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1. Resumen

El dolor es una sensacion desagradable que esta relacionada con el dafo en los tejidos
del cuerpo, puede presentarse como el dolor neuropatico (DN)." Para abordar este
problema, se han desarrollado varios tratamientos, uno de los cuales se centra en la
anandamida. La anandamida es una sustancia endogena, que se une a los receptores
cannabinoides CB1 y CB2, se ha demostrado su capacidad de reducir este tipo de dolor.
Teniendo en cuenta lo anterior, el equipo de investigacion conformado por Lopez-Ortiz
M. y colaboradores.? desarrollé una serie de compuestos con potencial actividad sobre
receptores cannabinoides. En este proyecto, se sintetizaron dos nuevos analogos de
anandamida con el potencial de ser efectivas contra el dolor neuropatico y el ya
presentado por Lépez-Ortiz M. y colaboradores.? La sintesis partio del aceite de ricino
que es la fuente principal de ricinoleato de metilo. Mediante una transesterificacion,
fenilacetilacion y una reaccién enzimatica quimioselectiva, se obtuvo el acido 12-
fenilacetilricinoleico, el cual se acopl6 a algunas aminas (DBH, dopamina y etanolamina.)
Se logré la obtencién satisfactoria de los compuestos; (R, Z )-18-((1 S ,4 S )-5-metil-
2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il)- 18-oxooctadec-9-en-7-il fenilacetato (PhAR-DBH-Me)
6, 2-fenilacetato de ( R ,Z )-17-(3,4-dihidroxifenetilcarbamoil)heptadec-9-en-7-ilo (PhAR-
DOPA) 7 y 2-fenilacetato de ( R , Z )-17-(2-hidroxietilcarbamoil)heptadec-9-en-7-ilo
(PhAR-ETA) 8, Todos los compuestos se caracterizaron mediante analisis de RMN H' y
C ¥ de las amidas 6, 7 y 8. Los compuestos finales fueron enviados para su evaluacion

farmacoldgica.
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2. Introduccion

A lo largo de su existencia el ser humano experimenta sensaciones desagradables donde
muchas de ellas estan asociadas con lesiones musculares, tales como las derivadas de
caidas o golpes. Estos padecimientos se clasifican temporalmente en agudos, de corta
duracion y crénicos, siendo estos ultimos aquellos que persisten por mas de 3 0 6 meses,
dependiendo de la gravedad y otros factores vinculados con aspectos mentales,

emocionales y ambientales.

Cuando ocurren problemas directos en el sistema nervioso somatosensorial debido a
lesiones mecénicas, ocupacionales, enfermedades o procesos oncoldgicos en los nervios
periféricos, asi como a enfermedades desmielinizantes, se manifiesta un tipo de dolor
conocido como neuropatico. Este fendmeno conlleva una pérdida significativa de calidad

de vida para aquellos que lo padecen.

En el caso de dafio neuronal, se generan modificaciones estructurales y funcionales en
la via nociceptiva, alterando los impulsos del dolor y dando lugar a sensaciones andmalas

y un incremento en la percepcion del dolor.

En este contexto, la anandamida emerge como un ligando endocannabinoide que se une
a los receptores cannabinoides CB1 y CB2, demostrando su capacidad para reducir la

ansiedad y el dolor.> 4

En la bausqueda de soluciones farmacoldgicas innovadoras para abordar este desafio de
salud, se han identificado a las amidas como posibles agentes terapéuticos para tratar
los efectos alodinicos producidos por neuropatologias, investigacion conformada por
Lopez-Ortiz M. y colaboradores.? > En el marco de este proyecto, se propone la sintesis
de tres nuevas amidas derivadas del acido 12-fenilacetilricinoleico, las cuales podrian
presentar una actividad similar o incluso superior a la de la anandamida en la supresion

de la alodinia neuropatica.
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3. Marco teérico

3.1. Dolor

El dolor es un mecanismo de defensa fundamental para la supervivencia de los seres
humanos y otros organismos. Su funcion principal es detectar y localizar los procesos
que pueden dafar las estructuras corporales, permitiendo asi una respuesta rapida para
evitar un mayor deterioro. Sin embargo, el dolor es un fendmeno extremadamente
complejo y multifacético que va mas alla de su funcion de alarma biologica. En este texto,
explicaremos en profundidad la naturaleza del dolor y sus dimensiones tanto fisicas como

emocionales.’

Aunque el dolor suele estar asociado con una lesidén o patologia, es importante destacar
que no siempre es asi. El dolor puede ser experimentado de manera subjetiva, lo que
significa que una persona puede sentir dolor incluso en ausencia de una lesion fisica
evidente. Esta caracteristica subjetiva del dolor hace que su estudio y tratamiento sean
aun mas desafiantes, ya que no siempre es posible correlacionar la intensidad del dolor

con la gravedad.

La Asociacioén Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en inglés) ha
proporcionado una definicion que aborda tanto la naturaleza sensorial como emocional
del dolor. Segun la IASP, el dolor es "Una experiencia sensorial y emocional
desagradable, relacionada con lesion tisular real o potencial en términos de dafio tisular".
Esta definicion destaca que el dolor no es simplemente una respuesta fisica ante un
estimulo nocivo, sino que también involucra una dimensién emocional significativa. Las

emociones asociadas al dolor pueden incluir ansiedad, miedo, angustia y sufrimiento." 8

Ademas, es importante comprender que el dolor no es una experiencia uniforme para
todos. La percepcion del dolor puede variar ampliamente de una persona a otra debido
a factores genéticos, psicoldgicos, sociales y culturales. Lo que puede ser tolerable para

una persona puede ser insoportable para otra.

En la busqueda de alivio del dolor, se han desarrollado numerosas estrategias y

tratamientos a lo largo de la historia de la medicina. Estos incluyen desde analgésicos
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simples hasta terapias mas avanzadas, como la estimulacién eléctrica y la terapia

cognitivo-conductual. Sin embargo, el tratamiento del dolor sigue siendo un desafio,
especialmente cuando se trata de dolor crénico, que puede persistir durante meses o

incluso afos.’ &°

Hay diferentes tipos de dolor, clasificandose de multiples formas para describirlo segun

la duracion, origen o la causalidad.’ '°

e Segun su duracion:

o Dolor agudo: por ser de corta duracion, por lo general, tiende a estar
facilmente identificado en una ubicacion especifica, desaparece con la
curacion del tejido afectado

o Dolor crénico: que se prolongan por mas de 3 o 6 meses, relacionandose
con alguna afeccion crénica, no se puede prevenir y algunos factores
afectivos, psicolégicos y ambientales repercuten en él.

e Segun su origen:

o Dolor nociceptivo: el dolor nociceptivo generalmente se origina por la
actividad de los receptores del dolor (nociceptores) a causa de una lesion
o enfermedad que impacta en estructuras corporales tales como la piel,
musculos, tendones y ligamentos, asi como en huesos y articulaciones.

o Dolor neuropatico:

El dolor neuropatico se describe como el dolor que proviene de una
afeccién o dafio en el sistema nervioso periférico o central relacionado con
la percepcién somatosensorial.

Se caracteriza por sensaciones anormales como ardor, hormigueo,
pinchazos o choques eléctricos. A menudo es crénico y puede persistir
incluso después de que la lesién inicial haya sanado. Este tipo de dolor es

causado por afecciones como neuropatia diabética.
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e Segun su localizacion:

o Dolor somatico: El dolor somatico es un tipo de dolor que se origina en las
estructuras superficiales del cuerpo, como la piel, los musculos, los
huesos y las articulaciones. Se caracteriza por ser bien localizado y puede
ser causado por lesiones traumaticas o afecciones médicas que afectan
estas areas. El dolor somatico suele sentirse como un dolor agudo o
punzante en la zona afectada

o Dolor visceral: El dolor visceral es un tipo de dolor que se origina en los
organos internos del cuerpo, como el corazén, el higado, los rifiones o el
intestino. A diferencia del dolor somatico, es mas difuso y suele ser mal
localizado, lo que significa que es dificil precisar su ubicacion exacta. Este
tipo de dolor puede ser causado por enfermedades de los 6rganos
internos y se describe a menudo como una sensacion de presion,

distensioén o coélico.
3.1.1. Mecanismo del dolor

El dolor es una experiencia sensorial y emocional desagradable que puede variar en
intensidad y duracion. Se origina a nivel periférico debido a diversos estimulos que
causan lesiones tisulares. Estos estimulos pueden ser de naturaleza mecanica, térmica,
quimica o pueden implicar la accidn de sustancias inflamatorias. Cuando se produce una
lesién tisular o un dafo en el cuerpo, se inicia una cascada de eventos bioquimicos y

neurolégicos que culminan en la percepcion del dolor.™" 12

Uno de los principales actores en la generacion y transmision del dolor son las
prostaglandinas. Estas son sustancias quimicas liberadas como parte de la respuesta
inflamatoria del organismo. Las prostaglandinas tienen la capacidad de activar los
nociceptores, que son receptores sensoriales especializados en detectar estimulos
dolorosos. Estos nociceptores son responsables de transmitir la informacion sobre el

dolor desde el lugar de la lesion hasta el sistema nervioso central.’’ 12

En el proceso de transmision del dolor, se distinguen dos tipos principales de fibras
nerviosas: las fibras A delta y las fibras C."" 12
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Las fibras A delta son gruesas y mielinizadas, lo que significa que estan recubiertas por

una capa de mielina y son capaces de transmitir sefiales de dolor de manera rapida.
Estas fibras son responsables de la percepcién del dolor agudo, como el que se siente

inmediatamente después de un corte o una quemadura.

Por otro lado, las fibras C son mas delgadas y no estan mielinizadas, lo que las hace
mas lentas en la transmision de sefales. Estas fibras son responsables de transmitir el
dolor de tipo quemante y persistente, como el que se experimenta en casos de
inflamacion crénica o dafio tisular prolongado. La informacion llega al sistema nervioso
central (SNC) en la médula espinal, concretamente a las astas posteriores de la via
sensitiva, que reciben senales provenientes de los nociceptores, enviadas por la via
espinotalamica hasta el talamo, el principal integrador de informacién del SNC, dirige la
informacion a una parte especifica de la corteza cerebral, que reacciona y manda una

respuesta de defensa o inhibitoria.

Concretamente la transmision del dolor se divide en 4 fases:®

e Transduccion: proceso donde por un estimulo nociceptivo es convertido a una sefal
eléctrica, esta genera indicadores de dolor (enrojecimiento, hinchazén)

e Transmisidn: la sefial eléctrica es transmitida a la médula espinal, al tdlamo y
finalmente a la corteza cerebral a través de las fibras C y fibras A delta, como se
muestra en la figura 1

¢ Interpretacion cerebral: el talamo da la interpretacion a estos estimulos dentro de la
corteza cerebral y da la interpretacidén de las sensaciones del dolor.

¢ Modulacion: aqui se dan los cambios una vez recibida la respuesta lo que permite
que esta sefial sea inhibida por medio de neurotransmisores que actuan en la capa

superficial de la médula espinal.
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Figura 1. 1) Transmisién del dolor. 2) Modulacion del dolor.?
3.1.2. Dolor neuropatico.

El dolor neuropatico (DN) es una experiencia sensorial y emocional desagradable que
impacta en la calidad de vida, la salud general y emocional, definiéndose concretamente
como un dolor causado por una lesion o enfermedad en el sistema nervioso
somatosensorial.'® Perdiendo con el tiempo la indole de un dolor agudo para convertirse

en uno permanente, por tanto, es un dolor crénico y patoldgico.'?

Su clasificacion se da en DN periférico y DN central siendo las principales afecciones del
periférico las lesiones mecanicas, funcionales, infecciones, asi como procesos
oncolégicos de los nervios periféricos, y en la central las lesiones e infartos medulares,

asi como enfermedades desmielinizantes.'?
3.1.3. Mecanismo periférico de la via nociceptiva en DN

Al producirse algun dafio neuronal, aparecen cambios estructurales y funcionales en la
via nociceptiva que alteran el proceso de los impulsos dolorosos y esto termina en la
permanencia del dolor de forma andmala y excesiva, sin estimulo o respuesta por

mecanismos que no originan dolor (alodinia). Por tanto hay una hipersensibilidad en las
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neuronas nociceptivas, provocando dolor ante estimulos que deberian de estar bajo el

umbral de dolor.
El proceso del DN se da en tres fases.

1. Reaccion inflamatoria e inmunologica. Tras la lesidn nerviosa, hay una reaccion
inflamatoria e inmunoldgica liberando glébulos blancos, alcanzando el maximo en
semanas posteriores a la lesidon y persistiendo por mas de dos meses perpetuando
la reaccién neuro inflamatoria.

2. Neurogénesis anormal. Tras la lesion nerviosa, algunos axones se degeneran y
forman tumores (neuromas) causando generacion de mayor numero de mensajes
nociceptivos lo que contribuye a incrementar impulsos dolorosos.

3. Alteraciones en estructuras moleculares. Al alterarse la sintesis de proteinas en las
neuronas primarias se da la hipersensibilidad de estas o de otras con sales i6nicas,
por ende, a mayor numero de canales el umbral el dolor baja y se produce una

hiperactividad en las neuronas dafiadas.’
3.2.Cannabinoides

Al hablar de cannabinoides nos referimos a toda aquella especie quimica lipidica
perteneciente al grupo de terpenofenoles que independientemente de su origen o
estructura, se enlace con los receptores cannabinoides. La principal fuente de
cannabinoides de origen natural (fitocannabinoides) es la planta del Cannabis Sativa,
también conocida como cafiamo o marihuana, la cual contiene cerca de 400 compuestos
quimicos de los cuales unos 60 son cannabinoides, entre todos estos se encuentra al
delta-9-tetrahidrocannabinol (A° THC) mostrado en la figura 2 es el mas abundante y

estudiado por ser el responsable de efectos psicoactivos.'*'°
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Figura 2. Estructura quimica del delta-9-tetrahidrocannabinol (A° THC) 1.

En la comunidad cientifica se ha divulgado su uso del A° THC como analgésico y
antiespasmaodico, desde hace mas de 4000 afios.'® Pero hasta el afio 1964, se aisld y se
comenzo a estudiar el comportamiento farmacolégico, encontrando que este era

responsable de los efectos psicoactivos de la marihuana.’®
3.2.1. Sistema endocannabinoide

Tiempo después del aislamiento se identificaron receptores, surgiendo asi el sistema
endocannabinoide, el cual es un sistema neuromodulador del metabolismo, que se
compone de receptores cannabinoides (CB o RCB), endocannabinoides también
llamados ligandos, asi como enzimas de recaptacion, proteinas de biosintesis, transporte

y degradacién.’’-1°
3.2.2. Receptores cannabinoides

Los receptores cannabinoides que hasta la fecha se han identificado son dos: el receptor
CB1 y el receptor CB2 que se diferencian en la secuencia de aminoacidos dentro de su
conformacién,’” ademas de los mecanismos de sefalizacion, distribucion tisular y la
sensibilidad a los agonistas y antagonistas, donde ellos pueden tener preferencia por

uno u otro.?°
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3.2.3. Receptor CB1

Este es el receptor acoplado a proteina G mas abundante en las terminaciones nerviosas
excitatorias e inhibitorias, y se encuentra localizado preferentemente en el sistema
nervioso central’’ en varias regiones, principalmente en las neuronas del cerebro, la
meédula espinal, teniendo grandes concentraciones en el hipotalamo, hipocampo, corteza
frontal, ganglios basales, cerebelo, etc. siendo zonas que modulan el dolor, el
procesamiento de la memoria y de movimientos. Su ubicacion explica los efectos de su
activacion dando lugar a los efectos psicolégicos, motores, en la circulacion, asi como
sobre la memoria, el aprendizaje y su actividad como anticonvulsivante.'® También se
encontraron los receptores CB1 en el centro y las periferias de las fibras C y fibras A.
Esto ayuda a saber que tan efectivos son sus agonistas en el dolor neuropatico producido

por descargas irregulares de las fibras A."°
3.2.4. Receptor CB2

Este receptor se manifiesta en las células del sistema inmune, localizadas en células
mieloides, macrofagos, monocito, y en menos cantidad en érganos como el higado, una
de sus principales funciones es la regulacién de este sistema, puesto que, a diferencia
de los CB1, no causan efectos psicoldgicos, convirtiéndose cada vez mas en blanco de

investigacion. 1> 1722

La activacion de los receptores produce la antinocicepcion, la cual se refiere a la

reversion o alteracion de los aspectos sensoriales de la intensidad del dolor.?®
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Extracelular

Figura 3: Estructura de los receptores cannabinoides tipo 1y 2.

1) Receptor endocannabinoide CB1. 2) Receptor endocannabinoide CB2*
3.2.5. Endocannabinoides

Se le conoce por endocannabinoide a cualquier molécula con caracteristicas lipidicas
perteneciente al grupo de los terpenofenoles y que es generada en el organismo.'®
También son llamados como ligandos que es la denominacion que recibe una molécula
capaz de interaccionar con un receptor.?® Tras el descubrimiento de los receptores CB1
y CB2 se suponia la existencia de ligandos enddgenos que fueran especificos para ellos,
esto fue lo que motivd a realizar investigaciones en materia, fue hasta el afo 1992
cuando se logré la extraccion y purificacidon de un endocannabinoide encontrado en la

zona cerebral en humanos y otros animales.’®

A este nuevo ligando se la bautiz6 como anandamida, que es la N-araquidonil-
etanolamida (AEA), tres afios después se informé de otro compuesto de interés llamado
2-araquidonilglicerol (2-AG),?° los cuales son derivados del acido araquiddnico que es un
acido graso polinsaturado el cual tiene relacion con las prostaglandinas, encargadas de

la respuesta inflamatoria y al dolor.’ 7

Juan José Gomez Astudillo 11



Figura 4. Estructura quimica de la anandamida (AEA) 2. El 2-araquidonil-
glicerol (2-AG) 3.

3.2.5.1. Anandamida

La anandamida es un ligando enddgeno a los receptores CB, esta se identificd por
primera vez en el cerebro porcino en 1992 por Devane et. Al.> * Mediante espectrometria
de masas (EM) y resonancia magnética nuclear (RMN), los estudios realizados indican
que tenia un efecto caracteristico de los cannabinoides psicotropicos lo que sugiere que
este funciona como un cannabinoide enddgeno. La anandamida, llamada quimicamente
N-araquidonil-etanolamida, esta proveniente del acido araquidénico, qué dentro de su
estructura contiene un grupo amida llamado etanolamida. Su sintesis se da mediante la
hidrolisis de la N-araquidonil fosfatidiletanolamina, catalizado por una fosfolipasa, cuando
el cuerpo requiere que esta sea liberada se hace mediante los canales de calcio. Una vez
liberada se ancla a los receptores CB, afectando las regiones del cerebro que influyen en
el placer, la memoria, el pensamiento, la concentracién, el movimiento, la coordinacion y

la percepcion del tiempo, el espacio y el dolor.?’

Una vez efectuada su funcion pasa a ser hidrolizada por la enzima amidohidrolasa de
acido graso (FAAH, Fatty-acid amide hydrolase) por ello su vida media es muy corta,

dificultando asi su aislamiento.?? 29
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3.2.5.2. Liberacion de endocannabinoides.

A través de multiples vias se liberan los endocannabinoides fuera de las células después
de su produccion, para activara los receptores CB1 y CB2, lo cual puedegenerar como
respuesta una elevacion en los niveles de calcio intracelular (Ca?*) o la activacion de
receptores metabotrépicos. Los ligandos acoplados a CB regularan aspectos en las
funciones del cerebro como la memoria, el aprendizaje, la transmision sinaptica y
diferentes formas de la plasticidad a corto y largo plazo, ademas de influir en procesos
de desarrollo y crecimiento, como la sinapsis y neurogénesis. Otras funciones biologicas
moduladas por los endocannabinoides incluyen la ansiedad, el apetito, la inflamacion y
el dolor. Los endocannabinoides son diferentes de los neurotransmisores clasicos, ya
que no se almacenan en vesiculas, una vez liberados permanecen unidos a la membrana
debido a su lipofilia, por lo que pueden llevarse de vuelta al interior celular a través de
un complejo mecanismo de transporte de membrana con alta afinidad a la membrana

celular y se degradan rapidamente al tener un efecto localizado y transitorio."”
3.2.5.3. Mecanismo de accion de los endocannabinoides.

El principal mecanismo de accion de ambos receptores consiste en el acoplamiento a
proteinas Gi que al activarse inhibe la accion de la adenilato-ciclasa disminuyendo la
sintesis de AMPc. Esto modula la capacidad de fosforilacién de proteinas quinasas
dependientes de AMPc y la activacion de la via de las MAP quinasas. Ademas, la

activacion de CB1 también induce la inhibicion de canales de Ca?* tipo Ny P/Q y un

aumento de la conductancia del K*. Frecuentemente, estos receptores se localizan en
terminaciones nerviosas regulando la liberacion de otros neurotransmisores vy
protegiendo asi frente a la sobre activacién o sobre inhibicidon provocada por estos. Una
vez cumplida su funcion, los endocannabinoides son receptados al espacio intracelular
mediante un transportador de transduccion de senales mediado por la membrana e
hidrolizados por la enzima amidohidrolasa de acidos grasos (FAAH, Fatty-acid amide

hydrolase).
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3.3.Acido ricinoléico

La higuerilla es una planta que pertenece al género Ricinum Lineus que es abundante
en toda la Republica Mexicana, siendo esta originaria de Africa y de la India, creciendo
en regiones templadas y calidas. Su importancia radica en que de las semillas de los
frutos se extrae el aceite de ricino, especificamente de la especie Ricinus communis 'y

es esta la que produce un aceite en mayor cantidad y calidad.% '

En el mercado se conoce comunmente con el nombre de aceite de higuerilla, de castor,
de ricino o de palma christi, tiene usos variados por parte de diferentes industrias, como
la jabonera, lubricantes, adhesivos, entre otras. Su aspecto se describe como un liquido
viscoso, amarillento, transparente, verde palido o rojizo, de olor y sabor caracteristico,

siendo soluble en solventes organicos.® 3

Este se compone de acidos grasos en forma de triacilgliceroles, predominando el

triacilglicérido del acido ricinoléico en alrededor del 87% (figura 6).

\/\/Vkm/\/\/u\o_(‘:Hz

Figura 6. Estructura del triacilglicérido del acido ricinoleico 4.

La molécula de triacilglicerol esta conformada por unidades del acido ricinoleico, (figura
7) el cual posee 18 atomos de carbono, con tres grupos funcionales altamente reactivos
siendo estos: el hidroxilo en el carbono 12, el doble enlace en carbono 9, y el grupo acido

carboxilico en el carbono 1.30 31
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OH
Figura 7. Estructura del acido ricinoleico 5.

3.3.1. Derivados del acido ricinoleico con actividad cannabinoide

Recientemente se han desarrollado un cannabinoide sintético a partir de la molécula del
acido ricinoleico que tiene una estructura similar a la anandamida (AEA), esta es una
amida diazabiciclica que lleva por nombre (R,Z)-18-((1S ,4S)-5-metil-2,5-
diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il)-18-oxooctadec-9-en-7-il fenilacetato (PhAR-DBH-Me) 6
(figura 8), a la cual se probaron sus efectos sobre algunas variables fisiologicas,
revelando que posee actividad cannabinoide y que dicho efecto estd mediado por el
receptor CB1. Esta investigacion es un parteaguas para el desarrollo de nuevas amidas

las cuales podrian tener una mejor capacidad de suprimir la alodinia neuropatica.? >/

O

g VNb
N
CH, CHs
O. -~ :
O

Figura 8. Estructura del (R,2)-18-((1S,4S)-5-metil-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-
2-il)-18-oxooctadec-9-en-7-ilfenilacetato (PhAR-DBH-Me ) 6.

Juan José Gomez Astudillo 15



4. Planteamiento del problema

El padecer un dolor neuropatico o es un tema de importancia ya que la afeccion se da
directamente sobre los nervios y eso dificulta que un farmaco de tipo AINE bloqueé la
sefal del dolor, en la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas en el tratamiento del
dolor en investigaciones previas realizadas por Lopez-Ortiz M y colaboradores,'?'° se
propone la sintesis de diferentes amidas derivadas del acido 12-fenilacetilricinoleico para

su evaluacion como potenciales farmacos para el tratamiento de neuropatologias.

5. Pregunta del problema

¢ Es posible sintetizar amidas a partir de aceite de ricino como posibles farmacos para el

tratamiento del dolor neuropatico?
6. Pregunta de investigacion

¢ Es posible sintetizar amidas a partir de aceite de ricino como potenciales farmacos para

el tratamiento del dolor neuropatico?
7. Objetivos

General:

e Sintetizar y caracterizar amidas 6, 7 y 8 derivadas del acido 12-fenilacetilricinoleico

como potenciales supresores del efecto alodinico (figura 9).
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Figura 9. Compuestos propuestos para su preparacion, (R, Z )-18-((1 S, 4 S )-5-metil-
2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il)-18-oxooctadec-9-en-7-il fenilacetato (PhAR-DBH-Me)
6, 2-fenilacetato de ( R ,Z )-17-(3,4-dihidroxifenetilcarbamoil)heptadec-9-en-7-ilo (PhAR-
DOPA) 7, y 2-fenilacetato de ( R , Z )-17-(2-hidroxietilcarbamoil)heptadec-9-en-7-ilo
(PhAR-ETA) 8.

Especificos:
e Desarrollar una ruta sintética para la sintesis de los compuestos derivados del acido
12-fenilacetilricinoleico mostrados en la figura 9.

e Caracterizar mediante técnicas espectroscépicas para asegurar la identidad de los

compuestos purificados mostrados en la figura 9.
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8. Método

8.1.Técnicas, materiales o instrumentos

El curso de las reacciones se verificO mediante cromatografia en capa fina (CCF),
empleando cromatofolios de gel de silice Alugram® SIL G/UV254 Macherey-Nagel como
fase estacionaria; los reveladores que seran utilizados son: radiacion ultravioleta 254/366

nm, yodo soportado sobre gel de silice.

Los productos obtenidos se caracterizaron utilizando Espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear "H y *C (RMN "H y RMN "3C respectivamente) utilizando un equipo
JEOL Eclipse a 300 MHz, que tendra como referencia interna tetrametilsilano (TMS), los
disolventes que seran utilizados son agua y cloroformo deuterados. Adicionalmente, se
realizara Espectrometria de Masas de Alta Resolucion de los compuestos finales
(EMAR).

Los reactivos empleados fueron adquiridos de Sigma-Aldrich® y los disolventes fueron
destilados antes de usar, secando al diclorometano con carburo de calcio, asi como el
material utilizado y manteniendo una atmosfera de N2, para conservar las condiciones

anhidras dentro del sistema.
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8.2.Reactivos y materias primas

Aceite de ricino

Cloruro de pivaloilo
4-Dimetilaminopiridina
Hidroxido de potasio
Novozym 435
Etanolamina

Sulfato de sodio anhidro

Clorhidrato de Dopamina

8.3.Disolventes

Acetato de etilo
Agua
Heptano

Acetona

8.4.Cristaleria

Camaras de elucion
Columna de fraccionamiento
Embudos

Embudos de separacion
Matraces bola

Matraces Erlenmeyer
Pipetas

Frascos de diferentes tamanos

Juan José Gomez Astudillo

2-Metil-(1S,4S)-2,5-
diazabiciclo[2.2.1]heptano
Acido fenilacético
N,N-Diciclohexilcarbodiimida
Trietilamina

Acido acético

Sulfato de sodio anhidro

Silice flash para columna (malla
220-440)

Celita

Diclorometano anhidro
Metanol

Cloroformo

Metil terbutil éter

Refrigerantes

Viales

Cabeza de destilacion

Cola de destilacion
Columnas para cromatografia
Matraces bola de tres bocas
Matraces Kitasato

Vasos de precipitado
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8.5. Materiales y equipos

Algodon

Balanza analitica; Denver Instrument
TP-3102

Mangueras de latex

Parrilla de agitacion; Heidolph
instruments; Agitador magnético MR
Hei-Tec con calefaccion.

Agitadores magnéticos
Pinzas de tres dedos

Rotavapor; Heidolph basis hei-vap

value
8.6.Variables

Masa molar

Volumen
Concentracion
Temperatura
Velocidad de reacciéon
pH

Soporte universal

Anillo metalico

Bomba de vacio; Vacubrand MZ 1C
Agitador orbital; Heidolph inkubator
1000

Lampara de UV; UVGL-58

Septum de goma

Micropipetas; Gilson pipetman

Papel filtro de diferente poro.

9. Hipodtesis

Es posible sintetizar amidas derivadas del acido 12-fenilacetilricinoleico a partir del aceite

de ricino, con potencial efecto supresor alodinico.

10.Diseino de estudio

e Finalidad del estudio: Descriptivo
e Secuencia temporal: Longitudinal
e Control de la asignacion de los factores de estudio: Experimental

¢ Inicio del estudio: Prospectivo
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11.Procedimiento

La sintesis partié del aceite de ricino que es la fuente principal del &cido ricinoleico, base
para la sintesis de los compuestos. Mediante una transesterificacion, fenilacetilacion y
una reaccion enzimatica regioselectiva, junto con la introduccion de diversas aminas 12,
13, 14, obteniendo las amidas 6, 7 y 8 derivadas del acido 12-fenilacetilricinoleico como

potencial supresor del efecto alodinico.

0 0
o AFA 10 P
- =
Aceitede __ KOH _ = 0 DCC, DMAP 0
Ricino MeOH 4}CH2C|2 "
81.1% 82 1%

OH 0
T
0
6
= N Novozym 435
N Acetona:Buffer

CHs CH fosfatos 1:1

0 85%
0

H 60-99%

0
0 1 0
7 PvCI, Et3N
= H OH CH5Cly ann = OH
CH3 "
R
° WP :
N
0

0 H
N

8 OH 13 g OH
o N/“x/ R
H
OH

CH
3 14 Ry ~_OH

Figura 10. Ruta general de sintesis para la obtencion de analogos.
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11.1. Metodologia

11.1.1. Ricinoleato de metilo 9.

OH

En un matraz esférico de 250 mL (previamente secado en una estufa), provisto de
agitacion magnética, se disolvieron 20 g de aceite ricino en 50 mL de metanol, se
agregaron 50 mg de KOH y se calent6 a reflujo con agitacién constante por 30 min
verificando el término de reaccién por CCF (Hep-MTBE;85:15 v/v). La mezcla se
neutralizé con acido acético y se concentro en el rotavapor hasta sequedad. Al remanente
se le realizé una extraccion con heptano (3 x 15 mL). La fase organica de heptano se
secO sobre sulfato de sodio anhidro, se filtré y evapord hasta sequedad, obteniendo
16.07 g de producto crudo, el cual fue purificado por cromatografia en columna con (Silice
Flash, fase movil: Hep-MTBE;95:5 v/v), obteniendo 13.65 g de producto puro (81.1 % de

rendimiento).
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11.1.2. 12-Fenilacetilricinoleato de metilo 10.

En un matraz esférico de tres bocas de 250 mL (previamente secado en una estufa),
provisto de agitacion magnética y bajo atmosfera de Nz, se disolvieron 5 g de ricinoleato
de metilo 4, en 100 mL de diclorometano anhidro. La mezcla se enfri6 a 0 °C y
posteriormente se adicionaron 3.3 g de N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC), 190 mg de
4-dimetilaminopiridina (DMAP) y 2.18 g de acido fenilacético, dejandose en agitacion
constante por 24 h. El término de reaccion se verifico mediante CCF (Hep-MTBE;85:15
v/v). La mezcla de reaccion se filtrd, se evaporo, se resuspendié en heptano y se dejo en
refrigeracion por 24 horas. La mezcla fue filtrada para eliminar el acido fenilacético
excedente. El filtrado se concentré a sequedad en el rotavapor, para obtener 6.1 g de
crudo de la reaccidn, el cual se purificd por cromatografia en columna (Silice Flash, fase
movil Hep-AcOEt;85:15 v/v), obteniendo 5.66 g como producto puro (82.1 % de

rendimiento).
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11.1.3. Acido 12-fenilacetilricinoleico 11.

TO

En un frasco de fermentacion con sello hermético de 500 mL se disolvieron 5.66 g 12-

fenilacetilricinoleato de metilo en una solucion 1:1 de acetona: buffer de fosfatos pH 7.4
(30 mmolar) a esta mezcla se le agregé 500 mg de enzima Novozym 435. El frasco se
coloco en un agitador orbital a 38 °C por 24 h. El término de reaccion se verificé mediante
CCF (Hep-AcOEt;8:2 v/v). Se filtré la enzima y se concentro en el rotavapor hasta eliminar
completamente la acetona. Al residuo acuoso se extrajo con cloroformo (3x100 mL); La
fase organica se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se evapord a presion reducida,
obteniendo 5.34 g del crudo, el cual se purific6 mediante cromatografia en columna (Silice
Flash, fase movil: Hep-AcOEt;95:5 v/v), obteniendo 4.65 g de producto puro (85 % de

rendimiento).
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11.1.4. PhAR-DBH-Me 6.

CH, CH;

L

En un matraz esférico de 100 mL provisto de agitacion magnética y en condiciones

anhidras, se agregd 1.5 g de acido 12-fenilacetilricinoleico disueltos en 60 mL de
diclorometano anhidro, adicionando 1.6 mL de trietilamina. La mezcla se enfrio a 0 °C, y
se le anadio lentamente 0.48 mL de cloruro de pivaloilo, dejandose en agitacién constante
por 30 min. Posteriormente se agregaron 0.42 mL de DBH Me, dejando en agitacion
constante por 24 h. ElI término de reaccibn se verific6 mediante CCF
(Hep-AcOEt;8:2 v/v). Se realizaron lavados con salmuera (3x10 mL), y la fase organica
se seco sobre sulfato de sodio anhidro, se filtrd, y concentré en el rotavapor a sequedad,
para obtener 2 g del crudo de reaccidn, el cual se purificd por cromatografia en columna
(Silice Flash, fase moévil: DCM-MeOH;95:5 v/v), obteniendo 1.0 g de producto puro
(54.7% de rendimiento).
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11.1.5. PhAR-DOPA 7.

(0] /\/@C)H
~ N OH
H
CH;

L

En un matraz esférico de 100 mL provisto de agitacion magnética y en condiciones

anhidras, se agregé 2 g de acido 12-fenilacetilricinoleico disueltos en 60 mL de
diclorometano anhidro, adicionando 2.14 mL de trietilamina. La mezcla se enfrio a 0 °C,
y se le anadid lentamente 620 uL de cloruro de pivaloilo, dejandose en agitacion
constante por 30 min. Posteriormente se agregaron 950 mg de dopamina HCI, dejando
en agitacion constante por 24 h. El termino de reaccion se verifico mediante CCF (Hep-
AcOEt 8:2 v/v). La mezcla de reaccion se concentré en el rotavapor a sequedad,
obteniendo 5.12 crudo de reaccion, el cual se purific6 mediante cromatografia en columna
(Silice Flash, fase mévil DCM-MeOH;95:5 v/v), obteniendo 1.75 g de producto puro

(66 % de rendimiento).
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11.1.6. PhAR-ETA 8.

CH,3

En un matraz esférico de 100 mL provisto de agitacion magnética y en condiciones
anhidras, se agregd 1.35 g de acido 12-fenilacetilricinoleico disueltos en 60 mL de
diclorometano anhidro, adicionando 0.76 mL de trietilamina. La mezcla se enfrio a 0 °C,
y se le anadio lentamente 420 uL de cloruro de pivaloilo, dejandose en agitacion
constante por 30 min. Posteriormente se agregaron 0.22 mL de etanolamina, dejando en
agitacion constante por 24 h. El termino de reaccién se verifico mediante CCF
(Hep-AcOEt;8:2 v/v). A esta mezcla se le realizaron lavados con salmuera (3x10 mL),
secando sobre sulfato de sodio anhidro, filtrando y concentrando en el rotavapor a
sequedad, para obtener 1.94 g del crudo de reaccion, el cual se purificé por cromatografia
en columna (Silice Flash, fase movil: DCM-MeOH;95:5 v/v), obteniendo 1.48 g como

producto puro (99.4% de rendimiento).
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12.Resultados

12.1. Propiedades de los compuestos
12.1.1. PhAR-DBH-Me 6.

O

= PNB
N
CHs CH;
O _~ :
O

Rendimiento global: 13.59%
Liquido con apariencia aceitosa ligeramente amarillo.

RMN "H (300 MHz, CDCl3, & ppm): 7.36 — 7.19 (m, 5H), 5.48 — 5.37 (m, 1H), 5.32 — 5.20
(m, 1H), 4.87 (m, 1H), 4.75 (d, J = 10.4 Hz, 1H), 4.22 (s, 1H), 3.72 — 3.53 (m, 3H), 3.45
(s, 1H), 3.35 — 3.20 (m, 1H), 2.91 (m, 1H), 2.58 (dd, J = 63.5, 9.7 Hz, 1H), 2.41 (s, 3H),
2.34 — 2.06 (m, 4H), 1.98 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 1.80 (dd, J = 41.5, 9.9 Hz, 1H), 1.57 (dd, J
= 36.4, 7.3 Hz, 4H), 1.41 — 1.06 (m, 17H), 0.86 (t, J = 6.6 Hz, 3H).
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12.1.2. PhAR-DOPA 7.

= OH

N
H
CHj;

o]
o
Rendimiento global: 16.39%

Liquido con apariencia aceitosa ligeramente amarillo.

RMN 'H (400 MHz, CDCls, & ppm): 7.34 — 7.20 (m, 5H), 6.79 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.73 (d,
J=1.7 Hz, 1H), 6.54 (dd, J = 8.0, 1.7 Hz, 1H), 5.73 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 5.48 — 5.36 (m,
1H), 5.31 — 5.25 (m, 1H), 4.86 (m, 1H), 3.59 (s, 2H), 3.46 (dd, J = 13.0, 6.8 Hz, 2H), 2.67
(t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.35 — 2.19 (m, 2H), 2.13 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 1.97 (m, 2H), 1.60 — 1.47
(m, 4H), 1.32 — 1.15 (m, 16H), 0.86 (t, J = 6.9 Hz, 3H).

RMN '3C (101 MHz, CDCI3, & ppm): 174.48, 171.91, 144.59, 143.33, 134.34, 132.92,
130.62, 129.38, 128.66, 127.17, 124.16, 120.48, 115.55, 115.22, 77.48, 76.84, 74.97,
41.93, 41.08, 36.90, 35.03, 33.65, 31.99, 31.82, 29.61, 29.24, 29.19, 29.16, 27.39,
25.82, 25.34, 22.66, 14.20.

EMAR (DART, M*)= calculado para C34H49NOs [M+1] 552.3689 g/mol, encontrado
55.3674 g/mol para C3sH49NOs [M+1]
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12.1.3. PhAR-ETA 8.

(@]
OH
7 N/\/
H
CH,
0]
T O

Liquido con apariencia aceitosa ligeramente amarillo.

Rendimiento global: 24.66%

RMN 'H (400 MHz, CDCls, & ppm): 7.32 — 7.20 (m, 5H), 6.29 (s, 1H), 5.42 (d, J = 10.9
Hz, 1H), 5.26 (dd, J = 6.8, 5.7 Hz, 1H), 4.85 (q, J = 6.2 Hz, 1H), 3.71 — 3.66 (m, 2H), 3.57
(s, 2H), 3.42 — 3.35 (m, 2H), 2.26 (m, 4H), 1.95 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 1.59 (dd, J = 14.7, 7.3
Hz, 2H), 1.49 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 1.33 — 1.19 (m, 24H), 0.84 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

RMN 13C (101 MHz, CDCls, & ppm): 180.29, 178.70, 171.55, 134.40, 132.73, 129.32,
128.57, 127.06, 124.24, 77.16, 74.65, 62.40, 42.55, 41.86, 34.21, 33.65, 29.59, 29.25,
29.18, 29.16, 27.61, 27.38, 25.28, 24.88, 22.61, 14.15.

EMAR (DART, M*)= calculado para C2sH4sNO4 [M+1] 460.3426 g/mol encontrado
460.3442 g/mol para C2sH4sNO4 [M+1]
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13.Discusion de resultados.

A lo largo del estudio experimental se observaron y presentaron diversas situaciones las
cuales se identificaron como areas de oportunidad para mejorar la sintesis, tomando
siempre como base si es posible sintetizar las amidas 6, 7 y 8 como posibles farmacos
para el tratamiento del efecto alodinico, donde la amida 6 previamente ya evaluada
farmacoldgicamente,” se encontré que esta tenia un respuesta a la inhibicion de la
alodinia pero de una forma poco efectiva, en busca de mejorar este efecto se eligieron
las aminas 13 y 14, la primera se eligidé con el fundamento de que la dopamina es un
neurotransmisor y que su introduccion en la estructura del acido 12- fenilacetilricinoleico
haria que la amida formada (7) pudiera tener un mejor efecto antialodinico. La amina 14
se eligid con base a qué en la estructura del endocannabinoide (anandamida) se
encuentra una etanolamina haciendo asi que al sintetizar la amida 8 estas tengan una

gran similitud y por consecuente pudiese mejorar su inhibicion alodinica.

Una vez analizadas las diferentes opciones y seleccionado las mejores opciones se
comenzo con la experimentacion utilizando como base la informacion presente en fuentes
bibliograficas de la sintesis del compuesto PhAR-DBH-Me 6,%°7 buscando siempre la
optimizacion en la ruta sintética, en la purificaciéon, asi como en la caracterizacion

espectroscopicas para asegurar la identidad de los compuestos.
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13.1. Ricinoleato de metilo 9.

9 @]
-
Aceite de L -~ o
Ricino MeOH

93%
OH

Empleando la metodologia base®’ la reaccion de transesterificacion con metanol bajo la
accion de un catalizador basico, como lo es el hidréxido de potasio (KOH) se perfila como
la principal forma para obtener esteres de acidos grasos.** ** Al reaccionar el triglicérido
con el alcohol provoca la ruptura de este, que se favorece con el KOH, generandose asi
el ricinoleato de metilo (éster de acido) y glicerina. El rendimiento obtenido fue del 81.1%,
al ser muy bueno y no tener dificultades para ejecutarse no se realizé6 modificacion a la

metodologia.
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13.2.12-fenilacetilricioleato de metilo 10.

0 AFA

9 _ DCC, DMAP
= o CHoClo ani
92%

OH

La realizacion de la reaccidon de fenilacetilacién o reaccion de Steglich se planteé con
base a lo publicado por I. Regla y colaboradores®’ Ajustando la cantidad utilizada,
logrando reducir tanto la DMAP como la DCC, donde la DDC actua como agente de
acoplamiento activando al grupo carboxilico para la reacciéon con la amina y la DMAP,
como catalizador para mejorar la eficiencia en esta reaccion y la reduccion de
subproductos que no deseamos. También se cambié el medio de suspensiéon Hexano—
AcOEt por solo heptano; la finalidad de esta suspensién fue precipitar el exceso de acido

fenilacético.

La importancia de mantener la reaccion en condiciones anhidras toma gran relevancia
aqui, ya que la DCC puede reaccionar con el agua para formar la N,N-diciclohexilurea.®®
Para asegurar qué esto no sucediera, la reaccion se mantuvo en condiciones anhidras.
Se seco todo el material de vidrio previo a su uso en una estufa a 120 °C. El diclorometano
se secO previamente con carburo de calcio, y se desplazé el aire del medio con una

atmosfera de Na.
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13.3. Acido 12-fenilacetilricinoleico 11.

o Novozym 435
10 Acetona:Buffer 1 O
= o’ fosfatos 1:1 = OH
—_—
98.4%
@] (0]
109 IN®

Posterior a la purificacion del 12-fenilacetilricinoleato de metilo se realizé una hidrolisis
quimioenzimatica quimioselectiva, tomando como base lo descrito por G. Appendino y
col.>® 37 en la cual hace hidrolisis en el éster metilico para generar al acido carboxilico

que es crucial en la amidacion.

La necesidad de que fuera una reaccién quimioenzimatica quimioselectiva, surgio por el
problema que genera una hidrolisis comun, en la cual no se puede controlar
selectivamente donde se produce. Cuando nos referimos a una reaccion
quimioenzimatica quimioselectiva, estamos hablando de la participacién crucial de una
enzima en la transformacién del compuesto. Esta enzima no solo acelera la reaccion,
sino que también tiende a mejorar la selectividad y favorecer una ruta especifica de
reaccion. En otras palabras, tiene la capacidad de elegir 'selectivamente’ entre diferentes

grupos funcionales para generar el producto deseado.

Que se clasifique de esta manera implica que dependa directamente de variables
externas como la temperatura, el pH, la solubilidad que hacen que se favorezca o no la
interaccion entre los reactivos, por lo que fue de suma importancia cuidar estos aspectos
para que reaccionen en su totalidad, por ello se utilizé la acetona como cosolvente del
12-fenilacetilricinoleato de metilo, y este fuera soluble en la fase acuosa donde se
encontraba la enzima Novozym 435, la temperatura se establecio en el agitador orbital la
cual le proporcionaba una temperatura adecuada y una agitacién constante, para obtener
el pH optimo la fase acuosa era una solucién amortiguadora de fosfatos el cual promueve

la interaccion de la enzima con el acido.

La purificacion es completamente indispensable, pues de no hacerla en la amidacion se

generan productos con polaridad similar que son dificiles de eliminar.
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13.4. PhAR-DBH-Me 6 y PhAR-ETA 8.

CH3 CH3
PVCI, Et;N 3
CH2Cl2 ann
0

14
Ry OH

Continuando con las préximas reacciones, estas se realizaron siguiendo la misma
metodologia presentada por Loépez-Ortiz M y colaboradores.? y manteniendo las
condiciones anhidras descritas, con la Unica diferencia de utilizar una amina diferente, la
etanolamina y el 2-metil-(1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano (DBH Me).

Las principales modificaciones de las técnicas originales se dieron por diversos
inconvenientes, principalmente en los lavados del crudo. El eliminar las sales formadas y
el exceso de trietilamina el crudo de reaccion es liquido lo que hace mas manejable el
compuesto al ser aplicado en la cromatografia en columna lo que permite su purificacion.
El contratiempo que generaban los lavados era la formacién de una emulsién, que se
dificulta romper de forma mecanica, por lo que se optd por filtrar sobre celita, esto

garantizando la separacion de las fases.

El rendimiento global obtenido para el compuesto 6 fue de 13.6 % y para el compuesto 8
de 24.7%, resultando este ultimo en el mejor rendimiento de todos los compuestos

obtenidos.
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13.5.PhAR-DOPA 7.

0 o OH
1 PvCl, EtsN 7
= OH CHxCl5 2nn = N OH

T

CHs

Esta reaccion se coloco en condiciones anhidras, al igual que las amidas 12 y 14, pues
la presencia agua podria interactuar con los reactivos descomponiendo al cloruro de
pivaloilo y, en consecuencia, reduciendo el rendimiento, ya que el PvCl desempefia un
papel crucial en una reaccion de amidacion al activar el acido carboxilico, formando un
anhidrido mixto que mejora la reactividad, este anhidrido mixto facilita la acilacion de
aminas. Para garantizar qué la reaccion se lleve a cabo y el acido se neutralice se utiliza
un exceso de trietilamina. Siguiendo como se indica el procedimiento presentado por
Lopez-Ortiz M. y colaboradores permitid su purificacion.? Sin embargo, la purificacion
puede realizarse de la forma en la que la metodologia base lo indica, pero se tiene que
contemplar una perdida pequefa del producto puro, al realizar los lavados
correspondientes para eliminar el exceso de trietilamina del crudo de reaccion. En
cambio, si no se realizan, el rendimiento aumenta en pequefia proporcion, pero al ser
producto de una reaccion acido-base puede presentarse como una sal qué presenta el
problema de ser un crudo pastoso de dificil aplicacién en la cromatografia por columna,

que se soluciono suspendiendo o disolviendo en 0.5 mL de la fase movil.

Un aspecto de vital importancia para una reaccion donde uno de los reactivos es el
clorhidrato de dopamina, es mantenerla protegida de la luz, pues su exposicion a esta
acelera su degradacién. Para evitarlo, se soluciond protegiendo constantemente el
matraz de reaccidén con aluminio, asi como en la purificacion, la columna y las fracciones
resultantes. Si se falla en la proteccion de la luz aumenta la posibilidad de generar
productos de degradacioén por la reaccion radicalaria del catecol, mirandose al formarse

una especie quimica de color rojizo oscuro, siendo esta la 1,2-benzoquinona.*®
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13.6. Caracterizacion espectroscopica
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Figura 10. Espectro de '"H-RMN. PhAR-DOPA 7.

La caracterizacion de las dos nuevas amidas se realizé con ayuda de la Espectroscopia

de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y la Espectrometria de Masas de Alta
Resolucion (EMAR).

En el espectro de RMN-'H, PhAR-DOPA se observan las diferentes sefiales
caracteristicas de la molécula. Teniendo un multiplete en la letra D, a 7.26 ppm que
integra para 5H, siendo una sefial representativa de los hidrégenos aromaticos, que por
conteo se deduce que son los hidrogenos aromaticos del fenil acetato, asi como dos
multipletes que se encuentran proximos en las letras Ay A’ en 5.40 ppm y 5.26 ppm, los
cuales integran juntos para 2H, y que por la zona se infiere que sean los hidrogenos del
alqueno, otro fragmento de suma relevancia es especificamente la identificacion de los

hidrogenos del carbono quiral el cual se concluye a que fuera la sefial que aparece en la
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letra B, en 4.84 ppm integrando para 1H, asi como una sefal triple perteneciente al metilo

terminal que se encuentra en la letra E, a 0.84 ppm y que integra exactamente para 3H.
Cada una de estas senales se encuentran en los diferentes espectros de Resonancia
Magnética Nuclear realizados a los productos, y que varian un poco es su desplazamiento

debido a las diferentes interacciones que tengan con la amida.

La sintesis de las dos nuevas amidas derivadas del acido 12-fenilacetilricinoleico se

confirmé de forma definitiva mediante una Espectrometria de Masas de Alta resolucion.

HRMS de PhAR-DOPA 7.

Masa calculada Masa experimental Diferencia de masas

552.3689 g/mol 552.3674 g/mol -2.66 ppm
HRMS de PhAR-ETA 8.

Masa calculada Masa experimental Diferencia de masas

460.3426 g/mol 460.3442 g/mol 3.35 ppm

Tabla 1. Espectrometria de masas de alta resolucion del compuesto

Como se puede apreciar la diferencia de masas es menor a 5 ppm, lo cual nos reafirma
que los compuestos sintetizados son los deseados.
14.Conclusién

Se logré la sintesis de las amidas 6, 7 y 8 mediante la modificacién y desarrollo de
metodologias sintéticas empleadas en el grupo de investigaciéon con un rendimiento

global que va del 13-16%
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16. Anexos

16.1. Espectrometria de Resonancia Magnética Nuclear
16.1.1. Ricinoleato de metilo 9.

Skl o00-—

£80
280
230
680
680
g8y
L1
az'1
6Z'1
07
cE'T
a1
997
fali
0'Z
0
'z
Loz
al'c
&I
e
ZZ'e
£
£
822
0z
[

[ Tl s S AR g et
b

0.5

1.0

(J
— o A
D
Mol
1.5

Iqll

— qoT
— = M
ol oeloel

2.0

'H“HI II_| i

2.5

3.0

3.5

99'E— -

185
1576
855
6675
65
65
b5
b5
TS
1=
b5
TH'S
£b'5
b5
[
255
2554
£5'5
55
b
[
555
555
955
05
155
155
855
655
6554

Juan José Gomez Astudillo

= 00

5.0 4.5 4.0
f1 (ppm)

5.5

j = s0T
= oot

6.0

7.0

42

Anexo 1. Espectro de RMN-"H del ricinoleato de metilo 9.
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Anexo 2. Espectro de RMN-"3C del ricinoleato de metilo 9.



16.1.2. 12-fenilacetilricioleato de metilo 10.
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Anexo 3. Espectro de RMN-"H del 12-fenilacetilricinoleato de metilo 10.
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Anexo 4. Espectro de RMN-"3C del 12-fenilacetilricinoleato de metilo 10.



16.1.3. Acido 12-fenilacetilricinoleico 11.
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Anexo 5. Espectro de RMN-"H del acido 12-fenilacetilricinoleico 11.
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Anexo 6. Espectro de RMN-"3C del acido 12-fenilacetilricinoleico 11.



16.1.4. PhAR-DBH-Me 6.
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Anexo 7. Espectro de RMN-"H del PhAR-DBH-Me 6.
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16.1.5. PhAR-DOPA 7.
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Anexo 8. Espectro de RMN-"H del PhAR-DOPA 7.
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Anexo 9. Espectro de RMN-"3C del PhAR-DOPA 7.



16.1.6. PhAR-ETA 8.
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Anexo 10. Espectro de RMN-"H del PhAR-ETA
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Anexo 11. Espectro de RMN-"3C del PhAR-ETA 8.



16.2. Espectrometria de Masas de Alta Resolucion

16.2.1. PhAR-DOPA 7.

'L VdOQ-4VUd [op Uoionjosey e}jy op Seseyy op 0/joadsg gL oxauy

0L 509, "Ny H, "0z, 99 C- Ly'L- lo6BOE 266 [pL¥¥BSY  [evL9€ 2SS
dd
Jaquunp uoneimesun BINWIOH 3|qISSod 5ua Mht n_vmmms_ SSMMH%W sew SSe o|en Aususiu| ssep
zw
00655 0055 00°€55 00755
1 1 L 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 L | 1 1 L 1 1 L L | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | Q

| _ | E
8/86G€'GSG COIOEYSS 69920 €56 A
1881€°€5S -

-0l
EVL9ETSS i

-0C

(ylog:uonoeid) 0'0S ~ 0'0:48qUINN UoKEINBSUN

Aysueyu eAnejey

9 7209 'T 0Nyt 8L O'H 'OF ~ 0:0zJUBWRI3

(Nww)po y:eoues|ol

LJequinu abreyn

401noovAq pajeasn T Isi)sbeIany'[%0 Gleseq pauog [Slyoows! [lased 1081100  [ealy 0¢ PIOAUSDNI818A Yead]z/w suluis)sq AIo)SIH
+1S3'8POJ UOHBZILO]

Wd ZL:€0°L €202/9L/0L:p8jesld
90-009-91d-led-ejep uoneiqied ssey
401 n2ovyojeiedO

WY 6¥:0v:LL £202/6/0}:peanbay

‘uonduosaq

BloJRS) UBULRY (lopelad()/ |8UGRS SeAeNn) (] ewep ajdwes
ZEVYOr /66221eqa

53

Juan José Gomez Astudillo



16.2.2. PhAR-ETA 8.
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