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RESUMEN

En la presente tesis se muestra el trabajo relacionado a los estudios de aproximacion
sintética y de ensayos /7 Vitro de actividad antioxidante, de varios analogos de capsaicinoides y
capsinoides, metabolitos secundarios que han sido identificados y aislados de los frutos de las
especies del género Capsicum, y que se reconocen por su amplio perfil farmacologico. El objetivo
general de esta investigacion es establecer los requerimientos estructurales de la accion

antioxidante de estos productos naturales.

En la Introduccion se presentan aspectos historicos relevantes de las plantas como fuentes
potenciales de alimento, energia y medicina. También se hace enfasis en la gran utilidad de la
sintesis quimica, como herramienta fundamental en la modulacién de actividades biologicas de

productos naturales, mejor conocidas como técnicas de quimiomodulacioén o quimioinduccion.

El Capitulo 1 muestra las estrategias sintéticas y la caracterizcion estructural que se
llevaron a cabo para obtener los diferentes capsaicinoides y capsinoides, buscando la diferente
funcionalizacién quimica de estos compuestos, y que pueda aportarnos diferentes propiedades
fisicoquimicas, tales como efectos electronicos, estéricos y de hidrofobicidad de los sustituyentes

en la actividad biologica.

El Capitulo 2, presenta las técnicas experimentales y los resultados obtenidos de los
diferentes ensayos antioxidantes realizados /11 Vitro, para evaluar a los productos obtenidos de
este trabajo. Los experimentes realizados fueron, el método de decoloracion oxidativa del
B-caroteno, la reduccion del radical DPPH y el determinacion del potencial de oxidacion con

técnicas electroanaliticas.

Finalmente, todas las generalidades, datos, resultados, discusion de los mismos, y las

conclusiones finales de este trabajo, se muestran en la redaccion de esta tesis.
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SUMMARY

This thesis shows the work related to studies of synthetic approach and in vitro antioxidant
activity of various analogues of capsaicinoids and capsinoids, secondary metabolites that have
been identified and isolated from Capsicum genus and that are recognized by their wide
pharmacological profile. The general purpose of this work is to establish the structural

requirements of the antioxidant action of these natural products.

The introduction presents relevant historical aspects of plants as potential sources of
food, energy and medical treatment. It also emphasizes the usefulness of chemical synthesis, as a

fundamental tool in the modulation of biological activities of natural products.

Chapter 1 illustrates the synthetic strategies and structural characterization carried out to
obtain the different capsaicinoids and capsinoids, looking for different chemical functionalization
of these compounds, that may provide us with different physicochemical properties, such as

electronic effects, steric and hydrophobic of the substituents on biological activity.

Chapter 2 show the experimental techniques and results of different /7 Vitro antioxidant
assays, to evaluate the products obtained in this work. The experiments performed were, oxidative
bleaching of B-carotene, DPPH radical-scavening activity and determination of the oxidation

potential using electroanalytical techniques.

Finally, background, data, discussion of results, and the final conclusions of this work are

shown in the writing of this thesis.
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Introduccion

A lo largo de la historia del hombre las plantas han sido utilizadas como fuente de
alimento, energia y medicina, con relacion a su uso medicinal se pueden encontrar relatos
antiguos que resaltan el impacto positivo o negativo al utilizarlas como pdcimas o curaciones.
Les eran atribuidas propiedades curativas de acuerdo a su color, olor, forma o en el habitat en el
que se encontraban. Por ejemplo, el quenopodio por su forma de lombriz fue utilizado como
antihelmintico (Marcano Deanna, 2002), hoy se sabe que el responsable de esta propiedad no es

precisamente su forma si no un monoterpeno biciclico conocido como ascaridol (Figura 1).

Figura 1. Estructura del ascaridol

Desde hace mas de 4000 afios los chinos han descrito al Ch’ang Shang (Dichroa
febrifuga), arbusto del cual utilizaban sus raices pulverizadas como antimaldrico (Romo de
Vivar Alfonso, 2006). Teofrasto (371-286 a. de C.) nos regald La historia de /as plantas, una de
las obras mas importantes sobre botdnica, en la que se clasifican de acuerdo a su modo de
reproduccion, su distribucidn, su hébito de crecimiento y de acuerdo a sus aplicaciones practicas,
tales como alimenticias y medicinales. Antes de la llegada de los europeos, en el continente
americano ya se tenia un conocimiento amplio de los usos y aplicaciones de las plantas. El maiz
y la papa eran la base de alimentacion de las civilizaciones precolombinas, se utilizaban
condimentos como el chile y la vainilla. Los remedios herbolarios resolvian los problemas de
salud en los habitantes siendo estos recopilados en el cddice badiano escrito originalmente en
nahuatl y posteriormente traducido al latin, lo cual demuestra que las plantas han desempenado

un papel muy importante en la evolucion del hombre.



Introduccion

Con un interés despierto sobre la medicina natural o “naturista”, entre la comunidad
cientifica surgié la pregunta: ;qué compuestos quimicos contenidos en las plantas son los
responsables de sus efectos terapéuticos? Entonces fue que comenzd el aislamiento y
purificacion de estos principios activos. La teoria de la fuerza vital conocida también como la
teoria del vitalismo, postulaba que los compuestos organicos se podian obtener inicamente por
medio de organismos vivos; dichas ideas eran comunmente aceptadas hasta que el desarrollo de
instrumentos analiticos proporcionaron clara evidencia de que las leyes quimicas usuales que
gobernaban el comportamiento de la materia inorganica, eran también validas para los

compuestos organicos (Areal Guerra Rogelio, 2002).

En 1828 Friedrich Wohler sintetizo urea utilizando cianato de amonio. Este experimento
condujo el desarrollo de la quimica organica sintética y su estrecha relacion con los productos
naturales. En 1837 Liebig escribié: “/a extraordinaria y en parte inexplicable produccion de
urea sin la asistencia de los factores vitales, por lo que estamos en deuda con Wohler, debe de
considerarse como uno de los descubrimientos con [los que inicia una nueva era de la
Ciencia...” (Areal Guerra Rogelio, 2002). Se podria pensar que desde que se descartd el
vitalismo a comienzos del siglo XIX esta idea habria desaparecido. Sin embargo, el vitalismo
forma parte de la mentalidad de las personas que creen que los productos ‘“naturales” son
diferentes y mas saludables que aquellos compuestos exactamente iguales o “artificiales”, los

cuales se sintetizan en el laboratorio (Wade L. G., 2004).

Los metabolitos secundarios estudiados de las plantas u organismos vivos que son
aislados y purificados estdn presentes en bajas concentraciones, debido a esto, la sintesis de
productos naturales es una herramienta muy importante ya que es fundamental para la
produccion a mayor escala de estos metabolitos. La sintesis organica ha contribuido de manera
exitosa en la busqueda de nuevos farmacos (agentes antitumorales, antioxidantes, antimicéticos,
antibidticos, antihelminticos, antinocicepticos, etc.) basados en los metabolitos secundarios
extraidos de fuentes naturales, pero producidos de manera sintética. Muchos de los farmacos que
actualmente se venden en el mercado fueron aislados de alguna fuente natural; algunos de estos
son productos naturales que fueron modificados estructuralmente para que fueran absorbidos

mas facilmente por el organismo. Tal es el caso del acido salicilico, el cual fue extraido de la

2



Introduccion

corteza de una especie del género Salix. Se pueden enumerar muchos farmacos han sido aislados
o sintetizado a partir de productos naturales y que a partir de estos se han derivado cientos de
compuestos con capacidades farmacologicas aun mayores que de los originales.

Por lo anterior, podemos resumir una serie de etapas por los cuales los productos

naturales han pasado:

Utilizacion de plantas enteras como pocimas o curaciones.
Tratamiento, coccion, maceracion y mezclado con ciertas acciones especificas.

Extraccion de los metabolitos que eran causantes de la accion.

Ll

Investigacion sobre su estructura, sus caracteristicas espectroscopicas y sus actividades

bioldgicas.

W

Modificacién de la estructura y sintesis.

6. Estudio de estructura-actividad, utilizandose cada vez mas el método computacional.

La sintesis organica a partir de productos naturales ha marcado una pauta en la bisqueda de
nuevos agentes terapéuticos dada la gran demanda de nuevos productos de interés biologico y
farmacologico. Es por ello que el presente trabajo se enfoca en la busqueda de nuevos agentes
antioxidantes semisintéticos basados en la capsaicina (Figura 2), un producto natural extraido de
frutos del género Capsicum (Figura 3) el cual es el responsable principal de darle la
“pungencia” o picor al chile, y al cual se le atribuyen propiedades farmacologicas como la

antiinflamatoria y antitumoral.

HyCO =

I=z

HO

Figura 2. Estructura de capsaicina
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En la literatura se ha reportado que los extractos de los frutos de las especies del género
Capsicum tienen una importante actividad antioxidante, y estos al ser fraccionados se encontrd
que la capsaicina y la dihidrocapsaicina jugaban un papel importante en esta actividad (Materska
Matgorzata, 2005). Este trabajo se enfoca en buscar la relacion estructura-actividad de anédlogos
semisintéticos de capsaicina, los cuales por medio de quimiomodulaciéon se busca encontrar el
farmacoéforo, es decir, la parte activa de la estructura que es la responsable de la actividad

antioxidante.

Figura 3. Frutos de las especies del género Capsicum
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Hipotesis

La estructura molecular de compuestos de tipo vainilloide, favorece los mecanismos de

neutralizacidon de diferentes fuentes de oxidacion.

%,
2

-mICHO

H,CO
N x
H i,
HO

Capsaicina

CHO

Isoveral

HO.

HO x X X

OH

Escutigeral

Resiniferatoxina

Figura 4. Estructuras tipicas de vainilloides.
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Objetivos General y Particulares

OBJETIVO GENERAL

Realizar un estudio de correlacion estructura-actividad antioxidante de analogos de

capsaicinoides y capsinoides.

OBJETIVOS PARTICULARES

= Encontrar la metodologia sintética adecuada para generar nuevos analogos de
capsaicinoides y capsinoides.

= Sintetizar y caracterizar todos los intermediarios y productos generados en este estudio.

= Evaluar la actividad antioxidante de los productos generados, mediante las técnicas de
decoloracion oxidativa del B-caroteno, reduccion del radical libre DPPH y métodos
electroanaliticos.

= Determinar cudles son los parametros estructurales que rigen el potencial antioxidante de

estos productos.



CAPITULO |

Sintesis de analogos de capsaicinoides y capsinoides
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1.1 Antecedentes Capitulo I

111 GENERALIDADESDE LOS CAPSAICINOIDES Y DERIVADOS

Los frutos de las especies del género Capsicum han sido utilizados como alimento,
condimento o como remedio herbolario. Se calcula que un cuarto de la poblaciéon mundial
consume chile (figura 5) (Szallasi, A. 1999), provocando diversos efectos fisiologicos como
sudoracion, aceleracion del pulso cardiaco, irritacion del tracto gastrointestinal e incluso, en
personas que no lo acostumbran, diarrea. Entre las propiedades terapéuticas encontradas en los
extractos del chile, la mas importantes es su accion antioxidante, atribuida a su alto contenido de
vitamina C y E, carotenoides, flavonoides y capsaicinoides. Estos ultimos estan localizados en
mayor proporcion en la placenta del chile (Thiele y co/, 2008) y son responsables de la

pungencia o el picor caracteristico al fruto.

Figura 5. Diferentes tipos de chiles.

Los capsaicinoides son una familia de compuestos que tienen una importante accion
farmacoldgica a nivel neurologico (Conforti, F. 2007), se ha encontrado ademas de su alto poder
antioxidante, es anticanceroso, antiinflamatorio y puede ser utilizado para controlar la obesidad
(Luo Xiu-Ju y col. 2011). El capsaicinoide que se encuentra en mayor abundancia y al cual se le
atribuyen dichas propiedades es la capsaicina (figura 6). A este compuesto se le han atribuido
numerosas actividades, entre las cuales destaca su efecto para inducir la apoptosis de células

leucémicas asi como su especificidad para no afectar las células normales (Ito Keisuke, 2004).

Estd documentado el uso de extractos de alcohol de chile para ayudar contra la
inflamacién bucal; en el mercado actual existen una enorme cantidad de pomadas y cremas con

capsaicina en pequeias proporciones para ayudar con la inflamacién de las articulaciones



1.1 Antecedentes Capitulo I

ocasionados por diversas enfermedades como la osteoartritis, artritis reumatoide, dolor
musculoesqueletico (Reyes-Escogido M. y col. 2011) (figura 7) asi como inflamaciones
musculares. Investigaciones recientes demuestran que la excitaciéon de neuronas sensoriales por
el caracter irritable de estos compuestos, llevan a una desensibilizacion prolongada, a lo cual se

le atribuye su caracteristica analgésica (Luo Xiu-Juy co/. 2011).

H,CO P

Iz

HO

Figura 6. Estructura de capsaicina

Las propiedades antioxidantes de los capsaicinoides contribuyen de manera benéfica al
sistema cardiovascular. En la ateroesclerosis, la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad
(LDL, por sus siglas en inglés) es considerada como el factor de la progresion de dicha
enfermedad. La capsaicina y dihidrocapsaicina pudieron retardar la oxidacién de LDL. En
ensayos /11 Vivo, el tratamiento con capsaicina reduce el colesterol total en ratas. Se encontrd que
un consumo regular de chile por cuatro semanas puede elevar la resistencia a la oxidacion de

lipoproteinas en hombres y mujeres de edad adulta (Ahuja y co/., 2006).

La capsaicina (N-vanilil-8-metil-1-nonenamida) ha sido objeto de estudio en numerosas
investigaciones desde que se aislo por primera vez en 1876 (Gannett, P 1988). La estructura de la
capsaicina se elucido por primera vez en 1919 por Neelson y colaboradores; y once afios después

que se sintetizé completamente por Spath y Darlin.
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Figura 7. Mano presentando signos de Artritis Reumatoide

Los capsaicinoides se biosintetizan por condensacion de los 4acidos grasos y la
vainillinamina (Thiele y co/., 2008). En la familia de los capsaicinoides ademas de la capsaicina
que es la mas estudiada y considerada como la mas importante, existen la dihidrocapsaicina,
nordihidrocapsaicina, homocapsaicina y homodihidrocapsaicina (figura 8), éstas también se
encuentran presente en los frutos pero en menor concentracion y la unica diferencia estructural

con respecto a la capsaicina es el tamafio de la cadena alifatica y la presencia del doble enlace.

o
H,CO.
N
D/\H
HO'

Dihidrocapsaicina

Homocapsaicina

o]
O

HO Homodihidrocapsaicina

Figura 8. Estructuras de dihidrocapsaicina, nordihidrocapsaicina, homocapsaicina y
homodihidrocapsaicina.
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Los capsaicinoides son extremadamente irritantes e incluso téxicos, esto limita su
utilizacion farmacoldgica, por lo cual deben ser utilizados en bajas concentraciones. Se han
encontrado otros compuestos en los mismos frutos de estas especies en menores proporciones
con una similitud estructural a los capsaicinoides, denominados capsinoides, siendo el capsiato el

mas abundante (figura 9).

H,CO P

HO

Figura 9. Estructura del capsiato

La diferencia estructural entre capsaicinoides y capsinoides, es la union de la cadena
alifatica al anillo aromatico, en los capsaicinoides esta unida por una amida y en los capsiatos
por un éster. Esta diferencia estructural hace que los capsinoides (como el capsiato) pierdan la
propiedad pungente que caracteriza a los capsaicinoides y por lo tanto su toxicidad disminuye, lo
cual no limita su utilizacion ya que se dice que presentan la misma actividad antiinflamatoria y

antioxidante sin ser irritantes ( Barbero, G. 2010).
1.1.2 ESTUDIOSSINTETICOS REPORTADOSEN LA LITERATURA

En la literatura se reportan diferentes sintesis para la obtencion de andlogos sintéticos de
capsaicina. En 1988 Gannet y €0/. reportaron una ruta sintética utilizando vainillina como el
sustrato de partida para la obtencion de analogos de capsaicinoides (Esquema 1). Primero

generaron la oxima de la vainillina para después reducir a la amina.
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OH OH

OH
MeO MeO MeO
a b
—_— —_—
— \
0 NOR

Reactivos: a) NH,OH - HCl o NH,OMe'HCI, EtOH, Pyr. b) PtO, o Pd/C, H,, EtOH, HCI

NH, - HCI

Esquema 1. Metodologia utilizada por Gannet y €0/ para sintetizar la vainillin amina.

En el mismo trabajo para generar cadenas alifaticas de diferentes tamafos utilizaron la
apertura de lactonas para después realizar la reaccion de Wittig y obtener la olefina Z y E
(Esquema 2) como mezcla de isomeros, también utilizaron cicloalquenos tratandolos con
trietilamina y anhidrido acético para obtener el mismo tipo de producto, mostrando esta

metodologia pocas ventajas.

0
0 0
t-BuOK
0 N e +
——> MeO,C(CHy,CHO + (P DME | co (cFiy) H,CO ( )n\
n 13 2,
) . 3 2
2) (E)

Esquema 2. Generacion de las olefinas Z y E

Por ultimo se hidrolizo el éster y se genero el cloruro de 4cido con cloruro de tionilo, y se
condenso a la amina utilizando piridina como base y éter dietilico como disolvente. Se

sintetizaron analogos Z y E con diferente tamafio en la cadena alifatica (Esquema 3).
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OH

/ o)
N)J\ CH),
JJ\ m )J\ CW N ( W

cho)k(c@\)\ )k Cﬁn\)\
-

(0]
)J\ /\)\
N (CHz)q

Reactivos: a) KOH, EtOH, b) SOCl,, c) Piridina, Et,0
Esquema 3. Sintesis de analogos de capsaicina

En 1996 Wrigglesworth y ¢o0/. prepararon una seric de 29 analogos sintéticos de

capsaicina, con el objetivo de efectuar un estudio de relacion estructura-actividad analgésica. Se

utilizaron dos rutas sintéticas para generar tioureas (Esquema 4).

H,N.

N N
+ R, ~ R
Ruta A 2
o/ S
OX
SCN o/
OR4
NH, Ruta B
e +
(0] Rz

Ox

Esquema 4. Sintesis de tioureas (analogos de capsaicinoides).
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Los andlogos generados se utilizaron para hacer estudios analgésicos agonistas de
+2 , : .
apertura de los canales de Ca” en ratas y demostrando ser mas eficientes que la propia

capsaicina.

Estudios sintéticos recientes sobre sintesis de andlogos de capsaicinoides y capsinoides
llevaron a Barbero y 0/ en el 2010 a disefiar dos rutas sintéticas, una para generar
capsaicinodes y otros para capsinoides, estos analogos sintetizados se utilizaron para estudios de
correlacion estructura-actividad para la cual se utilizaron bioensayos de elongacion de
coleodptilos, siendo los capsaicinoides, capsinoides y aquellos con una lipofilia similar a estos,

los ma bioactivos.

Para generar los andlogos de capsaicina se utilizo el clorohidrato de vainillinamina como
sustrato, se realizo la acilacion con cloruros de acilo de diferentes tamanos de la cadena alifatica,

en DMF y utilizando NaOH (O.5 N) como base (Esquema 5).

[0}

H,CO Q H,;CO. )J\
NH4HCI
) + )J\ DMF H A
—_—

Cl R4 NaOH 0.5 N
HO HO

Esquema 5. Sintesis de analogos de capsaicinoides por Barbero y ¢o/.

Los cloruros de acilo que utilizaron para generar estos analogos se prepararon con el

acido carboxilico correspondiente y cloruro de tionilo.

o 0
)k — )k
—_—
HO R4 cl R

Esquema 6. Generacidn de cloruros de acilo.

1

Los anélogos de capsinoides se sintetizaron utilizando la vainillina como sustrato, esta se
protegio con cloruro de trimetil silano en piridina, posteriormente se redujo el grupo carbonilo

con DIBAL-H en THF por 48 hrs, para producir el alcohol bencilico correspondiente.

13
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o o
H,CO. / H;CO. H,CO.
g Clsi- Py 4 DIBALH ° oH
—_— ——
24hrs THEF, 48 hrs.
HO No:
ASi o >Si Y

[ |
Esquema 7. Sililacién y reduccion de la vainillina.

La acilacion se efectué con piridina y diversos cloruros de acilo. Para obtener los
analogos de capsinoides, se llevd a cabo en la ultima etapa, una desililacion con HCI 0.25 M en
EtOH (1:5) por 18 hrs (Esquema 8). Esta sintesis es considerada como novedosa para la sintesis

de estos compuestos.

o Q 7
A P
OH cl R, H,CO HC10.25 M/EOH (1:5)  H3CO
O Rf ——— o) R,
R 18hrs
>si0 Py 18hrs o
1 >st0 HO

Esquema 8. Ultima etapa para formacion de analogos de capsinoides.
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1.2 Parte experimental Capitulo I

1.21 SINTESIS DE CAPSAICINOIDES

Para la generacion de estos compuestos, se utilizaron dos rutas sintéticas. La ruta A, que
muestra a los analogos de capsaicinoides sintetizados a partir de vainillina, y la ruta B, que indica
la obtencion de estos productos utilizando al benzaldehido como sustrato.
Ruta A

La primera reaccion de esta ruta es la proteccion del fenol con cloruro de benzoilo
utilizando Et;N como base y CH,Cl, como disolvente a 0°C, posteriormente se realizé una
aminacion reductiva utilizando etilamina en AcOEt. A continuacion se realizaron las
correspondientes acilaciones con cloruro de propanoilo, cloruro de pentanoilo y cloruro de
undecenoilo respectivamente en DMF, estos cloruros de acilo se prepararon segun lo indica el
esquema 13.1. Por ultimo se utilizdo K,CO; para la desproteccion del fenol. Obteniendose tres

analogos por esta ruta.

H,;CO.
3 9y ‘ H,CO H,CO
BzCl, Et;N: H  Et-NH, NaBH4 NH
—_—
CHyCl, 0°C AcOH, AcOEt
HO BzO BzO
O, Cl
Py, DMF Y
0°cC R
o (0]
H,CO )J\ H,CO )J\
N R K,CO;3 N R
) CH2C12/ MeOH )
[¢]
HO o°cC BzO
R= Etilo, butilo, decenilo.
Esquema 9. Ruta sintética A
Ruta B

La primera reaccion de la ruta sintética B fue la aminacion reductiva utilizando etil amina

y posteriormente las acilaciones con cloruro de propanoilo, cloruro de pentanoilo y cloruro de

15



1.2 Parte experimental Capitulo I

undecenoilo en DMF y utilizando piridina como base. Los cloruros de acilo se prepararon

utilizando la metodologia del esquema 13.1.

Q o]
[ )k
H  Et-NH, NaBH, NH R)I\Cl Pyr N R
AcOH, AcOEt ) DME . 0°C )

R= Etilo, butilo, decenilo.

Esquema 10. Ruta sintética B.

1211 RUTASINTETICA A

Esquema 11. Reaccion de acilacion de la vainillina

o o]
HsCO HsCO
H o BuL EGN H
CH,Cl,
HO BzO
(1 @)

A una disoluciéon de 10 g (65.7 mmol) de vainillina en 300 mL de CH,Cl, a 0°C se
adiciond 16.64 g (164.4 mmol) de trietilamina y muy lentamente 18.49 g (131.5 mmol) de
cloruro de benzoilo. La mezcla de reaccion se dejé en agitacion por 2 hrs. La reaccion se pard
adicionando una solucion saturada de sulfato de cobre y se extrajo con éter etilico. La fase etérea
se lavo después con una disolucion acuosa de NaHCOs al 10% y se secd con MgSO, anhidro. El
disolvente se elimind en el rotaevaporador a presion reducida. El crudo de reaccion se purifico
por columna cromatrografica de gel de silice utilizando Hex/AcOEt al 10% como mezcla
eluyente, para obtener el producto identificado como: benzoato de 4-formil-2-metoxifenilo

(Rend. = 90 %).

Benzoato de 4-formil-2-metoxifenilo

Formula molecular: C;sH;,04

16
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PF:68°C

Aspecto Fisico: Solido blanco

Ri= 0.44 (Hex/AcOEt 25%)

IR (cm'1): 3071, 2839, 1744, 1700, 1391, 1257, 1202, 1078

EM m/z (%) : 256 (M), 151, 105, 77, 51

Esquema 12. Aminacion del compuesto (2) con etilamina

HzCO. H3CO
N/\

H Et-NH, AcOH, NaBH, B
AcOEt

BzO BzO
(@) “

A una disolucién de 2 g (7.80 mmol) del compuesto (2) en 20 mL de AcOEt se le
adicion6 3.9 mL de etilamina (2 M en MeOH) y 0.2 mL de AcOH (3.80 mmol), y se dejo en
agitacion durante 2 hrs. Posteriormente se adiciond a 0 °C, 0.41 g de NaBH4 (10.8 mmol) y se
dejo en agitacion a temperatura ambiente por 24 hrs. La reaccion se pard adicionando una
disolucion IN de NaOH y se realizaron extracciones con CH,Cl,. La fase organica se lavd con
una solucion saturada de NaCl y se sec6 con MgSO, anhidro. El disolvente se elimin6 en el
rotaevaporador a presion reducida. El crudo de reaccion se purifico formando la sal de oxalato *

identificada como: benzoato de 4-[(etilamino)metil]-2-metoxifenilo ( Rend = 60 %).

* Formacion de la sal de oxalato
A una disolucion de 1.78 g del crudo de reaccion en 10 mL de AcOEt se adicion6 0.8g
de acido oxalico se dejo en agitacion por 10 minutos a 50-55 °C. Posteriormente se bajo la

temperatura a 25 “C por 20 minutos. Después se filtrd por vacio y se lavo con AcOEt. Se obtuvo
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un so6lido blanco. El sélido blanco se disuelve en 10 mL de H,O y se adicioné 5 mL de NaOH al
50%, se dejo en agitacion a t.a. Se realizaron extracciones con CH,Cly, la fase orgénica se lavod
con brine y se seco sobre MgSQO,4 anhidro. El disolvente se elimind en el rotaevaporador a

presion reducida.

Benzoato de 4-[(etilamino)metil]-2-metoxifenilo

Formula molecular: C;7H;oNO;
Aspecto fisico: aceite transparente

IR (cm'1): 30006, 2965, 2937, 2832, 2870, 1741, 1509, 1452, 1266, 938, 799.

Esquema 13. Acilacion del compuesto (4) con cloruro de propanoilo

(e}
CH30 /\ CH30 )k/
o 3
NH \)LCI , Pyr N
DMF k
BzO BzO
3)

(C))

A una disolucion de 1.2 g (4.20 mmol) del compuesto (4) en 15 mL de DMF se adiciond a 0 °C
0.612 mL (7.56 mmol) de piridina y muy lentamente 0.7 g (7.56 mmol) de cloruro de propanoilo
(Esquema 13.1). La mezcla de reaccion se dejo en agitacion por 18 hrs. La reaccion se paro
adicionando una disolucion saturada de sulfato de cobre y se realizaron extracciones con éter. La
fase etérea se lavo con una disolucion saturada de NaHCO; y se seco con MgSO,4 anhidro. El
disolvente se elimind en el rotaevaporador a presion reducida. El crudo de reaccion se purifico
por columna cromatrografica de gel de silice utilizando Hex/AcOEt al 50% para obtener el
producto caracterizado como: benzoato de 4-{[etill(propanoil)amino]metil}-2-metoxifenilo

(Rend. = 84 %).
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1.2 Parte experimental Capitulo I

Esquema 13.1. Metodologia general para la preparacion de cloruros de acilo a partir de
acidos carboxilicos.

(0] 0]

DMEF, (COCl),
Tolueno

R OH R Cl

A una disolucién de 1 equivalente de acido carboxilico correspondiente en 5 mL de
tolueno en atmosfera de N, se adiciond una cantidad catalitica de DMF y posteriormente se
adiciona 1.3 equivalentes de cloruro de oxalilo IM. Se dej6 en agitacion por 30 minutos y se
utiliz6 inmediatamente después para las acilaciones correspondientes. Los tres dacidos
carboxilicos que se utilizaron fueron: acido propionico, acido pentanodico y acido undecendico,
para preparar cloruro de propanoilo, cloruro de pentanoilo y cloruro de undecenoilo

resperctivamente.

Benzoato de 4-{]etill(propanoil)amino]lmetil}-2-metoxifenilo

Formula molecular: CyoH23NO,
Aspecto fisico: aceite transparente

IR (cm™): 2975, 2937, 1742, 1644, 1452, 1265, 794.
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Esquema 14. Acilacion del compuesto (4) con cloruro de pentanoilo

o
CH30 o) CH30. )k/\/
NHMCI’ Pyr N
DMF K
BzO BzO
) ©

A una disolucion de 1 g (3.50 mmol) del compuesto (4) en 15 mL de DMF se adicioné a
0 °C 0.51 mL (6.30 mmol) de piridina y muy lentamente 0.76 g (6.31 mmol) de cloruro de
pentanoilo (ver pagina 18). La mezcla de reaccion se dejo en agitacion por 18 hrs. La reaccion se
pard adicionando una disolucioén saturada de sulfato de cobre y se realizaron extracciones con
CH,Cl,. Las fase organica se lavd con una disolucion acuosa de NaCOs; al 10 % y se seco con
MgSO, anhidro. El disolvente se elimind en el rotaevaporador a presion reducida. El crudo de
reaccion se purificod por columna cromatrografica de gel de silice utilizando Hex/AcOEt al 50%
para obtener el producto caracterizado como: Benzoato de 4-{[etill(pentanoil)amino]metil }-2-

metoxifenilo ( Rend. = 85 %).

Benzoato de 4-{[etill(pentanoil)amino]lmetil}-2-metoxifenilo

Formula molecular: Co,H,7NO,
Aspecto fisico: aceite transparente

IR (cm'1): 2959, 2934, 1747, 1644, 1452, 1416, 1265, 797.
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Esquema 15. Acilacion del compuesto (4) con cloruro de undecenoilo

CH30
DO
BzO (4)

2wl L Py DMF

A una disolucion de 1.1 g (3.85 mmol) del compuesto (4) en 15 mL de DMF se adiciono
a 0 °C 0.56 mL (6.90 mmol) de piridina y muy lentamente 1.49 mL (6.90 mmol) de cloruro de
undecenoilo (ver pagina 18). La mezcla de reaccion se dejé en agitacion por 18 hrs. La reaccion
se par6 adicionando una disolucién saturada de sulfato de cobre y se realizaron extracciones con
éter. La fase etérea se lavd con una disolucion acuosa de NaHCOs al 10 % y se seco con MgSOq
anhidro. El disolvente se elimin6 en el rotaevaporador a presion reducida. El crudo de reaccion
se purificd por columna cromatrografica de gel de silice utilizando Hex/AcOEt al 50% como
mezcla eluyente, para obtener el producto caracterizado como Benzoato de 4-{[etil(undecen-10-

amino)]|metill} -2-metoxifenilo ( Rend. = 88 % ).

Benzoato de 4-{[etil(undecen-10-amino)]Imetil}-2-metoxifenilo

Formula molecular: C,sH37NO,4
Aspecto Fisico: aceite transparente

IR (cm™): 2927, 2854, 1743, 1642, 1452, 1264, 793.
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Esquema 16. Desproteccion del compuesto (5) para obtener el producto (8)

o)
CHs0 )J\/
:@/\N
Bz0 ®) k

MeOH/CH,Cl, |  K,CO;

o
CH30. )J\/
O
HO K
(®)

A una disolucion de 1 g (2.93 mmol) del compuesto (5) en 22 mL de MeOH/ 9 mL
CH,ClI; se adiciono6 0.45 g (3.25 mmol) de K,COs3 a 0 °C y se dejo en agitacion por 4 hrs. La
reaccion se pard eliminando el s6lido residual de la mezcla por filtracion, y el disolvente en el
rotacvaporador a presion reducida. El crudo de reaccion se purific6 mediante columna

cromatrografica de gel de silice usando AcOEt como fase eluyente, para obtener el producto

caracterizado como: N-etil-N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)propanamida ( Rend. = 84 %).

N-etil-N-(4-hid roxi-3-metoxi-bencil)propanamida(8).

Formula molecular: Cy3H;9NOs
Aspecto fisico: aceite transparente
Ri= 0.38 (Hex/AcOEt 60%)

IR (cm'1) 1 3252, 2976, 2938, 2839, 1624, 1275, 1035.
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EM m/z (%) : 237.2 (M), 208.1 (11), 180.1 (10), 164.1 (3), 152.1 (100), 137.1 (87), 122.1 (12),
107.1 (4), 94.1 (9), 77.1 (4), 57.1 (11), 44.1 (2).

RMN "H (CDCl3) &: 1.09 (t, 3H), J=7.2 Hz; 2.34 (¢, 2H), J= 7.2 Hz; 1.25 (t, 3H), J=7.0
Hz; 3.42 (c, 2H), J=7.0 Hz; 4.44 (s, 2H) ; 6.81 (m, 3H); 3.85 (s, 3H).

Esquema 17. Desproteccion del compuesto (6) para obtener el producto (9)

o)
CH30 M
jijAN
BzO () K

MeOH/CH,Cl, |  K,CO;4

o
CHZ0 M
)OSR
HO K
%)

A una disolucion de 0.93 g (2.51 mmol) del compuesto (6) en 22 mL de MeOH/ 9 mL
CH,Cl, se adicion6 0.38 g (2.77 mmol) de K,COs3 a 0 °C y se dejo en agitacion por 4 hrs. La
reaccion se pard eliminando el solido residual de la mezcla por filtracion y el disolvente en el
rotaecvaporador a presion reducida. El crudo de reaccion se purificO mediante columna

cromatrografica de gel de silice usando AcOEt como fase eluyente, para obtener el producto

caracterizado como: N-etil-N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)-pentanamida ( Rend. = 89 %).

N-etil-N-(4-hid roxi-3-metoxibencil)-pentanamida (9).

Formula molecular: C;5sH»3NO;

Aspecto fisico: aceite café clarito
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Rt= 0.57 (Hex/AcOEt 60%)
IR (cm'1): 3253, 2959, 2934, 1623, 1462, 1210, 937, 797, 738.

EM m/z (%) : 265.1 (M), 236.2 (7), 223.2 (8), 194.1 (6), 180.1 (10), 164.1 (5), 152.1 (100),
137.1(99), 122.1 (12), 107.1 (3), 94.1 (8), 77.1 (3), 57.1 (10), 41.1 (6).

RMN "H (CDCls) &: 0.89 (t, 3H), J=7.4 Hz; 1.33 (m, 2H), J= 7.4 Hz; 1.68 (m, 2H) ; 2.36 (4,
2H); 1.11 (t, 3H), /= 7.0 Hz; 3.41 (c, 2H), J=7.0 Hz; 4.51 (s, 2H); 6.86 (m, 3H); 3.85 (s,
3H).

RMN ™C (CDCl3) 8: 13.7 (c); 22.6 (t); 27.7 (b); 32.8 (t); 173.4 (s); 13.9 (c); 41.3 (t); 50.4 (t);
129.8 (s); 111.0 (d); 146.9 (s); 145.1 (s); 114.2 (d); 121.0 (d); 55.9 (c).

Esquema 18. Desproteccion del compuesto (7) para obtener el producto (10)

(0]
CH;30. )J\/\/\/\/\/
:O/\ N
B20 k %)
MeOH/CH,Cl, | K,CO;3
(o]

CHSOIJ/\NW

HO' (10)

A una disolucién de 1 g (2.21 mmol) del compuesto (7) en 22 mL de MeOH/ 9 mL
CH,Cl, se adicion6 0.33 g (2.43 mmol) de K,CO; a 0 °C y se dejo en agitacion por 4 hrs. La
reaccion se par6 eliminando el solido residual de la mezcla por filtracion y el disolvente en el

rotaecvaporador a presiéon reducida. El crudo de reaccion se purific6 mediante columna
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cromatrografica de gel de silice usando AcOEt como fase eluyente, para obtener el producto
caracterizado como: N-etil-N-[(4-hidroxi-3-metoxifenil)metiljundecen-10-enamida ( Rend. =
85 %).

N-etil-N-[(4-hidroxi-3-metoxifenil)metiljundecen-10-enamida (10).

Formula molecular: C;;H33NO5

Aspecto fisico: aceite transparente

Ri= 0.76 (Hex/AcOEt 60%)

IR(cm'1): 3263, 3075, 2927, 2854, 1638, 1598 , 1515, 1463 , 1427, 1379, 1240, 994 , 909.

EM m/z (%) : 347.3 (M"), 318 (3), 223.1 (19), 194.1 (10), 180.1 (10), 152.1 (79), 137.1 (100),
122.1 (9), 94.1 (5), 69.1 (3), 55.1 (12), 41.1 (7).

RMN "H (CDClg) 8: 5.02 (dd, 1H); J=15.0 Hz; 4.99 (dd, 1H); 4.95 (dd, 1H); 5.80 (m, 1H);
2.02 (m, 2H); 1.66 (m, 2H); 1.28 (m, 8H); 1.31 (m, 1H); 2.36 (t, 2H); 1.13 (t, 3H), J=7.0 Hz;
3.40 (c, 2H), J= 7.0 Hz; 4.47 (s, 2H); 6.50 (m, 3H); 3.84 (s, 3H).

RMN '3C (CDClg) &: 114.7 (t); 139.1 (d); 33.7 (t); 29.3 (1); 29.0 (¢); 28.9 (t); 29.4 (t); 25.6 (1);

25.4 (t); 33.1 (t); 173.0 (s); 13.7 (c); 41.2 (t); 50.4 (t); 55.9 (c); 110.9 (d); 146.8 (5); 145.0 (s);
114.0 (d); 121.1 (d); 55.9 (c).
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1212 RUTASINTETICA B

Esquema 19. Aminacion del benzaldehido con etilamina

H

RN

Et-NH,,AcOH,NaBH, H

AcOEt
(14)

A una disolucion de 1.91 mL (18.8 mmol) del benzaldehido en 30 mL de AcOEt, se
adicioné 10.4 mL de etilamina (2 M en MeOH) y 0.5 mL de AcOH (9.0 mmol) y se dejo en
agitacion durante 2 hrs. A continuacion se adicion6 a 0 °C 1 g de NaBH4 (26.4 mmol) y se dejo
en agitacion a temperatura ambiente por 14 hrs. La reaccion se pard adicionando una solucion
IN de NaOH vy se realizaron extracciones con CH,Cl,. Las extracciones de diclorometano se
lavaron con brine y se secaron con MgSO, anhidro. El disolvente se elimind en el rotaevaporador
a presion reducida. El crudo de reaccion se purificé formando la sal de oxalato * (ver pagina 17).

del compuesto: N-benciletanamina (Rend. = 60 %).

N-benciletanamina

Formula molecular: CoH 3N
Aspecto Fisico: aceite

IR (cm'1): 2965, 2815, 1605, 1494, 1454, 1123, 1074, 1028, 734, 698.
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Esquema 20. Acilacion con cloruro de propanoilo del compuesto (14) para obteber el
producto (16)

)L/
H/\\)?\CI , Pyr - N
DMF )

(14) (16)

A una disolucion de 1g (7.40 mmol) del compuesto (14) en 20 mL de DMF se adiciono a
0 °C 1.07 mL (13.28 mmol) de piridina y muy lentamente 1.23 g (13.28 mmol) de cloruro de
propanoilo (Esquema 13.1). La mezcla de reaccion se dejé en agitacion por 2hrs. La reaccion se
pard adicionando una disolucion saturada de sulfato de cobre y se realizaron extracciones con
éter. La fase etérea se lavd con una disolucion acuosa de NaHCO; al 10 % y se seco con MgSOy
anhidro. El disolvente se elimind en el rotaevaporador a presion reducida. El crudo de reaccion
se purificé por columna cromatrografica de gel de silice utilizando Hex/AcOEt al 60% como
mezcla eluyente, para obtener el producto caracterizado como: N-Bencil-N-etilpropanamida
(Rend. =94 %).

N-Bencil-N-etilpropanamida.

Formula molecular: C,H;7NO

Aspecto fisico: Aceite Transparente

Ri= 0.83 (Hex/AcOEt 25%)

IR (cm'1): 2977,2937, 2877, 1647, 1496, 1452, 1427, 1363, 1070, 1029, 731.

EM m/z (%) : 191.2 (M"), 162.1 (8), 134.1 (12), 120.1 (21), 106.1 (100), 91.1 (89), 65.1(11),
57.1(14), 44.1 (9).
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RMN "H (CDCl3) &: 1.09 (t, 3H), J=7.2Hz; 2.34 (c,2H), J=7.2 Hz; 1.21 (t, 3H), J=7.2
Hz; 3.43 (¢, 2H), J=7.2 Hz; 4.60 (s, 2H); 7.27 (m, SH).

RMN ®C (CDCls) &: 9.6 (c); 26.3 (t); 173.8 (s); 13.7 (c); 41.5 (¢); 50.6 (t); 138.0 (s); 127.8 (d);
128.3 (d); 126.5 (d); 128.3 (d); 127.8 (d).

Esquema 21. Acilacion con cloruro de pentanoilo del compuesto (14) para obtener el
producto (17)

o
NHMCI Py NM
DMF ] K

(14) (17)

A una disolucion de 1 g (7.39 mmol) del compuesto (14) en 15 mL de DMF se adiciond
a 0 °C 0.77 mL (9.60 mmol) de piridina y muy lentamente 1.15 g (9.60 mmol) de cloruro de
pentanoilo (Esquema 13.1). La mezcla de reaccion se dejo en agitacion por 18 hrs. La reaccion
se par6 adicionando una disolucion saturada de sulfato de cobre y se realizaron extracciones con
CH,Cl,. Las fase orgénica se lavd con una disolucioén acuosa de Na,COs al 10 % y se secod con
MgSO, anhidro. El disolvente se elimino en el rotaevaporador a presion reducida, y el crudo de
reaccion se purificod por columna cromatrografica de gel de silice utilizando Hexano como
eluyente, para obtener el producto caracterizado como: N-bencil-N-etilpentamida (Rend. = 70
%).

N-bencil-N-etilpentamida.

Formula molecular: Ci4HNO
Aspecto fisico: Aceite transparente

IR (cm'1): 3030, 2959, 2932, 2873, 1644, 1495, 1453, 1362, 1100, 731.

28




1.2 Parte experimental Capitulo I

EM m/z (%) : 219.2(M"), 190.2 (48), 177.2 (35), 162.1 (4), 148.1 (3), 134.1 (15), 120.1 (25),
106.1 (83), 91.1 (100), 65.1 (11), 57.1 (14), 44.1 (8).

RMN "H (CDCl3) 8: 0.90 (t, 3H), J= 7.2 Hz; 1.10 (t, 3H), J= 6.8 Hz; 1.34 (m, 2H), J= 7.2 Hz;
2.39 (t, 2H); 3.41 (c, 2H), J= 6.8 Hz; 4.59 (s, 2H); 7.26 (m)

RMN C (CDCl3) &: 12.6 (c); 13.8 (c); 22.5 (1); 27.5 (t); 32.7 (t); 41.5 (t); 50.6 (t); 127.9 (d);
128.4 (d); 128.8 (d); 138.0 (s); 173.1 (s).

Esquema 22. Acilacion con cloruro de undecenoilo del compuesto (14) para obtener el
producto (18)

O

@ANJ\/\/\N\/

(18)

A una disoluciéon de 0.5 g (3.69 mmol) del compuesto (14) en 15 mL de DMF se
adiciono a 0 °C 0.6 mL (7.40 mmol) de piridina y muy lentamente 1.5 g (7.40 mmol) de cloruro
de undecenoilo (ver pagina 18). La mezcla de reaccion se dejo en agitacion por 18 hrs. La
reaccion se par6d adicionando una disolucion saturada de sulfato de cobre y se realizaron
extracciones con CH,Cl,. Las reunion de las extracciones se lavaron con una disolucion acuosa
de Na,COsal 10 % y se seco con MgSQO,4 anhidro. El disolvente se elimin6 en el rotaevaporador
a presion reducida. El crudo de reaccidn se purificd por columna cromatrografica de gel de silice
utilizando Hexano como eluyente, para obtener el producto caracterizado como: N-bencil-N-

etilundec-10-enamida (Rend. =73 % ).

29




1.2 Parte experimental Capitulo I

N-bencil-N-etilundec-10-enamida.

Formula molecular: C,oH3;NO
Aspecto fisico: Aceite transparente.
IRem™ : 3475, 3278, 3278, 3065, 3029, 2927, 2854, 1646, 992, 909.

EM m/z (%) : 301.3 (M"), 260.2 (9), 204.2 (6), 190.2 (38), 177.2 (69), 162.1 (4), 148.1 (17),
134.1 (18), 120.1 (19), 106.1 (54), 91.1 (100), 69.1 (5), 55.1 (17), 41.1 (11).

RMN "H (CDCl3) 8: 1.13 (t, 3H) (J=7.0 Hz); 1.29 (m, SH); 2.34 (t, 2H); 3.41 (c, 2H), (J="7.0
Hz); 4.59 (s, 2H); 4.98 (dd), J=17.0 Hz; 4.92 (dd), J= 9.2 Hz; 5.80 (m, 1H), J;= 17.0 Hz, J=

9.2 Hz; 7.27 (m, 5H).

RMN G (CDCl3) 8: 13.7 (c); 23.7 (£); 25.3 (1); 25.5 (£); 29.0 (1); 29.3 (t); 29.4 (t); 33.3 (¢); 33.7
(t); 41.5 (£); 50.5 (t); 114.1 (t); 127.9 (d); 128.4 (d); 128.8 (d); 130.8 (s); 139.1 (d); 173.2 (c).
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1.2.2 SINTESIS DE CAPSINOIDES
Para la generacion de estos compuestos, se utilizaron también dos rutas sintéticas. La ruta
C que muestra a los analogos de capsinoides sintetizados a partir de vainillina, y la ruta D que

indica la obtencién de estos productos utilizando a benzaldehido como sustrato.

Ruta C

La primera reaccion de la ruta sintética C fue la reduccion del grupo carbonilo a un
alcohol bencilico utilizando NaBH4 en MeOH, posteriormente se realizaron las acilaciones con
cloruro de propanoilo, cloruro de pentanoilo y cloruro de undecenoilo respectivamente, estos

cloruros de acilo se prepararon de acuerdo con el esquema 13.1.

H,CO H,CO
" NaBH, oH
MeOH
HO HO
O, Cl
Pyr, DMF Y
0°cC R
0
H,CO )}\
(@) R

HO

R= Etilo, butilo, decenilo

Esquema 23. Ruta sintética C.

Ruta D

Para la ruta sintética D se realizd un reduccion del grupo carbonilo del benzaldehido
obteniéndose alcohol bencilico, para posteriormente hacer las acilaciones correspondientes con
cloruro de propanoilo, cloruro de pentanoilo y cloruro de undecenoilo en DMF y utilizandose

piridina como base, los cloruro de acilo se prepararon segun el esquema 13.1.
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(o}

0 )J\
H NaBHy4 OH )]\ Pyr

R ci 0 R

MeOH
DMF, 0°C

R= etilo, butilo, decenilo.

Esquema 24. Ruta sintética D.

1221 RUTASINTETICA C

Esquema 25. Reduccion del grupo carbonilo de la vainillina con NaBH4

H3CO
H3CO. NaBH4 3

MeOH

HO HO
M 3)

A una disolucion de 5 g (32.8 mmol) de vainillina en 200 mL de metanol, se adiciond
lentamente a temperatura ambiente 1.86 g (49.2 mmol) de borohidruro de sodio, y se dejo en
agitacion durante 20 minutos. La reaccion se par6 adicionando 100 mL de cloruro de amonio y el
MeOH fue eliminado en el rotaevaporador a presion reducida. Posteriormente se hicieron
extracciones con AcOEt y la reunion de estas se secaron con MgSO, anhidro. El disolvente se
elimind por rotaevaporacion a presion reducida, para obtener el compuesto caracterizado como:

4-(hidroximetil)-2-metoxifenol (Rend. = 89 %).

4-(hidroximetil)-2-metoxifenol

Formula molecular: CgH;O3

PF:111°C
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Aspecto fisico: Polvo Blanco

IR (cm'1): 3444, 2943, 2888, 1465, 1269, 1033, 996, 926.

Esquema 26. Acilacion con cloruro de propanoilo del compuesto compuesto (3) para
obtener el producto (11)

(0]

H3CO o H,CO )J\/
on . Py o

DMF

HO s HO (11

A una disolucion de 1 g (6.48 mmol) del compuesto (3) en 30 mL de DMF. se adicioné a
0 °C 0.78 mL (9.72 mmol) de piridina y muy lentamente 1.12 (12.90 mmol) de cloruro de
propanoilo (Esquema 13.1). La mezcla de reaccion se dejo en agitacion por 2 hrs. La reaccion se
par6 adicionando una disolucidn saturada de sulfato de cobre y se realizaron extracciones con
éter. La fase etérea se lavo con una disolucion acuosa de NaHCOs al 10 % y se seco con MgSOq4
anhidro. El disolvente se elimino en el rotaevaporador a presion reducida, y el crudo de reaccion
se purifico por columna cromatrografica de gel de silice utilizando 7-Hex/AcOEt al 20% como
mezcla eluyente para obtener el producto caracterizado como: Propanoato de 4-hidroxi-

3metoxibencilo (Rend. =67 %).

Propanoato de 4-hidroxi-3metoxibencilo

Formula molecular: C,1H;404
Aspecto fisico: aceite transparente
IRem ™ 3437,2927, 2853, 1732, 1378, 1277, 1241, 1182, 1034.
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RMN "H (CDClg) 8: 1.49 (t, 3H), J=7.6 Hz; 5.03 (s, 2H); 2.35 (c, 1H), J=7.6 Hz; 6.88 (m,
3H); 3.89 (s, 3H).

RMN C (CDCl3) &: 9.1 (c); 27.6 (t); 174.4 (5); 66.3 (t); 127.9 (s); 111.2 (d); 146.4 (s); 145.7
(s); 114.3 (d); 122.0 (d); 55.9 (c).

Esquema 27. Acilacion con cloruro de pentanoilo del compuesto (3) para obtener el

producto (12)
(0]
H3CO o o H;CO )J\/\/
\/\/chl , Pyr :ij/\o
DMF
HO
(3) HO (12)

A una disolucion de 0.5 g (3.24 mmol) del compuesto (3) en 15 mL de DMF se adiciono
a 0 °C 0.66 mL (5.50 mmol) de piridina y muy lentamente 0.66 g (5.50 mmol) de cloruro de
pentanoilo (Esquema 13.1). La mezcla de reaccion se dejo en agitacion por 18 hrs. La reaccion
se par6 adicionando una disolucion saturada de sulfato de cobre y se realizaron extracciones con
CH,Cl,. La fase organica se lavd con una disolucion acuosa de Na,COj; al 10 % y se seco con
MgSO, anhidro. El disolvente se elimind en el rotaevaporador a presion reducida. El crudo de
reaccion se purificd por columna cromatrografica de gel de silice utilizando Hex/AcOEt al 7 %
como mezcla eluyente para obtener el producto caracterizado como: Pentanoato de 4-hidroxi-3-

metoxibencilo (Rend. = 78 %).

Pentanoato de 4-hidroxi-3-metoxibencilo

Formula molecular: C;3H;304

Aspecto fisico: Aceite transparente
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IR (cm™): 3424, 2960, 2873, 1730, 1465, 1278, 1170, 1035.

EM m/z (%) : 238.1 (M"), 154.1 (28), 137.1 (58), 122.1 (8), 107.1 (6), 94.1 (4), 73.1 (3), 60
(7), 51.1 (2), 39.1 (3).

RMN "H (CDCls) &: 0.91 (t, 3H); 1.33 (m, 2H), J=7.4 Hz; 1.62 (m, 2H); 2.34 (t, 2H), J=7.4
Hz; 5.03 (s, 2H); 6.88 (m, 3H); 3.88 (s, 3H).

Esquema 28. Acilacion con cloruro de undecenoilo del compuesto (3) para obtener el
producto (13)

CH40
j@/\oH
HO

3)

O

2v¥c) L ey DMF

8

o}

CHSOQ/\OMV\/

HO (13)

A una disolucion de 0.5 g (3.24 mmol) del compuesto (3) en 15 mL de DMF se adiciond
a0 °C 0.39 mL (4.90 mmol) de piridina y muy lentamente 1g (4.90 mmol) de cloruro de
undecenoilo (Esquema 13.1). La mezcla de reaccion se dejo en agitacion por 18 hrs. La reaccion
se par6 adicionando una disolucion saturada de sulfato de cobre y se realizaron extracciones con
éter. La fase etérea se lavo con una disolucidon acuosa de Na,COs al 10 % y se seco con MgSOy
anhidro. El disolvente se elimin6 en el rotaevaporador a presion reducida. El crudo de reaccion
se purificd por columna cromatrografica de gel de silice utilizando /7-Hex/AcOEt al 5% como
mezcla eluyente, para obtener el producto caracterizado como: Undec-10-enoato de 4-hidroxi-
3metoxibencilo (Rend. = 67 %).
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Undec-10-enoato de 4-hidroxi-3metoxibencilo

Formula molecular: CyoHx304

Aspecto fisico: Aceite transparente

Ri= 0.5 (Hex/AcOEt 25%)

IR cm™: 3448, 3075, 2855, 2928, 1734, 1433, 1276, 1240, 1158, 1036, 994, 910.

EM m/z (%) : 320.2(M"), 280.9 (4), 253 (3), 207 (8), 154.1 (29), 137.1 (100), 123 (12), 107
(17), 95.1 (4), 83.1 (10), 69.1 (13), 5.1 (24), 41.1 (15).

RMN 'H (CDCl3) 8: 4.99 (dd, 1H), J=17.0 Hz; 4.94 (dd, 1H), J=10.4 Hz; 5.80 (m, 1H), J,=
10.4 Hz; J,=17.0 Hz; 2.03 (m, 2H); 1.64 (m, 4H); 1.31 (m, 8H); 1.64 (m, 4H); 2.35 (t, 2H); 5.03 (s,

2H); 6.89 (s, 3H); 3.90 (s, 3H).

1222 RUTASINTETICAD

Esquema 29. Reduccion del grupo carbonilo del Benzaldehido con NaBH4

H NaBH, OH
MeOH ©/\
(15)
A una disolucion de 1.5 g (14.1 mmol) de benzaldehido en 35 mL de metanol se
adiciond lentamente a temperatura ambiente 0.64 g (16.9 mmol) de borohidruro de sodio, y se
dejo en agitacion durante 20 minutos. La reaccion se pard adicionando 30 mL de cloruro de

amonio y el MeOH fue eliminado en el rotaevaporador a presion reducida. Posteriormente se

hicieron extracciones con AcOEt y sus reuniones se secaron con MgSO, anhidro. El disolvente
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se elimind por rotaevaporacion a presion reducida, para obtener el compuesto: fenilmetanol

(Rend. =90 %)

Fenilmetanol

Formula molecular: C;HgO
Aspecto fisico: aceite transparente

IR (cm™): 3338, 3031, 2931, 1607, 1496, 1370, 1303, 1208, 1079, 735, 697.

Esquema 30. Acilacion con cloruro de propanoilo del compuesto (15) para obtener el
producto (19)

(o}

©AOH . ) @AO)J\/
DMF

(15) (19)

A una disolucion de 0.7 g (6.47 mmol) del compuesto (15) en 10 mL de DMF se adiciond
a 0 °C 0.8 mL (9.80 mmol) de piridina y muy lentamente 0.9 g (9.80 mmol) de cloruro de
propanoilo (Esquema 13.1). La mezcla de reaccion se dejo en agitacion por 18 hrs. La reaccion
se par6 adicionando una solucion saturada de sulfato de cobre y se realizaron extracciones con
éter. La fase etérea se lavo con una disolucion acuosa de Nay,COs al 10 % y se secé con MgSO4
anhidro. El disolvente se elimin6 en el rotaevaporador a presion reducida. El crudo de reaccion
se purificoé por columna cromatrografica de gel de silice utilizando Hexano como eluyente para

obtener el producto caracterizado como: Propanoato de bencilo (Rend. = 97 %).

Propanoato de bencilo

Formula molecular: C;oH;,0,
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1.2 Parte experimental Capitulo I

Aspecto fisico: aceite amarillo
Ri=0.76 (Hex/AcOEt 25%)
IRcem™: 3067, 3035, 2982, 2943, 2883, 1739, 1498, 1174, 698.

EM m/z (%) : 164.1 (M"), 108.1 (95), 91.1 (100), 79.1 (14) 65.1 (13), 57.1 (23), 51.1 (6), 39.1
(4).

RMN "H (CDCls) &: 1.15 (t, 3H), /= 7.2 Hz; 2.37 (¢, 2H), J= 7.2 Hz; 5.11 (s, 2H); 7.33 (m,
5H).

RMN C (CDCls) &: 9.2 (c); 27.7 (t); 174.4 (s); 66.2 (t); 136.2 (s); 128.0 (d); 128.9 (d); 128.5
(d); 128.9 (d); 128.0 (d).

Esquema 31. Acilacion con cloruro de pentanoilo del compuesto (15) para obtener el
producto (20)

OH 9 M
o~ A , Pyr O
Cl
_—
DMF

1s) (20)

A una disoluciéon de 0.5 g (4.62 mmol) del compuesto (15) en 10 mL de DMF se
adiciond a 0 °C 0.8 mL (8.30 mmol) de piridina y muy lentamente 1.7 g (8.30 mmol) de cloruro
de pentanoilo (Esquema 13.1). La mezcla de reaccion se dejo en agitacion por 18 hrs. La
reaccion se pard adicionando una disolucion saturada de sulfato de cobre y se realizaron
extracciones con CH,Cl,. Las extracciones reunidas se lavaron con una disolucion acuosa de
Na,COs al 10 % y se sec6 con MgSO, anhidro. El disolvente se elimin6 en el rotaevaporador a

presion reducida. El crudo de reaccion se purifico por columna cromatrografica de gel de silice

38




1.2 Parte experimental Capitulo I

utilizando Hexano/Acetato de etilo al 1 % como mezcla eluyente, para obtener el producto

caracterizado como: Pentanoato de bencilo (Rend. =71 %)

Pentanoato de bencilo

Formula molecular: C,H60,
Aspecto fisico: aceite transparente
IRem™: 3067, 3035, 2960, 2933, 2873, 1737, 1498, 1167, 697.

EM m/z (%) : 192.1 (M), 174.1 (4), 108.1 (100), 91.1 (100), 79.1 (12), 65.1 (16), 57.1 (21),
41.1 (8).

RMN "H (CDCls) 8: 0.93 (t, 3H); 1.34 (m, 2H);, 1.65 (m, 2H); 2.35 (t, 2H); 5.10 (s, 2H); 7.34
(m, SH).

RMN G (CDCl3) 8: 13.7 (c); 22.2 (t); 27.0 (t), 34.0 (¢); 66.2 (t); 128.1 (d); 128.5 (d); 128.8 (d);
130.8 (s); 173.6 (s)
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Esquema 32. Acilacion con cloruro de undecenoilo del compuesto (15) para obtener el
producto (21)

@/\OH
15)

o

oz | P

OW
g8

@

A una disolucién de 0.5 g (4.62 mmol) del compuesto (159) en 10 mL de DMF se
adiciond a 0 °C 0.8 mL (8.30 mmol) de piridina y muy lentamente 1.7 g (8.30 mmol) de cloruro
de undecenoilo. La mezcla de reaccion se dejo en agitacion por 18 hrs. La reaccion se pard
adicionando una disolucion saturada de sulfato de cobre y se realizaron extracciones con CH,Cl,.
Las extracciones reunidas se lavaron después con una disolucion acuosa de Na,COsal 10 % y se
secd con MgSO, anhidro. El disolvente se elimind en el rotaevaporador a presion reducida, y el
crudo de reaccion se purificd por columna cromatrografica de gel de silice utilizando Hexano
como eluyente, para obtener el producto caracterizado como: Undec-10-enoato de bencilo

(Rend. =78 % ).

Undec-10-enoato de bencilo

Formula molecular: C;gH60,

Aspecto fisico: aceite transparente

Rt= 0.82 (Hex/AcOEt 25%)
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IR cm™ : 3068, 3034, 2928, 2856, 1738, 1640, 1498, 1456, 1271, 994, 909.

EM m/z (%) : 274.1 (M), 256.1 (1), 183.2 (6), 165.1 (6), 147.1 (9), 123.2 (11), 108.1 (38), 91.1
(100), 81.1 (14), 69.1 (11), 55.1 (20), 41.1 (12).

RMN "H (CDClg) &: 4.99 (dd, 1H), J=17.2 Hz; 4.77 (dd, 1H), J=10.4 Hz; 5.80 (m, 1H), J, =
10.4 Hz; J,=17.0 Hz; 2.02 (m, 2H); 1.64 (m, 4H); 1.32 (m, 8H); 2.33 (t, 2H); 5.10 (s, 2H); 7.35
(m, SH).

RMN ®C (CDCls) &: 114.3 (t); 136.2 (d); 33.9 (); 30.5 (£); 29.3 (£); 29.0 (£); 29.2 (t); 29.0 (t);

25.0 (t); 34.4 (t); 173.7 (s); 66.1 (t); 139.2 (s); 128.0 (d); 128.8 (d); 128.5 (d); 128.8 (d); 128.0
(d).
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1.3 Discusion de resultados Capitulo I

1.3.1 SINTESIS DE CAPSAICINOIDES.

Para la preparacion de los diferentes analogos de capsaicinoides, se plantearon dos
estrategias sintéticas como se indica en la parte experimental (Ruta A y B). En la primera de
ellas se utilizo vainillina como material de partida (Esquema 33). En donde el hidroxilo fenolico
se protegid con cloruro de benzoilo para poder realizar las siguientes reacciones sin la

competencia de la reactividad de este grupo.

H,CO. H,CO

H,CO
BzCl, E13N H  Et- NHzNaBH4
CHZCIZ 0°cC ACOH AcOEt )
BzO

O, Cl
Pyr, DMF Y

00cC R
o) o)
H,CO )J\ H,CO )J\
N R K,CO;, N R
-‘t— e
CH,Cl,/ MeOH )
()O C BzO'

HO

Esquema 33. Ruta sintética A para la obtencion de capsaicinoides a partir de vainillina.

Enseguida se llevd a cabo una aminacion con etil amina y borohidruro de sodio sobre el
grupo aldehidico para generar la amina secundaria en un 60 % de rendimiento. Después se
realizo una reaccion de acilacion con tres halogenuros de acilo (cloruro de propanoilo, cloruro de
pentanoilo y cloruro de undecenoilo), para formar las correspondientes amidas, (5), (6) y (7)

respectivamente.

H,CO. )J\/ H,CO )J\/\/
N :©/\ N
B70 ) B0 )

()] (6)

o )J\/\/\/\/\/
N
) (10)
BzO
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1.3 Discusion de resultados Capitulo I

Finalmente se hizo la desproteccion de estos compuestos utilizando carbonato de potasio,
para generar los productos: (8) N-etil-N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)propanamida, (9) N-etil-N-
(4-hidroxi-3-metoxibencil)pentanamida, y (10)N-etil-N-[(4-hidroxi-3-metoxifenil )metil ]

undecen-10-enamida, con rendimientos del 84 %, 89% y 85 % respectivamente.

En la espectrometria de masas del producto (8) se observé un i6n molecular m/z 237.2
(Anexo 13) que corresponde con la formula molecular Ci3 Hi9 NO;. En el espectro de infrarrojo
(Anexo 1) se observaron las bandas de absorcion caracteristicas del estiramiento H-O a 3252 cm’

!y para el carbonilo correspondiente al estiramiento del enlace C = O de la amida a 1624 cm’™.
131,00 . 8 1 N)Zk/él

®)

En el espectro de RMN 'H (Anexo 24) se observd como evidencia espectroscopica, un
singulete a 4.44 5 con integracion de dos hidrogenos, que se atribuyen a los protones metilénicos
H-1; cabe mencionar que también se identificd un segundo singulete a 4.50 & correspondiente a
los mismos protones H-1. Este fenomeno de duplicacion de sefiales se observa por la presencia
de isomeros rotacionales. A 3.42 6 aparece un cuarteto asignable a los protones del metileno H-5
y otra sefial duplicada de H-5 a 3.27 6 el cual pertenece al rotamero B. También se identifica un
triplete a 1.25 d correspondiente a los protones H-6 del grupo metilo, ambas sefiales pertenecen a
la N-sustitucion del grupo etilo, presentan una constante de acoplamiento caracteristica de J =
7.0 Hz. El resto de los datos espectroscopicos corresponden correctamente con la estructura del

producto (8) y se presentan en la tabla 1.

(0]
H3CO )k/ H4CO.
N _— N
) ) °
HO HO
Rotamero A Rotamero B

Isdmeros rotacionales
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1.3 Discusion de resultados Capitulo I

Tabla 1. Datos de RMN 'H en CDCl; para el compuesto (8).

Posicion o’

1 4.44 (s, 2H);  4.50 (s, 2H)
2 | o

3 2.34 (c, 2H), J=7.2

4 1.09 (t, 3H), J=7.2)

5 327 (c,2H), J=7.0;  3.44 (c,2H)* J=7.0
6 1.25 (t,3H), J=7.0

7 |

6.81 (m)

9 | e

[ ——

1 6.81 (m)

12 6.81 (m)
13 3.85 (s, 3H)

& en ppm, valores de Jen Hz.

b Sefiales duplicadas por el efecto de interconversion de las amidas.

El producto (9), presentd en espectrometria de masas (anexo 14), un i6n molecular m/~z
265.1 que corresponde con la formula molecular C;s Hy; NOs. En el espectro de infrarrojo
(anexo 2) se observaron las bandas de absorcion caracteristicas de un estiramiento O-H para

grupo hidroxilo a 3253 cm™ y para el estiramiento C=0 del carbonilo de la amida a 1623 cm™.
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Tabla 2. Datos de RMN 'H y RMN "°C en CDCl; para el compuesto (9).

Posicion on? o¢’

1 451 (s, 2H); 4.45 (s, 2H)" 50.4 (1)
A 173.4 (s)
3 2.36 (t, 2H) 32.8 (t)
4 1.68 (m, 2H) 27.7 (t)
) 1.33 (m, 2H), J=7.4 22.6 (t)
6 0.89 (t,3H), J=74 13.7 (¢)
7 3.41(c,2H), J=7.0; 3.27(c,2H) | 413 (Y

.11 (t, 3H), J= 7.0 13.9 (c)
9 | 129.8 (s)
10 6.86 (m) 114.2 (d)
I 146.9 (s)
12 | 145.1 (s)
13 6.86 (m) 121.0 (d)
14 6.86 (m) 111.0 (d)
15 3.85 (s, 3H) 55.9 (¢)

* & en ppm, valores de Jen Hz.

b Sefiales duplicadas por efecto de interconversion de las amidas.

En el espectro de RMN 'H (anexo 24) se observaron como sefiales mas importantes, las
correspondientes a los del grupo etilo unido al nitrégeno, en donde los protones H-7 del metileno
aparecen como un cuarteto a 3.41 9, la senal se ve duplicada a 3.27 6 por la interconversion que
existe, y los protones H-8 del grupo metilo a 1.11 & como triplete; ambas sefales presentan una
constante de acoplamiento esperada de J= 7.0 Hz.

También se identificé un singulete a 4.51 9, atribuible a los protones H-1 con una
integracion correspondiente a 2 hidrogenos, esta sefial también se ve duplicada a 4.45 & como un

singulete y esto también se le atribuye al rotamero que coexiste. En el espectro de RMN °C se
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observaron los 15 carbonos esperados para esta molécula, en donde se destaca la sefial del
carbono carbonilico del grupo amida a 173.4 3. El resto de la informacion espectroscopica fue

superponible con la de este producto (9) (Tabla 2).

En la espectrometria de masas del compuesto (10) se observo un i6n molecular /2
347.3 que corresponde con la formula molecular Cy; Hz; NO; (anexo 15). En el espectro de
infrarrojo (anexo 3) se observaron las bandas de absorcion caracteristicas de la vibracion del
estiramiento O-H del grupo hidroxilo a 3263 cm™ y para el carbonilo, la vibracion del

estiramiendo C=0 de la amida a 1638 cm™.

(10)

En el espectro de RMN 'H (anexo 26) se observaron como sefiales caracteristicas, un
singulete a 4.44 6 atribuible a los protones metilénicos H-1, esta sefial se ve duplicada por la
interconversion de la amida a 4.50 §; un multiplete a 5.80 6 que corresponde al proton H-11 de la
olefina terminal y dobles de dobletes a 4.99 y 4.95 & atribuibles a los protones geminales H-12
de la correspondiente olefina. En el espectro de RMN'C se observaron los 21 carbonos
esperados para esta andlogo, en donde se identifican de mayor importancia la sefial del carbono
carbonilico del grupo amida a 173.0 0, los carbonos del doble enlace a 139.1 y 114.7 6 que
corresponden al C-11 y C-12 respectivamente. El resto de los datos espectroscopicos

corresponden con la estructura del producto (10) (Tabla 3).
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Tabla 3. Datos de RMN 'H y RMN "*C en CDCl; para el compuesto (10).

Posicion oy’ 5¢°
1 4.44 (s, 2H); 4.50 (s, 2H) 50.4 (t)
2 | e 173.0 (c)
3 2.36 (t, 2H) 33.7 (1)
4 1.66 (m, 2H) 29.4 (1)
5 1.28 (m) 29.0 (t)
6 1.28 (m) 25.6 (1)
7 1.28 (m) 25.4 (t)
8 1.28 (m) 28.9 (t)
9 1.31 (m, 2H) 293 (t)
10 2.02 (m, 2H) 33.1 (1)
11 5.80 (m, 1H) 139.1 (d)
12 12a 4.99 (dd); 12b 4.95(dd) | 114.7 (1)
13 3.40 (c, 2H), J=17.0; 412 (t)
3.27 (¢, 2H)" J=17.0
14 1.13 (t, 3H), J=7.0 13.7 (c)
I — 130.0 (s)
16 6.50 (m) 110.9 (d)
A — 145.0 (s)
18 | e 146.8 (s)
19 6.50 (m) 114.0 (d)
20 6.50 (m) 121.1 (d)
21 3.84 (s) 55.9 (c)

* & en ppm, valores de Jen Hz.

b Sefiales duplicadas por el efecto de interconversion de las amidas.
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Por medio de la ruta B (Esquema 10) se sintetizaron otros analogos tipo capsaicinoide,
donde se utiliza benzaldehido como sustrato. La primera reaccion fue una aminacion del

benzaldehido, con etil amina sobre el carbonilo aldehidico, obteniendose la amina secundaria

esperada con un 60 % de rendimiento.

(o}

I )J\
)I\ Pyr
H Et-NH, NaBH, NH g Cl N R
AcOH, AcOEt ) DME . 0°C )

Esquema 33. Ruta sintética B, para la obtencion de capsaicinoides a partir de benzaldehido.

Posteriormente mediante una reaccion de acilacion entre la amina generada y diferentes
halogenuros de acilo se obtuvieron los productos: N-bencil-N-etilpropanamida (16), N-bencil-N-

etilpentamida (17) y el N-bencil-N-etilundec-10-enamida (18) con un 94 %, 70 % y 73 % de

rendimiento respectivamente.
(@]

: : )k/ R 1 )k/z‘\/
4 2
13
9 - N 9 N 3 5
3

0 0 )5 12 10 )7

o 6 11 8

(16) a7

20 1 4 6 8 10 12
2 4

(18)

El producto (16) presentd en espectrometria de masas (anexo 16) , un ién molecular m/~z
191.2 que corresponde correctamente con la formula molecular C;2H;7NO. En el espectro de
infrarrojo (anexo 4) se observo las banda de absorcion caracteristica a las vibraciones C=0 para

el grupo carbonilo de la amida a 1647 cm™.
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6
(16)

En el espectro de RMN 'H (anexo 27) se identific, un singulete a 4.60 & con integracién
a dos unidades, que se atribuyen a los protones H-1 del carbono bencilico, esta senal se ve
duplicada por la interconversion de la amida a 4.52 3 (s, 2H); tambien se observé un multiplete a
7.27 6 con integracion de 5 unidades, que corresponden con el nimero de los protones del anillo
aromatico. Se identificd un cuarteto a 3.48 J, que se asigna a los protones del metileno H-5, el
cual se ve duplicado al igual que el H-1 por la interconversion de la amida a 3.24 § y un triplete a
1.21 & que se atribuye a los protones H-6 del grupo metilo, ambas sefiales de este grupo etilo,

presentan una constante de acoplamiento de J= 7.2 Hz.

Tabla 4. Datos de RMN "H y RMN "°C en CDCl; para el compuesto (16).

Posicion oy? d¢?
1 4.60 (s, 2H); 4.52 (s, 2H)" 50.6 (t)
2 173.8 ()
3 2.34 (c,2H), J=172 26.3 (t)
4 1.09 (t, 3H), J=7.2 9.6 (c)
5 3.48 (c, 2H), J=7.2; 41.5 (t)
3.24 (c,2H)® J=172
6 121 (t,3H), J=7.2 13.7 (c)
A — 138.0 (s)
8 7.27 (m) 128.3 (d)
9 7.27 (m) 127.8 (d)
10 7.27 (m) 126.5 (d)
11 7.27 (m) 127.8 (d)
12 7.27 (m) 128.3 (d)

* & en ppm, valores de Jen Hz.

b Sefiales duplicadas por el efecto de interconversion de las amidas.
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En el espectro de RMN "*C se observaron los 12 carbonos esperados para esta molécula,
en donde se destaca la sefial del carbono carbonilico del grupo amida a 173.8 6. El resto de los

datos espectroscdpicos corresponden con la estructura del producto (16) (Tabla 4).

El producto (17) presentd en espectrometria de masas (anexo 17), un ion molecular m/2z
219.2 que corresponde con la formula molecular C4Hy;NO. En el espectro de infrarrojo se
observaron las bandas de absorcion caracteristica al estiramiento C =O para el carbonilo de la

amida a 1644 cm™.

En el espectro de RMN 'H (anexo 28) se identificaron las siguientes sefiales: un singulete
a 4.59 6 con integracion de dos unidades, el cual se duplica a 4.51 J por la interconversion de la
amida, estos se atribuyen a los protones H-1; un cuarteto 3.41 & correspondiente a los hidrogenos
del metileno H-7 y un triplete a 1.10 9, atribuible a los protones H-8, estas dos tltimas sefiales
presentan constantes de acoplamiento de J= 6.8 Hz, que explica la conexion adyacente en la que

se encuentran.
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Tabla 5. Datos de RMN "H y RMN °C en CDCI; para el compuesto (17).

Posicion o d¢?
1 4.59 (s, 2H); 4.51 (s, 2H)" 50.6 (t)
2 e — 173.1 (s)
3 239 (t,2H); 2.31 (t, 2H) 32.7 (t)
4 1.67 (m, 2H) 27.5 (1)
5 1.34 (m, 2H), J=7.2 Hz 22.5 (1)
6 0.90 (t, 3H), J=7.2 Hz 12.6 (c)
7 3.41 (c,2H), J=6.8 Hz; 3.26 (c,2H)" | 41.5 (1)
8 1.10 (t, 3H), J=6.8 Hz 13.8 (c)
9 | e 138.0 (s)
10 7.26 (m) 128.8 (d)
11 7.26 (m) 128.4 (d)
12 7.26 (m) 127.9 (d)
13 7.26 (m) 128.4 (d)
14 7.26 (m) 128.8 (d)

% & en ppm, valores de Jen Hz.

b Sefiales duplicadas por el efecto de interconversion de las amidas.

En el espectro de RMN °C se observaron los 14 carbonos esperados para esta molécula,
en donde destaca la presencia de la sefial del carbono carbonilico del grupo amida a 173.1 6. El
resto de los datos espectroscopicos corresponden correctamente a la estructura del producto (17)

(Tabla5).

El producto (18) presentd en espectrometria de masas (anexo 18), un i6n molecular m/2z
301.3 que corresponde con la férmula molecular C;0H3;NO. En el espectro de infrarrojo (anexo
6) se observaron las bandas de absorcion caracteristica del estiramiento C= O para el carbonilo

de la amida a 1646 cm™.
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20 | 4 6 8 10 12
19 2 F

P
Tabla 6. Datos de RMN 'H y RMN "*C en CDCl; para el compuesto (18).
Posicion oy’ 8¢t
1 4.59 (s, 2H); 4.52 (s, 2H)" 50.5 (t)
A 173.2 (c)
3 2.34 (t,2H); 2.30 (t, 2H)" 33.7 (1)
4 1.67 (m, 2H) 293 (t)
5 1.29 (m) 29.0 (t)
6 1.29 (m) 25.5 (1)
7 1.29 (m) 253 (t)
8 1.29 (m) 23.7(®)
9 1.29 (m) 29.4 (t)
10 2.02 (m, 2H) 33.3 (t)
11 5.80 (m, IH), J/i=17.0; =92 |139.1(d)
12 12a 4.98 (dd), J=17.0 114.1 (t)
12b 4.92 (dd), J=9.2
13 3.41 (c, 2H), J=7.0; 3.26(c,2H)* | 41.5 (1)
14 1.13 (t, 3H), J=7.0 13.7 ()
15 | 130.8 (s)
16 7.27 (m) 128.8 (d)
17 7.27 (m) 128.4 (d)
18 7.27 (m) 127.9 (d)
19 7.27 (m) 128.4 (d)
20 7.27 (m) 128.8 (d)

4§ en ppm, valores de Jen Hz.

b Sefiales duplicadas por el efecto de interconversion de las amidas.
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En el espectro de RMN 'H (anexo 29) se observaron como sefiales caracteristicas, un
singulete a 4.59 0 atribuible a los protones metilénicos H-1; un multiplete a 5.80 o asignable al
proton H-11 de la olefina terminal, con constantes J; = 17.0 Hz y J = 9.2 Hz; Estos valores
indican el acoplamiento con los protones geminales H-12 de este alqueno, que se observan como
dos dobles de dobletes a 4.98 8 (J=17.0 Hz) y a 4.92 § (J= 9.2 Hz). En el espectro de RMN'"C
se observaron los 20 carbonos que conforman la estructura molecular de este compuesto, en
donde se identifican como de mayor importancia, la sefial del carbono carbonilico del grupo
amida a 173.2 §, los carbonos del doble enlace a 139.1 y 114.7 o que corresponden a C-11 y C-
12 respectivamente. El resto de los datos espectroscdpicos corresponden correctamente a la

estructura del producto (18) (Tabla 6).

1.3.2 SINTESIS DE CAPSINOIDES
Para la preparacion de los analogos de capsinoides, se plantearon dos estrategias
sintéticas como se indica en la parte experimental (Ruta C y D). En la primera de ellas se utilizd

vainillina como material de partida para obtener los productos propuestos (Esquema 35).

[0}

H,CO H,CO.
. NaBH, oH
MeOH
HO HO
o cl
Pyr, DMF Y
0°cC R
(0]
H,CO )J\

HO

Esquema 35. Ruta sintética C para la obtencion de capsinoides a partir de vainillina

Inicialmente se hizo la reduccion carbonilica con borohidruro de sodio para obtener el
alcohol tipo bencilico con un rendimiento del 89 %. Enseguida se esterifico el alcohol obtenido
con diferentes haluros de acido en DMF, para obtener los correspondientes capsinoides: (11)

propanoato de 4-hidroxi-3-metoxibencilo con un 67 % de rendimiento, (12) pentanoato de 4-
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hidroxi-3-metoxibencilo con un 78 % de rendimiento y (13) undec-10-enoato de 4-hidroxi-

3metoxibencilo con un 67 % de rendimiento .

(0] [¢]
11 6 1 4 13 H.CO 8 1 4 6
H:CO 7 )J\/ 3 9 e
5 0 3 7 3 5
S 10 10 12
HO HO 11
an (12)
0
19H o 14 1 4 6 8 10 12
3 15 2 =

13 o 3 5 7 9 11

(13)

Para el producto (11) en el espectro de infrarrojo (anexo 7) se observaron las bandas de
absorcion caracteristicas para grupo hidroxilo a 3437 cm’ y para el carbonilo del éster a 1732

-1
cm .

En el espectro de RMN 'H (anexo 30) se observaron como sefiales caracteristicas a este
compuesto, un singulete a 5.03 ¢ atribuible a los protones metilénicos H-1; un cuarteto a 2.356 y
un triplete a 1.49 & con una constante de complamiento equivalente de J = 7.6 Hz, que se
atribuyen al grupo etilo adyacente al carbonilo. En el espectro de RMN'’C se observaron los 11
carbonos esperados para esta producto, en donde se identifican de mayor importancia la sefal del
carbono carbonilico del grupo éster a 174.4 6, El resto de los datos espectroscopicos tienen una

relacion correcta a la estructura del producto (11) (Tabla 7).
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Tabla 7. Datos de RMN "H y RMN °C en CDCl; para el compuesto (11).

Posicion oy’ d¢*

1 5.03 (s, 2H) 66.3 (1)
2 | e 174.4 (s)
3 2.35(c, 2H), J=7.6 27.6 (t)
4 1.49 (t, 3H), J=17.6 9.6 (c)
5 | e 127.9 (s)
6 6.88 (m) 111.2 (d)
7 | e 146.4 (s)
8 | e 145.7 (s)
9 6.88 (m) 1143 (d)
10 6.88 (m) 122.0 (d)
11 3.89 (s, 3H) 55.9 (c)

* & en ppm, valores de Jen Hz.

El producto (12) presentd en espectrometria de masas (anexo 19), un i6n molecular m/z
238.1 que corresponde con la formula molecular C;3H;304. En el espectro de infrarrojo se
observaron las bandas de absorcion caracteristicas del estiramiento O-H para grupo hidroxilo a

3424 cm™ y para el estiramiento C=0 del carbonilo del éster a 1730 cm™.

13 1. 8 1 4 6
H:CO_o M
(6]

En el espectro de RMN 'H (anexo 31) se identificaron como sefiales mas importantes las
del grupo bencilo, en donde los protones H-1 aparecen como sigulete a 5.03 & con una
integracion de 2 hidrogenos. Los protones H-13 del grupo metoxilo, se observan como un

sigulete a 3.88 o.
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Tabla 8. Datos de RMN 'H en CDCl; para el compuesto (12).

Posicion ot

1 5.03 (s, 2H)

2 |

3 234 (t,2H), /=74

4 1.33 (m, 2H), J= 7.4

5 1.62 (m, 2H)

6 0.91 (t, 3H)

7 | -
6.88 (m)

O |

10 | e

11 6.88 (m)

12 6.88 (m)

13 3.88 (s, 3H)

* & en ppm, valores de Jen Hz.

El resto de los datos espectroscopicos tienen una relacion con la estructura del producto

(12) (Tabla 8).

En la espectrometria de masas del producto (13) se observé un i6n molecular /m/z 320.2

que corresponde con la formula molecular C;9Hys04 (anexo 20). En el espectro de infrarrojo se

observaron las bandas de absorcion caracteristicas de las vibraciones del estiramiento O-H para

grupo hidroxilo a 3448 cm™ y para el estiramiento C=0 del carbonilo del éster a 1734 cm™.
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Tabla 9. Datos de RMN 'H en CDCl; para el compuesto (13).

Posicion 3yt
1 5.03 (s, 2H)
> |
3 2.35 (t, 2H)
4 1.64 (m)
5 1.31 (m)
6 1.31 (m)
7 1.31 (m)
8 1.31 (m)
9 1.64 (m)
10 2.03 (m, 2H)

—
—

5.80 (m, 1H), Ji=10.4; /=17.0

12 12a 4.99 (dd), J=17.0
12b 4.94 (dd), J=10.4

e —

14 6.89 (m)

T

T

17 6.89 (m)

18 6.89 (m)

19 3.90 (s, 3H)

* & en ppm, valores de Jen Hz.

En el espectro de RMN "H (anexo 32) se observaron como sefiales mas importantes para
este compuesto, un singulete a 5.03 d atribuible a los protones H-1; un multiplete a 5.80 & con
constantes de acoplamiento: Ji =104y J = 17.0 Hz, asignable al proton H-11 de la olefina
periférica, y dos dobles de dobletes a 4.99 (J=17.0 Hz) y 4.94 6 (/= 10.4 Hz), asignables a los
protones geminales H-12 de la olefina. El resto de los datos espectroscopicos tienen una relacion

correcta con la estructura del producto (13) (Tabla 9).
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En la ruta D, se sintetizaron otros capsinoides donde se utiliza benzaldehido como

sustrato y que se muestra en el Esquema 36.

(o]
(o]
(o]
H NaBH,4 OH )J\ P
yr
R Cl 0 R
MeOH

DMF, 0°C

Esquema 36. Ruta sintética D para la obtencion de capsinoides a partir de benzaldehido.

Como se observa en la reaccion general de esta ruta sintética, la primera transformacion
estructural fué la reduccion carbonilica del benzaldehido con borohidruro de sodio en metanol,
para obtener alcohol bencilico con un rendimiento del 90 %. Este compuesto intermediario fue
caracterizado totalmente mediante técnicas espectroscopicas que se muestran en la parte
experimental. Enseguida se esterificd el alcohol obtenido con diferentes haluros de acido en
DMF, para obtener asi los capsinoides: (19) propanoato de bencilo con un 97 % de rendimiento,
(20) pentanoato de bencilo con un 71 % de rendimiento y (21) undec-10-enoato de bencilo con
un 78 % de rendimiento.

El producto (19) presentd en espectrometria de masas (anexo 21), un i6n molecular m/2z
164.1 que corresponde con la féormula molecular CioH;20,. En el espectro de infrarrojo se

observo la banda de absorcion caracteristica de la vibracion del estiramiento C=0O para el

10 1 )k/:;
2
9 0

5 3

carbonilo del éster a 1739cm’.

8 6
(19)
En el espectro de RMN 'H se observaron como sefiales mas importantes, un cuarteto para
los protones H-3 y un triplete para los protones H-4, con desplazamientos de 2.37 8 y 1.15 &

respectivamente, ambos con constantes de acoplamiento de 7.2 Hz
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Tabla 10. Datos de RMN "H y RMN *C en CDCl; para el compuesto (19).

Posicion oyt 8¢

1 5.11 (s, 2H) 66.2 (t)
2 | 174.4 (s)
3 237 (c, 2H), J=7.2 27.7 (t)

4 1.15 (t, 3H), J=7.2 9.2 (c)
5 | s 136.2 (s)
6 7.33 (m) 128.0 (d)
7 7.33 (m) 128.9 (d)
8 7.33 (m) 128.5 (d)
9 7.33 (m) 128.9 (d)
10 7.33 (m) 128.0 (d)

& en ppm, valores de Jen Hz.

Se identificd también un singulete atribuible a los protones H-1 con un desplazamiento
quimico de 5.11 &. En el espectro de RMN °C destaca la sefial del carbono carbonilico del éster
a 174.4 9, y se observaron las sefiales de los 10 carbonos de esta molécula. El resto de la

informacion espectroscopica fue superponible con la de este producto (19) (Tabla 10).

El producto (20) presentd en espectrometria de masas (anexo 22), un i6n molecular m/2z
192.1 que corresponde con la formula molecular C,H60,. En el espectro de infrarrojo (anexo

11) se observo la banda de absorcion caracteristica para el carbonilo del éster a 1737cm’™.

(20)

En el espectro de RMN 'H (anexo 33) se observaron como sefiales evidentes a esta
estructura molecular, un triplete a 2.35 6 para los protones H-3 y tres multipltes a 1.65, 1.34 y

0.93 9, correspondientes a los protones H-4, H-5 y H-6 respectivamente.

59



1.3 Discusion de resultados

Capitulo I

Tabla 11. Datos de RMN 'H y RMN "°C en CDCI; para el compuesto (20).

Posicion o’ d¢’
1 5.10 (s, 2H) 66.2 (1)
2 | 173.6 (s)
3 2.35 (t, 2H) 34.0 (1)
4 1.65 (m, 2H) 27.0 (1)
5 1.34 (m, 2H) 22.2(1)
6 0.93 (t, 3H) 13.7 (¢)
7 | 130.8 (s)
8 7.34 (m) 128.8 (d)
9 7.34 (m) 128.5 (d)
10 7.34 (m) 128.1 (d)
11 7.34 (m) 128.5 (d)
12 7.34 (m) 128.8 (d)

& en ppm, valores de Jen Hz.

Tambien se identificd un singulete atribuible a los protones H-1 con un desplazamiento
quimico de 5.10 8. En el espectro de RMN °C se observo la sefial del carbono carbonilico del
¢éster a 173.6 0 y las todas las sefiales de los 12 carbonos que conforman esta molécula. El resto

de la informacion espectroscépica fue superponible con la de este producto (20) (Tabla 11).

En la espectrometria de masas (anexo 23) del producto (21), se observo un i6n molecular
m/z 274.1 que corresponde con la formula molecular CisH,60,. En el espectro de infrarrojo

(anexo 12) se observo la banda de absorcion caracteristica para el carbonilo del éster a 1738cm’™.

21
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En el espectro de RMN 'H se observaron como sefiales mas importantes, un multiplete a
5.80 & con contantes de acoplamiento: J;=10.4 y = 17.2 Hz, que se atribuye al proton H-11 de
la olefina periférica; dos dobles de dobletes a 4.99 & y 4.77 & con contantes de acoplamiento de
J=17.2 y J=10.4 Hz respectivamente, que se¢ atribuyen a los protones geminales H-12. Cabe
mencionar que estas constantes de acoplamiento coinciden con las observadas para el proton
olefinico adyacente H-11. Se identifico también un singulete atribuible a los protones H-1 del
metileno bencilico, con un desplazamiento quimico observado a 5.11 6; y un multiplete a 7.35 o,

que corresponde a los protones del anillo aromatico.

En el espectro de RMN °C, se observo la sefial del carbono carbonilico del éster a 173.7
0 , y se identificaron todas las sefales de los 18 carbonos que conforman esta molécula. El resto
de la informacion espectroscopica coincide correctamente con la estructura molecular de este

producto (21) (Tabla 12).
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Tabla 12. Datos de RMN 'H y RMN *C en CDCl; para el compuesto (21).

Posicion on° d¢’
1 5.10 (s, 2H) 66.1 (t)
2 | e 173.7 (s)
3 2.33 (t, 2H) 34.4 (t)
4 1.64 (m) 305 (1)
5 1.32 (m) 292 (1)
6 1.32 (m) 29.0 (1)
7 1.32 (m) 25.0 (1)
8 1.32 (m) 29.0 (1)
9 1.64 (m) 293 (1)
10 2.02 (m, 2H) 33.9 (1)
11 5.80 (m, 1H), Ji=104; 4=17.0 | 136.2(d)
12 12a 4.99 (dd), J=17.0 114.3 ()
12b 4.77 (dd), J=10.4
13 | 139.2 (s)
14 7.35 (m) 128.8 (d)
15 7.35 (m) 128.0 (d)
16 7.35 (m) 128.5 (d)
17 7.35 (m) 128.0 (d)

* & en ppm, valores de Jen Hz.
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2.1 Antecedentes Capitulo II

211 LESION CELULAR POR RADICALES LIBRES

Existen numerosos agentes tanto externos como internos que ejercen su efecto adverso a
través de especies reactivas conocidas como radicales libres. En la mayoria de los 4tomos, las
orbitas de los electrones externos estan ocupadas por pares de electrones que se desplazan en
direcciones opuestas para equilibrar sus momentos angulares.

Los radicales libres son especies inestables y reactivas que presentan en su estructura
atomica un electron desapareado o impar en el orbital externo (Rodriguez Peron J. 2001). Las
lesiones provocadas por radicales libres representan una via final de lesion tisular comun a
numerosos agentes agresores. La especie radicalaria al ponerse en contacto con componentes
celulares puede participar en reacciones en cadena, sobre todo con biomoléculas esenciales de la
membrana celular y 4dcidos nucleicos. Ademas estos pueden establecer reacciones en cadena que
en ocasiones podrian abarcar miles de pasos a medida que las moléculas con las que estos
reaccionan pueden formar radicales libres.

Esta produccion descontrolada de radicales libres induce lesiones de las membranas
celulares, la formacion de uniones cruzadas entre proteinas celulares, la inactivacion de sistemas
enzimaticos o el dafio del ADN (Porth, 7ma edicion. 2006).

Permanentemente estamos en una batalla con estas especies reactivas, ya que su
produccion es tanto exdgena como endogena, exodgena como la luz solar, las radiaciones UV, las
sustancias quimicas con las que estamos expuestos y que nos llevan a la formacion de radicales
libres. Uno de los mas conocidos productores de estas especies inestables en el organismo, son
el humo del tabaco, la combustion de hidrocarburos que conforman los combustibles, entre otros.
Y la produccién endogena es referida a los radicales libres que son productos intermediarios de
numerosas reacciones celulares normales del organismo, un ejemplo seria la generacion de
energia y los procesos inflamatorios entre otros.

Durante la respiracion celular normal, el oxigeno molecular es reducido en forma
secuencial en la mitocondria mediante el agregado de cuatro electrones para producir agua. En
este proceso, una pequefia cantidad de especies intermediarias parcialmente reducidas son
convertidas en radicales libres . A estas especies reactivas pertenecen los radicales superoxido, el

perdxido de hidrogeno y los radicales hidroxilo. Ciertos metales de transicion, como el cobre o el
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hierro, capaces de aceptar o donar electrones libres durante las reacciones intracelulares, también

representan una fuente de radicales libres.

ﬂ PRODUCCISN DE RADICALES LIBRES DEL oxizEno ||
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Figura 10. Produccién de radicales libres del oxigeno.

Los efectos daiiinos que ejercen las especies radicalarias son muy variados, en el dafio

celular se hace mencion a tres formas importantes: los ejercidos sobre el ADN, la peroxidacion

de los lipidos y la modificacion oxidativa de las proteinas. En el ADN las lesiones pueden ser

variadas: ruptura de cadenas simples del ADN, modificacion de los pares de bases o la

formacion de uniones cruzadas entre cadenas. La oxidacion de los fosfolipidos de la membrana

plasmatica externa determina la pérdida de integridad de una célula. En cualquiera que sea el

caso el dafio causado aun cuando se cuenta con un sistema de reparacion celular podria ser

irreversible ocasionando envejecimiento, enfermedades cronicas e incluso la transformacion

maligna de las células (figura 11).
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212 ANTIOXIDANTES ENDOGENOSY EXOGENOS

Los antioxidantes son sustancias exdgenas o enddgenas que tienen la capacidad de
neutralizar radicales libres sin perder su estabilidad. Estos inhiben la oxidacion causada por los
radicales libres, actuando algunos a nivel intracelular y otros en la membrana de las células,
siempre en conjunto para proteger a los diferentes drganos y sistemas. Estos se producen tanto
de manera enddgena como exogena. Los antioxidantes endogenos son las enzimas
superoxidodismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, glutation entre otras que a su vez necesitan
cofactores metalicos como el cobre, selenio para poder hacer su funcion. Por ejemplo, la
glutation peroxidasa es una enzima selenio (Se) dependiente que cataliza la reduccion del
perdxido de hidrégeno (H,O) o lipoperoxido (L-OOH), utilizando como agente reductor el
glutation reducido (GSH) (Cisneros E. 1997).

Los antioxidantes exdgenos son los que comunmente consumimos en nuestros alimentos
como la vitamina C, vitamita E, B-caroteno, compuestos polifendlicos, taninos entre muchos

otros y estos ayudaran junto con los antioxidantes enddgenos a neutralizar a los radicales libres.

Figura 11. Enfermedades relacionadas con una produccion acelerada de radicales libres.

2.1.3 CAPSAICINODES COMO ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes se utilizan ampliamente en la industria de alimentos y farmacéutica,
dado que se ha encontrado cada vez mas relacion entre los radicales libres y las enfermedades

cronicas y degenerativas, cientificos en todo el mundo se han dado a la tarea de encontrar nuevos
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agentes antioxidantes, ya que estos podrian ser utilizados como prevencion a diferentes
enfermedades.

Los extractos de los frutos del género Capsicum son una fuente impresionante de
poderosos antioxidantes (Figura 12) tales como flavonoides ( luteolina ), carotenoides (J-
caroteno, licopeno), vitaminas (vitamina A, acido ascorbico, tocoferoles) y capsaicinoides
(capsaicina y dihidrocapsaicina) (Howard, L 2000). Estos ultimos pueden inhibir la
peroxidacion de lipidos (Murakami K, 2001), previenen también la oxidacion del acido oleico a
temperaturas altas asi como la formacion de hidroperdxidos de la autoxidacion de acido

linoléico.
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Figura 12. Ejemplos de antioxidantes naturales
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2.2 Parte experimental Capitulo II

Para determinar la capacidad antioxidante de los andlogos sintetizados en este trabajo, se
utilizaron tres métodos: 1) Decoloracion oxidativa del B-caroteno, 2) Neutralizacion del radical
libre DPPH (dipricril fenil hidrazilo) y 3) Técnicas electroquimicas de voltamperometria de onda

cuadrada y pulso diferencial. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

2.2.1 Decoloracion oxidativa del p-caroteno

Esta técnica se considera colorimétrica, porque la oxidacion sucesiva del B-caroteno
ocasionado por el medio oxidativo, es caracteristica por la perdida de coloracion de la disolucion
utilizada en el experimento a t = 0. Cuando la muestra a evaluar presenta actividad antioxidante,
en otro términos significa, que este compuesto efectua una proteccion del B-caroteno frente a la

oxidacion, y por lo tanto, la decoloracion de la disolucion sera lenta o nula.
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Figura 13. Mecanismo de oxidacion de la técnica de B-caroteno.
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En un matraz protegido de la luz se adiciona 0.02 mL de acido linoleico, 0.2 mL de
Tween 20 y 1 mL de solucion de B-caroteno (0.2 mg de P-caroteno disuelto en 1 mL de

cloroformo), se agit6 y se dejo evaporar el cloroformo.

Una vez evaporado el cloroformo, se adicion6 50 mL de H,O destilada mantenida
previamente en constante burbujeo de aire durante 1 hr, y se agité vigorosamente hasta la

formacion de una emulsion.

Figura 14. Disolucion de B-caroteno

Se tomo una alicuota de 5 mL y se transfirid a un tubo que contenia 2 mg del compuesto
a evaluar. Posteriormente se midi6 la absorbancia a 470 nm inmediatamente después de agregar
la emulsién (t=0 min). Las subsecuentes lecturas de absorbancia fueron registradas en intervalos

de 15 minutos manteniendo los tubos en bafio maria a 50 °C por 120 minutos.

Figura 15. Técnica de la decoloracion oxidativa de B-caroteno.
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Cada tubo fue ensayado por triplicado y las absorbancias obtenidas se promediaron para
realizar los correspondientes calculos, el porcentaje de actividad antioxidante se determino
utilizando la siguiente ecuacion:

% Act. Antioxidante= 100 [1-(Am” — Am'*’)/(Ac"-Ac'?")]
Donde:
Am’ = absorbancia de la muestra a 0 minutos.
Am'?’ = absorbancia de la muestra a 120 minutos.
Ac’ = absorbancia de la muestra a 0 minutos.

Ac'?’ = absorbancia de la muestra a 120 minutos.

Figura 16. Experimento de la decoloracion oxidativa del B-caroteno.
En la figura 16 el primer tubo es el control negativo (Existe rapida decoloracion), y el

segundo es una muestra que presentd actividad antioxidante, se puede observar que este ultimo

no se decolora por la presencia del producto sintético antioxidante.
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2.2.2 Reduccion del radical DPPH

La reduccion del radical DPPH con compuestos antioxidantes que presentan este
mecanismo reductor, se determind aplicando el método descrito por Burda y Olezak (2001) con
algunas modificaciones. En esta técnica, los compuestos activos reducen el radical Difenil picril
hidrazilo (DPPH, por sus siglas en ingles) al compuesto inactivo dipicril fenil hidrazina.

Para cada uno de los compuesto a evaluar se prepararon diferentes diluciones

encontrando 4.5 mM como la concentraciéon maxima para la reduccion de este radical.

Figura 17. Tubos protegidos de la luz, por triplicado,

rotulados a diferentes concentraciones.

Cada muestra con diferente concentracion, se anadi6 a un tubo que contenia 2 mL de la

disolucion de DPPH en MeOH (7.5 mg/ 250 mL).

Figura 18. Disolucion del DPPH en MeOH.

La disolucioén resultante se dejo en reposo durante 5 minutos y posteriormente se midi6 la

absorbancia a 517 nm usando MeOH como blanco.
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Cada muestra evaluada se realiz6 por triplicado y los resultados obtenidos fueron

promediados, el porcentaje de actividad antiradicalaria se calculo con la siguiente ecuacion:

% Act. Antirradicalaria= 100 [ 1- Am/Ac]
Donde:
Am = absorbancia de la muestra.

Ac = absorbancia de la muestra control (DPPH).

U ]
AT —
|_

OZNQN—N _— OzNQH—N
e e
Dipicril fenil hidrazilo Difenil picril hidrazina

Figura 19. Reduccion del radical DPPH.
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2.2.3 Evaluacion electroquimica

Sistema Electroquimico

Este trabajo se realiz6 en una celda electroquimica convencional para tres electrodos en
atmosfera inerte de nitrogeno. Se utiliz6 un electrodo de carbon vitreo de 3 mm de didmetro
como electrodo de trabajo, un electrodo de platino como contralectrodo y como electro de de
referencia un electrodo Ag/AgCl. Las sustancias quimicas que se utilizaron fueron grado

reactivo: solucion Hartmann (PISA) como electrolito soporte y etanol (FERMONT).

Figura 20. Celda electroquimica

Preparacion de las soluciones trabajo

Para la obtencion del potencial de oxidacion de corriente anddica maxima de los analogos
sintéticos de la capsaicina, derivados de la vainillina, estos fueron disueltos en una disolucion
40:60 v/v (etanol/Hartmann) a una concentracion de 5.68 mM; mientras que los derivados del
benzaldehido fueron preparados a una concentracion 5.68 mM en una disolucién 45:55 v/v

(etanol/Hartmann).
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Figura 21. Sistema utilizado para la técnicas voltamperométricas.

El electrolito soporte fue adicionado a la celda electroquimica en una cantidad de 15 mL,

al cual se le afiadieron 2800 pL del andlogo a estudiar.

Las técnicas electroquimicas empleadas fueron voltamperometria de pulso diferencial
(DPV) y voltamperometria de onda cuadrada (OSWYV), el potencial aplicado fue de 0-1100 mV

en un potenciostato-galvanostato EPSILON.

Figura 22. Potenciostato-galvanostato EPSILON.
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2.3 Discusion de resultados Capitulo II

Los resultados obtenidos con estas tres técnicas antioxidantes, sirvieron como base para
establecer la correlacion estructura-actividad de los capsaicinoides y capsinoides sintetizados. Se
determiné la importancia del heteroatomo (funcién amida o éster) de la cadena lateral alifatica y
de la diferente funcionalizacién que presenta la parte aromatica en los andlogos evaluados. Por
ende, se pudo conocer cuales son los requerimientos estructurales para que estos compuestos
presenten dicha actividad. Los resultados arrojados se discutiran a continuacion, para cada una

de las dos metodologias realizadas.

o

o 9 o
hco )k/ H,CO M HCO )J\/ H,CO M
3 N
N D/) D/\
® ® an )

HSCODANJK/\/\/\/\/ e OW

(10) (13)

o

oYY O SASSNCH

(16) (17) o

PPN (Y™
©/) 1)

(18)

Figura 23. Analogos sintéticos de tipo capsaicinoide y capsinoides.

En la figura 23 se muestran los doce analogos sintetizados para este estudio, donde se
utiliz6 como material de partida a la vainillina y el benzaldehido. Las principales diferencias
estructurales, se muestran a continuacion:

e Funcidon amida (analogos 8, 9, 10, 16, 17 y 18).

e Funciodn éster (andlogos 11, 12, 13, 19,20y 21).

¢ Funcionalizacion en la parte aromatica: p-OH y el grupo m-OCHj; (andlogos 8, 9, 10, 11,
12y 13).
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e Un grupo propilo como cadena alifatica (analogos 8, 11, 16 y 19), un grupo pentilo
(anélogos 9, 12, 17 y 20), y una cadena undecenilo (anéalogos 10, 13, 18 y 21).

e Presencia de una olefina terminal eb la cadena lateral (andlogos 10, 13, 18 y 21).

Analisis de la actividad antioxidante por el método de la decoloracion oxidativa del -
caroteno, con los analogos 8,9,10,11,12 y 13.

En la tabla 13 se muestran los porcentajes de actividad antioxidante de los compuestos 8,

9,10, 11, 12 y 13 determinado por el método de decoloracion oxidativa del B-Caroteno.

Tabla 13. Porcentajes de actividad antioxidante.

Compuestos % Actividad Antioxidante
8 42%
9 65%
10 76%
11 48%
12 80%
13 91%

Se puede apreciar por esta técnica un importante porcentaje de inhibicion de la oxidacion,
siendo los compuestos con la funcion éster los de mayor actividad. En este caso hubo un
incremento sustancial de la actividad, cuando aumenta ¢l tamafio de la cadena alifatica de estos
analogos. Se tiene que establecer si el coeficiente de particion o la presencia del enlace C=C es

determinante en el resultado con estudios posteriores.

75



2.3 Discusion de resultados Capitulo II
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Figura 24. Grafica de los porcentajes de actividad antioxidante por la técnica de decoloracion

oxidativa de B-caroteno de los andlogos 8, 9, 10 (funcién amida), 11, 12 y 13(funcidn éster).

Analisis de la actividad antioxidante por el método de la reduccion del radical DPPH con
los andlogos 8,9,10,11,12 y 13.

A continuacion se muestran los porcentajes de actividad antirradicalaria de los
compuestos 8, 9, 10, 11, 12 y 13 sintetizados utilizando vainillina como sustrato, en el método de
DPPH se utilizaron diferentes concentraciones, para asi poder obtener la concentracion maxima a

la que se reduce el radical libre.

Tabla 14. Porecentajes de actividad antirradicalaria a diferentes concentraciones.

Compuestos 8 9 10 11 12 13
Concentraciones

0.03mg 43% 24% 27% 59% 22% 23%
0.06mg 50% 31% 33% 58% 30% 33%
0.12mg 58% 46% 45% 65% 42% 42%
0.25mg 71% 69% 66% 77% 58% 57%
0.50mg 80% 83% 78% 88% 69% 70%

1mg 88% 90% 86% 90% 82% 82%

En la tabla 14 y figura 25, se puede apreciar que para la reduccion de este radical no es

fundamental el tamafio de la cadena alifatica. Se observa que para la concentracién de 1 mg del
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compuesto, se tiene un mejor comportamiento antioxidante (82%-90%). También se puede
indicar que en este experimento, la funciéon amida o éster de los productos estudiados, no

presentan diferencias significativas en los resultados, por lo que no se considera una variable

importante.
100%
80% ——3
60% -9
40% 10
20% =11
0% 12
003 0.06 0.12 0.25 0.5mg 1 mg 13
mg mg mg mg

Figura 25. Actividad Antirradicalaria de los analogos 8,9, 10, 11,12 y 13.

Analisis de la actividad antioxidante por el método de la decoloracion oxidativa del p-
caroteno con los analogos 16,17,18,19,20 y 21.
Por otro lado, se realizaron estos mismos experimentos pero ahora evaluando los seis

analogos (16, 17, 18, 19, 20 y 21) sintetizados a partir del benzaldehido.

@n
En la tabla 15 y figura 26 se presentan los resultados obtenidos por el método de
decoloracion oxidativa del B-Caroteno con los compuestos 16, 17, 18 (funcion amida), 19, 20 y

21 (funciodn éster).
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Tabla 15. Porcentajes de actividad antioxidante para los compuestos: 16, 17, 18, 19, 20 y 21.

Compuestos % Actividad Antioxidante
16 4%
17 7%
18 5%
19 20%
20 25%
21 20%

25,00%

20.,00%

15,00%

10,00%

5,00% ‘]
0,00% ‘-1 .-1

16 17 18 19 20 21

Figura 26. Grafica de los porcentajes de actividad antioxidante por la técnica de decoloracion

oxidativa de B-caroteno de los andlogos 16, 17, 18, 19,20 y 21.

En estos resultados se puede observar un decremento significativo en dicha actividad, por
lo que se establece la gran importancia de la presencia del grupo hidroxilo o del metoxilo en el

anillo aromatico de estos productos.

En la siguiente figura 27 se puede apreciar las diferencias de la actividad antioxidante
por el método de decoloracion oxidativa del B-caroteno, entre los analogos funcionalizados en la
parte aromadtica (columnas traseras) y aquellos que no la poseen (columnas frontales),

manifestando la importancia de estos grupos funcionales para dicha actividad.
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Figura 27. Comparacion de la actividad antioxidante por el método de decoloracion
oxidativa de los doce analogos sintéticos, siendo “A” para las amidas “E” para los esteres, “P”

para cadena propilo, “C” para cadena pentilo y “U” para la cadena undecenilo.

Analisis de la actividad antioxidante por el método de la reduccion del radical DPPH con
los analogos 16,17,18,19,20 y 21.

En la tabla 16 y en la figura 28 que se muestran acontinuacion, se observan los
porcentajes de actividad antioxidante a diferentes concentraciones por el método de reduccion
del radical de DPPH, de los compuestos 16, 17, 18, 19, 20 y 21 sintetizados a partir de
benzaldehido.

Tabla 16. Porecentajes de actividad antioxidante por el método de reduccion del radical DPPH.

Compuestos 16 17 18 19 20 21
Concentraciones

0.03mg 3% 4% 3% 1% 1% 4%
0.06mg 3% 3% 4% 4% 2% 4%
0.12mg 3% 3% 5% 4% 2% 3%
0.25mg 2% 3% 4% 4% 2% 4%
0.50mg 2% 3% 4% 5% 2% 4%
1mg 2% 3% 4% 5% 3% 3%
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A partir de los resultados encontrados se establece que los compuestos 16, 17, 18
(funcién amida), 19, 20 y 21 (funcidén éster) no presentan actividad antioxidante, lo cual nos

indica que dicha actividad se rige por las funcionalizacion de la parte aromatica.

25%

20% ——15
.17
=18
19

T T T T T 1 21

0%

15%

10%

0.03mg 0.06mg 0.12mg 0.25mg 0.5mg 1mg

Figura 28. Actividad antioxidante (Método DPPH) de los compuestos 16, 17, 18, 19,20y 21

sintetizados a partir del benzaldehido.

Analisis de la actividad antioxidante con respecto al coeficiente de particion (Log P) de los
productos evaluados

Tabla 17. Comparacion del Log P con respecto al % de actividad antioxidante

Compuesto % Act. Antioxidante
8 1.74 42%
9 2.63 65%
10 4.99 76%
11 1.89 48%
12 2.78 80%
13 5.14 91%
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En estas graficas se puede observar que conforme aumenta el coeficiente de particion de
los productos sintetizados, hay un incremento significativo de su actividad antioxidante,
principalmente en los anélogos de tipo capsinoide (11, 12 y 13) que son los que presentan un Log
P mas alto con respecto a los analogos de tipo capsaicinoide. Estos datos sugieren que la lipofilia

es un parametro fisicoquimico que puede favorecer la inhibicion oxidativa del 3-caroteno.
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Figura 29. Grafica comparativa del Log P con respecto al % de actividad antioxidante

Tabla 18. Comparacion del Log P con respecto al % de actividad antioxidante de los compuestos

16,17, 18, 19,20y 21.

Compuesto % Act. Antioxidante
16 2.2 4%
17 2.97 7%
18 5.45 5%
19 2.35 20%
20 3.24 25%
21 5.6 20%
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Figura 30. Grafica comparativa entre el Log P y el % de act. Antioxidante de los productos 16,
17,18,19,20y 21.

También estos resultados obtenidos, muestran la gran importancia de la funcionalizacion
del anillo aromatico (hidroxilo y metoxilo) en estos compuestos, ya que a pesar de que los
productos sintetizados a partir de benzaldehido (16, 17, 18, 19, 20 y 21) mostraron mayores
coeficientes de particion que los derivados 8, 9, 10, 11 y 12, su actividad antioxidante fue mucho

muy baja.

Analisis del potencial antioxidante de los compuestos 8, 11, 13, 18 y 21 por el método de
voltamperometria de onda cuadrada y de pulso diferencial.

®) (13)

21
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Los potenciales de oxidacion de corriente maxima anodica, del compuesto (13), fueron
de 460 mV mediante DPV y 496 mV por OSWYV, lo anterior se observa en la Figura 31 que se

muestra a continuacion.

w
L

300 600 900
E/mV/Ag/AgCl

Figura 31. Voltamperogramas del compuesto (13), obtenidos por OSWYV (a) yDPV (b), a una
concentracion 5.68 mM en una disolucion 40:60 v/v (etanol-Hartmann), empleando solucion

Hartamnn como electrolito soporte.
La Figura 32, muestra los potenciales de oxidacion de corriente anddica maxima para el

analogo (11) obtenidos mediante DPV y OSWYV; En la cual se observa que en la DPV se obtuvo
un potencial de oxidacion de 516 y mediante OSWV un potencial de 552 mV.
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Figura 32. Voltamperogramas de (11), obtenidos por OSWV (a) y DPV (b), a una concentracion

5.68 mM en una disolucién 40:60 v/v (etanol-Hartmann), empleando solucion Hartamnn como

electrolito soporte.
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Figura 33. Voltamperogramas de (8), obtenidos por OSWV (a) y DPV (b), a una concentracion
5.68 mM en una disolucion 40:60 v/v (etanol-Hartmann), empleando solucion Hartamnn como
electrolito soporte.

Los compuestos derivados del benzaldehido (18) y (21), no mostraron potenciales de
oxidacion de corriente anddica en el barrido de potencial aplicado (0-1100 mV). En la Tabla 17
se presentan los resultados de los potenciales de oxidacion de corriente anddica méxima de los

diferentes andlogos sintéticos de la capsaicina en solucion Hartmann como electrolito soporte.
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Tabla 19. Potencial de oxidacion de corriente anddica maxima de analogos sintéticos de

capsaicina en solucion etandlica/Hartmann 5.68 mM, empleando solucion Hartmann como

electrolito soporte. Potencial aplicado 0-1100 mV.

Analogo DPV/mV
13 460 496
11 516 552
18 0 0
21 0 0
8 560 584
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Conclusiones

Mediante el uso de los sustratos vainillina y benzaldehido como materiales de partida en
este trabajo, se llevo a cabo la sintesis quimica de analogos de capsaicinoides (8,9, 10, 16,17 y
18) y capsinoides (11, 12, 13, 19, 20 y 21 ). Sus estructuras moleculares fueron confirmadas

mediante espectrometria de masas y por diferentes técnicas espectroscopicas.

En la caracterizacion espectroscopica por resonancia magnética nuclear, se observo la
presencia de isomeros rotacionales que coexisten en los analogos de tipo capsaicinoide; estos se
identificaron en los espectros, por la aparicion de sefiales duplicadas de los ntcleos de proton y

carbono que se encuentran entorno a la funcion amida de estos rotdmeros.

Los productos sintetizados proporcionaron algunas diferencias estructurales importantes

como variables para este estudio exploratorio antioxidante:

e Funcidn amida (analogos 8, 9, 10, 16, 17 y 18).

e Funcidn éster (andlogos 11, 12, 13, 19,20 y 21).

e Grupos p-OH y m-OCHj; en sistema aromatico (analogos 8, 9, 10,11,12 y 13).

e En la cadena lateral: grupo propilo (analogos 8, 11, 16 y 19), grupo pentilo (andlogos 9,
12, 17 y 20) y grupo undecenilo (analogos 10, 13, 18 y 21).

e Olefina periférica en la cadena lateral (analogos 10, 13, 18 y 21).

Con los resultados obtenidos en el ensayo de la decoloracion oxidativa del P-caroteno de
las entidades: 8, 9, 10, 11, 12 y 13, se pudo establecer que el tamafio de la cadena lateral, la
funcion éster (capsinoides) y todos los factores estructurales que contribuyen al incremento del
coeficiente de particion (Log P), favorecen el aumento de la actividad antioxidante de estos

compuestos.

El estudio de la reduccion del radical libre DPPH utilizando los andlogos 8, 9, 10, 11, 12

y 13, demuestra que el tamafio de la cadena alifatica, la funciones amida (capsaicinoides) y éster
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(capsinoides), no son una variable importante para modular la actividad antioxidante mediante

un mecanismo antirradicalario de estos productos.

Las técnicas antioxidantes realizadas para evaluar las moléculas sintetizadas a partir de
benzaldehido (16, 17, 18, 19, 20 y 21), no mostraron resultados favorables. Estos datos sugieren

que la funcionalizacion del anillo aromatico es fundamental para la inhibicion de la oxidacion.

Los resultados de los experimentos con las técnicas electroquimicas de voltamperometria
de onda cuadrada y de pulso diferencial de los derivados 8, 11, 13, 18 y 21, indican que el grupo
hidroxilo (-OH) en el anillo aromatico, es requerido para generar un potencial de oxidacion de

corriente anddica maxima.

Con los datos obtenidos en la metodologia experimental de este trabajo, se pudo
establecer una correlacion estructura-actividad para los productos que se evaluaron. Se determind
que los pardmetros que rigen la inhibicion oxidativa de estos compuestos, estan en funcion de
factores estructurales relacionados con la solubilidad, reactividad y en general con el tipo de

mecanismo que presentan estos derivados quimicos frente a la fuente oxidativa del medio.
Finalmente se establece que de los andlogos de tipo capsaicinodes y capsinoides

estudiados, el grupo hidroxilo fendlico es un elemento y requerimiento estructural determinante

para la actividad antioxidante de estos productos.
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ANEXO 28. Espectro de RMN "H del compuesto (17).
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ANEXO 29. Espectro de RMN "H del compuesto (18).
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ANEXO0 30. Espectro de RMN "H del compuesto (11).
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ANEXO 31. Espectro de RMN "H del compuesto (12).
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ANEXO 32. Espectro de RMN "H del compuesto (13).
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ANEXO 33. Espectro de RMN "H del compuesto (20).
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ANEXO0 34. Espectro de RMN 'H del compuesto (21).
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Técnicas experimentales

INSTRUMENTACION

Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se realizaron en el espectrémetro
VARIAN 200 MHz. Se utiliz6 CDCIl; como disolvente, y TMS como referencia interna. Los
valores de desplazamiento quimico (J), se expresan en ppm, y las constantes de acoplamiento
(J/), se expresan en Hz. Las siguientes abreviaciones se utilizaron para explicar las
multiplicidades: s= singlete; d= doblete; t= triplete; dd= doble doblete; m= multiplete. En los
experimentos de RMN "°C, 1a multiplicidad de las sefiales se indica por las abreviaturas: q (CHs),

t (CH,), d (CH), s (C).

Espectroscopia de Infrarrojo
Los espectros de IR fueron realizados en espectrofotémetros PERKIN-ELMER Modelo

SPECTRUM 1, utilizando pastillas de NaCl. Los valores de v estan expresados en cm™.

Espectroscopia Ultravioleta
Las mediciones de absorbancia de las técnicas antioxidantes se realizaron en un

espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC, modelo Genesys 20, en una celda de cuarzo de 10

mm. Como disolvente se empleé MeOH o agua destilada. Los valores de A se expresan en nm.

Espectrometria de Masas
Los espectros de masas, fueron realizados empleando las técnicas de ionizacion por

impacto electronico (EI).
Punto de fusion

Se realizaron en un aparato Electrothermal No. Cat. IA6304. Los datos se expresan en

grados centigrados.
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Técnicas experimentales

Potenciostato-galvanostato
Las técnicas electroquimicas empleadas fueron voltamperometria de pulso diferencial
(DPV) y voltamperometria de onda cuadrada (OSWYV), el potencial aplicado fue de 0-1100 mV

en un potenciostato-galvanostato EPSILON.

CONDICIONES DE REACCION

Todas las reacciones se realizaron bajo atmosfera de nitrégeno, y algunas en condiciones
anhidras. Los rendimientos de las reacciones se establecieron una vez purificados los productos y
caracterizados espectroscopicamente. Los reactivos fueron comprados de la mas alta calidad
comercial, y usados sin purificaciones posteriores. Finalmente todas las reacciones fueron

monitoreadas por cromatografia de capa fina (CCF).

TECNICAS CROMATOGRAFICAS

Cromatografia en capa fina (CCF)

Las cromatografias en capa fina fueron realizadas con placas FLUKA analytical de 0.2
mm, usando como agente visualizador luz ultravioleta (UV), a 254 nm. Las placas se revelaron
segun las necesidades de cada caso, utilizando disoluciones tales como: vainillina (1g) (EtOH
100mL/H,SO4 1 mL) , oleum [H,SO4/AcOH/H,O (1:20:4)] y ninhidrina (0.3g) (EtOH 100mL/

AcOH 2 mL) con posterior calentamiento.

Cromatografia en columna

Para la purificacion de productos se usaron columnas empleando gel de silice 70-230
mesh, 60 A. La preparacion de las columnas se realizd mediante la previa mezcla de la gel de
silice con el eluyente, Los eluyentes habituales fueron mezclas de /-Hexano/AcOEt en distintas

proporciones.

SOFWARE
Para darle el nombre correcto a los analogos sintetizados y a los intermediarios se utilizo

el programa ACD/ChemSketch (Freeware) 1997-2010.
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Técnicas experimentales

Para calcular los coeficientes de particion (Log P) de todos los productos se utilizé el

software de ChemAxon Version 5.5.0.0.
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