. aureus 
ATCC 23922 se incubaron con dendrímero DP7 (rctt) durante 48 h utilizando concentraciones de dendrímero 
correspondientes a 0,5×CMI (línea verde), CMI (línea marrón) y 2×CMI (línea roja). Como antibiótico se empleó 
en a) Ciprofloxacino y en b) Vancomicina. 
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A las concentraciones evaluadas en la cinética de inhibición, el dendrímero no presentó actividad hemolítica 

significativa, para todos los casos fue menor al 4,3%, ver Tabla 20. Frente a la cepa de E. coli más sensible 

(ATCC 25922), se determinó si presenta un efecto sinérgico con CIP. Para todos los casos, el índice FIC 

calculado presenta una actividad indiferente (I), lo que sugiere que el dendrímero DP7 (rctt) actúa de manera 

más eficiente al ser usado de manera individual como tratamiento, ver Tabla 20. 

Tabla 20. Actividad hemolítica, bacteriostática y bactericida del dendrímero DP7 (rctt): CR-4-ALQ(rctt)-(AAC-
(K)-RLLR)4 y prueba de sinergia de mezclas de ciprofloxacina CIP (1) y dendrímero DP7 (rctt) (2). 

Actividad Bacteriostática y Bactericida del dendrímero DP7 (rctt) 

Cepa Código Efecto µM (µg/mL) µM/H% 
Bacteriostático Bactericida 

E. coli 

ATCC 25922 13 (50) 26 (100) 13/3,7 

1004 >52 (>200) >52 (>200) 52/4,3 

129797 >52 (>200) >52 (>200) 52/4,3 

301755 >52 (>200) >52 (>200) 52/4,3 

S. aureus 

ATCC 23922 26 (100) >26 (>100) 26/4,0 

109095 52 (>200) >52 (>200) 52/4,3 

117719 >104 (>400) >104 (>400) 52/4,3 

124653 >26 (>100) >26 (>100) 26/4,0 

Ensayo de Sinergia contra E. coli ATCC 25922 

CIP (1) y Dendrímero (2) 
mixture (1/2 µg/mL) 

FIC (MIC) Índice FIC Actividad 
1 2 

0,0058/3,125 2,00 0,0625 2,10 I 

0,0058/6,25 2,00 0,125 2,10 I 

0,0058/12,5 2,00 0,25 2,30 I 

0,0058/25 2,00 0,5 2,50 I 

0,0029/50 0,125 1,00 1,10 I 

0,00018/100 0,0625 2,00 2,10 I 

Promedio 2,00 I 

Valores de CMI para (1) (0,0029 µg/mL) y (2) (50 µg/mL); Indiferencia (I) cuando FIC>1,00. 

En general, los dendrímeros son moléculas que contienen cuatro secuencias anfipáticas, hidrofóbicas y 

cargadas positivamente. Estos resultados son consistentes con informes anteriores que sugieren que un 

aumento en la hidrofobicidad, la carga neta positiva y la anfipaticidad podrían mejorar la interacción e 

internalización de la membrana bacteriana de péptidos [143]. 

Con los resultados obtenidos en la evaluación de la actividad antibacteriana de los dendrímeros péptido-

resorcinareno y péptidos control se cumple parcialmente el objetivo específico 4. Los resultados de actividad 
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de los péptidos control fueron publicados en la revista Chemistry & Biodiversity y RSC Advances. (Para más 

información, ver Anexos B.6 y B.7). 

4.4 Actividad antifúngica 

Para evaluar la actividad antifúngica se seleccionó el dendrímero que presentó mayor actividad antibacteriana 

y mejor rendimiento, DP7 (rctt): CR-4-ALQ(rctt)-(AAC-(K)-RLLR)4. El dendrímero fue evaluado frente a cepas de 

C. albicans y C. auris. En el caso de C. albicans se ensayó una cepa sensible (SC5314) y otra resistente a 

fluconazol (FLC), 256 HUSI-PUJ correspondiente a un aislado clínico. Para C. auris se empleó la cepa de 

referencia (435, sensible) y un aislado clínico resistente a FLC y a anfotericina B (537). 

Tabla 21. Actividad antifúngica del dendrímero DP7 (rctt): CR-4-ALQ(rctt)-(AAC-(K)-RLLR)4. 

Actividad antifúngica del dendrímero DP7 (rctt): CR-4-ALQ(rctt)-(AAC-(K)-RLLR)4 

Cepa Código 
Sensible (S) 

Resistente (R) 
Resistente a: 

CMI/CMF 
µM (µg/mL) 

C. albicans 
SC5314 S - 26/26 (100/100) 

256 HUSI-PUJ R FLC 13/13 (50/50) 

C. auris 
435 HUSI-PUJ S FLC 26/>26 (100/>100) 

537 HUSI-PUJ R FLC, AmB >26/>26 (>100/>100) 

FLC: Fluconazol, AmB: Anfotericina B. 

Los estudios de actividad antifúgica de DP7 (rctt) mostraron valores de CMI y CMF de 26 µM para C. albicans 

ATCC SC5314 cepa sensible a fluconazol, interesantemente, el aislado de C. albicans 256 HUSI-PUJ 

resistente a fluconazol, fue más sensible al dendrímero, con valores de CMI y CMF de 13 µM. Las cepas de 

C. auris fueron menos sensibles al efecto de DP7 (rctt), ver Tabla 21. Previamente, se había evaluado la 

actividad antifúngica del péptido palindrómico BF(32-35)pal: RLLRRLLR, que presenta dos copias de BF (32-

35) frente a C. Albicans ATCC SC5314 y el aislado de C. Albicans 256 HUSI-PUJ encontrándose valores de 

CMI >183 µM [144], [145], mientras que el dendrímero DP7 mostró una mayor actividad antifúngica con valores 

de CMI de 26 y 13 µM, respectivamente. Estos resultados sugieren que la presentación de la secuencia en el 

dendrímero puede ser la causa de que se potencie la actividad antifúngica.  
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Los ensayos de actividad antifúngica no estaban involucrados dentro de los objetivos de este trabajo por lo 

que son un logro adicional. Parte de los resultados y optimización de las metodologías fueron publicados en 

la revista Antibiotics (Para más información, ver Anexos B.8 y B.9). 

4.5 Actividad citotóxica 

La actividad citotóxica de los dendrímeros DP7 (rctt)y DP3 , fue evaluada mediante el ensayo de hemólisis. El 

porcentaje de actividad hemolítica para los péptidos control había sido previamente reportado, en el caso del 

péptido LfcinB (20-25): RRWQWR (P1) presentó un porcentaje de hemólisis del 1%, mientras que el péptido 

BF(32-35): RLLR (P5) presentó una alta actividad hemolítica con un 63% a una concentración de 200 µg/mL 

[11], [146]. Los dendrímeros DP3 y DP7 (rctt), fueron evaluados a diferentes concentraciones, ver Figura 45. 

Se puede observar que DP7 (rctt) presentó valores de hemólisis inferiores al 5% para todas las 

concentraciones evaluadas; lo cual contrasta con la secuencia original (P5) RLLR que es altamente hemolítica. 

Por otro lado, DP3 presentó valores inferiores al 10% de hemólisis a concentraciones inferiores a 100 µg/mL; 

pero causó un porcentaje de hemólisis cercano al 15% a una concentración de 200 µg/mL. Podemos inferir 

que la generación de dendrímeros promovió una disminución de la actividad hemolítica del péptido BF(32-35): 

RLLR y a su vez no genera un aumento considerable de la actividad hemolítica en secuencias como 

RRWQWR. 
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Figura 45. Actividad hemolítica de dendrímeros peptídicos de resorcinareno derivados de LfcinB (20-25) y BF 
(32-35). 
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Finalmente, se evaluó la actividad citotóxica de los dendrímeros péptido-resorcinareno, frente a diferentes 

líneas celulares tanto cancerosas como no cancerosas; estas fueron fibroblastos (cultivo primario normal) y 

dos líneas de cáncer la MCF-7 (cáncer de mama) y Hela (cáncer de cervix), los resultados obtenidos (ver 

Figura 46), sugieren que no presentan ningún tipo de efecto en estos modelos. De igual manera, el péptido 

LfcinB (20-25): RRWQWR ha sido probado previamente y este al igual que su dendrímero no presenta ningún 

efecto contra las líneas celulares evaluadas, sin embargo, si se puede inferir que aunque la polivalencia en 

algunos casos potenciaron la actividad anticancerígena contra MCF-7 como lo fue para el péptido tetramérico 

LfcinB (20-25)4: (RRWQWR)4-K2-C2 [147], la polivalencia no es el único criterio que se debe considerar para 

que una molécula presente actividad anticancerígena, dado que los dendrímeros aquí sintetizados cumplían 

con este criterio, aun así no presentaron ningún tipo de efecto contra esta línea celular. Este resultado, sugiere 

la acción selectiva de los dendrímeros como posibles agentes antimicrobianos en bacterias y/o hongos, 

generando una selectividad a estos patógenos y no a las células en un posible modelo in vivo. 

 

Figura 46. Actividad citotóxica sobre fibroblastos y líneas MCF-7 y HeLa de los dendrímeros a) DP3 y b) DP7 
(rctt).  

Los ensayos de actividad citotóxica no están involucrados dentro de los objetivos por lo que son un logro 

adicional. Los resultados de actividad antibacteriana, antifúngica y citotóxica fueron publicados en la 

publicación en la revista Antibiotics (Para más información, ver anexo B.1).  
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5. Conclusiones 

Once péptidos derivados de las secuencias LfcinB(20-25): RRWQWR y BF(32-35): RLLR fueron sintetizados 

usando de la síntesis de péptidos en fase sólida (SPPS), y la estrategia Fmoc/tBu. Por familia se incluyeron 

análogos lineales, análogos polivalentes (tetrámeros) y cuatro péptidos funcionalizados con azida en el 

extremo N-terminal, para dos de ellos se incluyó en la secuencia una molécula espaciadora (Ahx). Se optimizó 

el reactivo empleado para la remoción del grupo Fmoc del alfa-amino de los aminoácidos; reduciendo la 

concentración de la 4-metilpiperidina a una décima parte de la concentración comúnmente empleada en SPPS-

Fmoc/tBu. Se evidenció como subproducto del clivaje de los azida-péptidos un producto en el que la azida se 

redujo agrupo amino; el coctel de clivaje que mostró un menor porcentaje de este subproducto fue el que 

contenía el ácido trifluoroacético y como scavenger el agua.  

Por otro lado, dos núcleos derivados de calix[4]resorcinareno fueron sintetizados mediante ciclocondensación 

catalizada por acido entre un aldehído y resorcinol. Estas moléculas precursoras se obtuvieron con porcentajes 

de pureza cromatográficas superiores al 80% y su caracterización mediante masas corroboró que se 

obtuvieron las especies deseadas. Los resorcinarenos fueron funcionalizados con el grupo alquino en los 

grupos hidroxilos fenólicos y en el puente de metileno, para este último fue necesario usar en la reacción de 

formación del resorcinareno el 4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldehído. Para el caso de los derivados de alquino-

resorcinareno se evidenció a formación de confórmeros, así, para el resorcinareno CR-8-ALQ se obtuvo la 

configuración corona-rccc de manera mayoritaria, mientras que para el resorcinareno CR-4-ALQ se lograron 

obtener y aislar los confórmeros silla-rctt y corona-rccc.  

A partir de los azida-péptidos, P3: K(N3)-RRWQWR y P7: K(N3)-RLLR, y el macrociclo funcionalizado CR-4-

ALQ con el grupo alquino, fue posible sintetizar tres dendrímeros tetra-funcionalizados obtenidos por la 
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reacción de cicloadición de azida-alquino catalizada por cobre, CuAAC (química click). Parámetros como 

solvente, proporciones, temperatura y catalizador, fueron optimizados uno a uno, encontrando que las mejores 

condiciones para llevar a cabo esta reacción click entre péptidos y derivados de resorcinareno son: solvente 

DMF:H2O (2:1), temperatura ambiente, tiempos de reacción de 2 horas, catalizador CuSO4∙5H2O y ascorbato 

de sodio. Se evidencio que secuencias largas necesitan mayores tiempos de reacción y se presentan mayores 

subproductos correspondientes a funcionalizaciones incompletas. Los dendrímeros DP3 y DP7 se obtuvieron 

con purezas cromatográficas superiores al 80%. 

Estos nuevos dendrímeros presentaron actividad antimicrobiana contra E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 

23922 y aislados clínicos bacterianos y cepas de Candida spp. (con valores de CMI que variaron entre 13 y 

52 µM), esta actividad fue superior a la presentada por los péptidos control y el núcleo de resorcinareno, 

sugiriendo que la estructura polivalente potencia la actividad antimicrobiana. Los dendrímeros péptido-

resorcinareno no presentaron efecto citotóxico en sangre, fibroblastos o líneas celulares de cáncer, lo que 

significa que moléculas pueden ser consideradas como agentes antimicrobianos selectivos.  

En este trabajo se estableció una nueva ruta para la síntesis de dendrímeros funcionalizados con secuencias 

peptídicas, en los que se incluyó un núcleo no proteico, es la primera vez que se reporta la síntesis de 

dendrímeros tetra-funcionalizados con secuencias derivadas de LfcinB y BF y se demostró que estas 

macromoléculas presentan actividad antimicrobiana contra cepas Gram-positivas y Gram-negativas, sensibles 

y resistentes a antibióticos; adicionalmente presentaron actividad antifúngica.   



 99 

 

 

6. Productos Académicos 

Parte de los resultados obtenidos en esta tesis doctoral fueron publicados en las siguientes modalidades: (i) 

nueve (9) publicaciones en revista científica indexada, (ii) cinco (5) presentaciones de póster en congreso 

científico internacional/nacional y (iii) una (1) presentación oral en congreso científico nacional. 

Los artículos científicos y certificados de participación fueron consignados en el anexo B de la siguiente 

manera: 

Artículos Científicos:  

1. Título del artículo: Use of Click Chemistry for Obtaining an Antimicrobial Chimeric Peptide Containing the 

LfcinB and Buforin II Minimal Antimicrobial Motifs 

Revista: ChemistrySelect 

Estado: Publicado (2020) 

Descripción: En este artículo se reportan los estudios preliminares de las condiciones de reacción de 

química click usadas en la síntesis de los dendrímeros péptido-resorcinareno. 

2. Título del artículo: Short peptides conjugated to non-peptidic motifs exhibit antibacterial activity 

Revista: RSC Advances 

Estado: Publicado (2020) 

Descripción: En este artículo se reportan la actividad antibacteriana contra E. coli ATCC 25922 y 

S. aureus ATCC 25923 de los péptidos control RRWQWR y RWQWRWQWR. 

3. Título del artículo: Designing Short Peptides: A Sisyphean Task? 

Revista: Current Organic Chemistry 

Estado: Publicado (2020) 
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Descripción: Artículo de revisión como parte del estado del arte de esta investigación. En este, se 

plantean las posibles estrategias químicas que pueden ser empleadas para potenciar la actividad 

antimicrobiana de péptidos sintéticos. 

4. Título del artículo: Designing Chimeric Peptides: A Powerful Tool for Enhancing Antibacterial Activity 

Revista: Chemistry & Biodiversity 

Estado: Publicado (2020) 

Descripción: En este artículo se reportan la actividad antibacteriana contra E. coli ATCC 25922 y 

S. aureus ATCC 25923 de los péptidos control RLLR y RLLRRLLR, así como la optimización del 

ensayo de sinergia que se realizó como un trabajo complementario a los objetivos propuestos. 

5. Título del artículo: Efficient Separation of C-Tetramethylcalix[4]resorcinarene Conformers by Means 

of Reversed-Phase Solid-Phase Extraction 

Revista: ACS Omega 

Estado: Publicado (2022) 

Descripción: En este artículo se reporta el nuevo método para purificación de derivados de C-

tetrametilcalix[4]resorcinareno por RP-SPE que se desarrolló como parte de esta investigación y que 

fue empleado para la purificación de los derivados sintetizados. 

6. Título del artículo: Chimeric Peptides Derived from Bovine Lactoferricin and Buforin II: Antifungal 

Activity against Reference Strains and Clinical Isolates of Candida spp. 

Revista: Antibiotics 

Estado: Publicado (2022) 

Descripción: En este artículo se reportan los resultados de la actividad antifúngica de los péptidos 

control RLLR y RLLRRLLR contra los aislados fúngicos clínicos usados en el actual proyecto como 

complemento al objetivo específico 4. 
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7. Título del artículo: In Vitro Antifungal Activity of Chimeric Peptides Derived from Bovine Lactoferricin 

and Buforin II against Cryptococcus neoformans var. grubii 

Revista: Antibiotics 

Estado: Publicado (2022) 

Descripción: Investigación complementaria donde se reportan los resultados de la actividad 

antifúngica contra Cryptococcus neoformans var. grubii de los péptidos control RRWQWR y 

RLLRRLLR. Así como la optimización del ensayo de concentración minina fungicida.  

8. Título del artículo: Copper(I)-Catalyzed Alkyne–Azide Cycloaddition (CuAAC) “Click” Reaction: A 

Powerful Tool for Functionalizing Polyhydroxylated Platforms 

Revista: ACS OMEGA 

Estado: Publicado (2023) 

Descripción: Artículo de revisión como parte del estado del arte de esta investigación. En este, se 

plantean las condiciones click usadas en la actualidad para bases polihidroxiladas del tipo calixareno 

y resorcinareno.  

9. Título del artículo: Peptide-Resorcinarene Conjugates Obtained via Click Chemistry: Synthesis and 

Antimicrobial Activity  

Revista: Antibiotics 

Estado: Publicado (2023) 

Descripción: En este artículo se reportan los resultados de síntesis y de la actividad antimicrobiana 

y citotóxica de los dendrímeros péptidos-resorcinareno sintetizados en el actual proyecto.  
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Presentaciones orales:  

 
1. Título de la presentación Oral: Uso de la cicloadición azida-alquino catalizada por cobre (química 

click) en la obtención de un péptido quimérico antibacteriano derivado de la Lactoferricina Bovina y la 

Buforina II. 

 

Congreso: IX SIMPOSIO DE QUÍMICA APLICADA (IX SIQUIA) Y I CONGRESO INTERNACINLA 

DE NANOQUIMICA, NANOFISICA Y NANOMEDICINA (I CINNN)  

Lugar y año: Armenia, Colombia, 2019.  

Descripción:  

Reconocimiento: Mención Honorifica – Como el mejor trabajo de investigación en la categoría oral, 

sesión Química orgánica y productos Naturales.  

 

Posters:  

1. Título del poster: Antimicrobial activity of peptide-resorcinarene dendrimers derived from the 

sequence BF (32-35): RLLR obtained by the CuAAC click chemical reaction 

Congreso: XXXIX Reunión Bienal de Química 

Lugar y año: Zaragosa, España 2023. 

 

2. Título del poster: Evaluación del Efecto Bacteriostático/Bactericida de Péptidos Quiméricos 

Derivados de la Lactoferricina Bovina Y Buforina II. 

Congreso: XVIII Congreso Colombiano de Química  

Lugar y año: Popayán, Colombia, 2019.  

 

3. Título del video-poster: Synthetic Lfcinb Derived Peptides: Antimicrobial Activity. 

Congreso: III Workshop de “Péptidos terapéuticos para bioaplicaciones”  

Lugar y año: Valparaíso, Chile, 2021.  

Reconocimiento: 1 Lugar en la Sección “Video Póster”. 

 

4. Título del poster: Reacción de Formación de C-Tetrametilcalix[4]resorcinareno: Estudio de la 

Formación de Confórmeros Mediante RP-HPLC. 
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Congreso: 34° Congreso Latinoamericano de Química CLAQ 2020, el XVIII COLACRO, el X 

COCOCRO, el II SPAE y el IV C2B2  

Lugar y año: Cartagena, Colombia, 2021.  

 

5. Título del poster: Antibacterial Activity of Peptide-Resorcinarene Dendrimers Synthesized Through 

Click Chemistry Azide-Alkyne Cycloaddition Reaction. 

Congreso: 36th European and 12th International Peptide Symposium EPS 2022 

Lugar y año: Sitges, España, 2022.  

 

6. Título del poster: Clinical isolates multi drug-resistant of Candida spp., are susceptible to palindromic 

peptide: RWQWRWQWR, derived from Bovine Lactoferricin 

Congreso: 36th European and 12th International Peptide Symposium EPS 2022 

Lugar y año: Sitges, España, 2022.  
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Otros productos académicos  

Tesis de Pregrado (Codirección):  

1. Título: Evaluación De La Actividad Antibacteriana De Péptidos Sintéticos Análogos De La Buforina II 

Contra Escherichia Coli, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus. 

Estudiante: Angie Katherine Hernández Cardona 

Universidad: Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. 

Lugar y año: Bogotá, Colombia, septiembre 2019.  

Reconocimiento: Mención meritoria.  

 

2. Título: Actividad Antibacteriana, Antifúngica y Otras Aplicaciones de Dendrímeros con Núcleos del 

Tipo Calixareno y/o Resorcinareno: Revisión del Estado del Arte. 

Estudiante: Andrea Carolina Hernández Pardo 

Universidad: Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. 

Lugar y año: Bogotá, Colombia, noviembre 2021.  

Reconocimiento: Mención meritoria.  

 

3. Título: Determinación de Mecanismos de Acción de Péptidos Frente A Bacterias: Revisión del Estado 

del Arte de las Metodologías Empleadas. 

Estudiante: Karen Tatiana Díaz Rodríguez 

Universidad: Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca. 

Lugar y año: Bogotá, Colombia, abril 2021.  
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7. Anexo A: Espectros RMN 1H y 13C de derivados de 
resorcinareno y precursores. Reporte de síntesis 
de los péptidos sintéticos.  

 

 

 Pag. 

A.1. Espectros de RMN 1H y 13C para CR-8-ALQ (rccc) 92-93 

A.2. Espectros de RMN 1H y 13C de 4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldehído 94-95 

A.3. Espectros de RMN 1H y 13C para CR-4-ALQ (rctt) 96-97 

A.4. Espectros de RMN 1H y 13C para CR-4-ALQ (rccc) 98-99 

A.5. Reporte de síntesis de los péptidos sintéticos  100-113 



 

A.1. Espectros de RMN 1H y 13C para CR-8-ALQ (rccc) 

Espectro RMN-1H 
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Espectro RMN-13C 
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A.2. Espectros de RMN 1H y 13C de 4-(prop-2-in-1-iloxi)benzaldehído 

Espectro RMN-1H 
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Espectro RMN-13C 
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A.3. Espectros de RMN 1H y 13C para CR-4-ALQ (rctt) 

Espectro RMN-1H 
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Espectro RMN-13C 
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A.4. Espectros de RMN 1H y 13C para CR-4-ALQ (rccc) 

Espectro RMN-1H 
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Espectro RMN-13C 
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Síntesis y caracterización de los péptidos diseñados 

A continuación, se presentan los resultados obtenidos de la síntesis química de los péptidos sintéticos 

(Tabla A.3), en cada una de las figuras se encuentra reportada la siguiente información: Estructura 

(Panel A), comportamiento de síntesis (Panel B), caracterización del péptido puro por RP-HPLC (Panel 

C) y espectrometría de masas MALDI-TOF (Panel D). 

 

Tabla A.3. Secuencias derivadas de LfcinB(20-25) y BFII(32-35) sintetizadas, purificadas y 

caracterizadas. 

Familia Código Secuencia 

LfcinB (20-25) 

P1 RRWQWR 

P2 ((RRWQWR)2K-Ahx-C)2 

P3 K(N3)-RRWQWR 

 P4 K(N3)-Ahx-RRWQWR 

BF (32-35) 

P5 RLLR 

P6 ((RLLR)2K-Ahx-C)2 

P7 K(N3)-RLLR 

LfcinB (20-25)pal 
P8 RWQWRWQWR 

P9 K(N3)-RWQWRWQWR 

Otros 
P10 K(N3)-Ahx-RLLRRLLR 

P11 K(N3)-AAAA 
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REPORTE DE SÍNTESIS (1) – LfcinB(20-25): RRWQWR 

A 

 

B 

 

C 

 

D 
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REPORTE DE SÍNTESIS (2) – Precursor dimérico (RRWQWR)2K-Ahx-C 

A 

 

B 

 

C 
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D 

 
REPORTE DE SÍNTESIS (2.1) – ((RRWQWR)2K-Ahx-C)2 

A 

 

C 
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REPORTE DE SÍNTESIS (3) – K(N3)-RRWQWR 

A 

 

B 

 

C 

 

D 
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REPORTE DE SÍNTESIS (4) – K(N3)-Ahx-RRWQWR 

A 

 

B 

 

C 

 

D 
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REPORTE DE SÍNTESIS (5) – BFII(32-35): RLLR 

A 

 

B 

 

C 

 

D 
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REPORTE DE SÍNTESIS (6) – Precursor dimerico (RLLR)2K-Ahx-C 

A 

 

B 

 

C 
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REPORTE DE SÍNTESIS (6.1) – ((RLLR)2K-Ahx-C)2 

A 

 

C 

 

D 
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REPORTE DE SÍNTESIS (7) – P2 – Lys(N3)-BFII(32-35): K(N3)-RLLR 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 



 

REPORTE DE SÍNTESIS (8) – RWQWRWQWR 

A 

 

B 

 

C 

 

D 
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REPORTE DE SÍNTESIS (9) – K(N3)-RWQWRWQWR 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 



126  

 

REPORTE DE SÍNTESIS (10) – K(N3)-Ahx-RLLRRLLR 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 



 127 

 

127 
 

REPORTE DE SÍNTESIS (11) – K(N3)-AAAA 

A 

 

B 

 

C 

 

D 
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