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RESUMEN

La capsaicina y la vainillinonanamida fueron convertidas en sus
correspondientes O-glicésidos, empleando bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil
a-D-Glucopiranosilo y bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil a-D-
Galactopiranosilo, mediante catalisis por transferencia de fase (PTC), en
presencia de Bromuro de tetrabutii amonio (TBAB) como agente de
transferencia, en diclorometano e hidréxido de sodio acuoso. La pureza de
los O-glicosidos obtenidos fue determinada mediante espectroscopia de
resonancia magnética nuclear proténica y cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). Sus estructuras quimicas fueron elucidadas por
espectroscopia infrarroja (IR) y de resonancia magnética nuclear de *Hy 13C.
También se investigd las solubilidades de los O-glicosidos obtenidos,
encontrando que son insolubles en agua y solubles en acetona, etanol y

metanol.



INTRODUCCION

La capsaicina hace parte de un conjunto de capsaicinoides responsables de
la pungencia del fruto del aji. Esta sustancia es un seudoalcaloide, con un
espectro terapéutico muy amplio, pero de elevada citotoxicidad, lo cual ha
limitado su uso en grandes cantidades, estimulando el desarrollo de
investigaciones en la sintesis de analogos y de nuevos materiales no
pungentes, solubles en agua y biodegradables, simultineamente con la
evaluacion de las propiedades farmacologicas de los productos obtenidos,

especialmente en la relacion actividad — toxicidad.

A nivel bioguimico esta sustancia provoca excitacion de las neuronas y
permite a los iones sodio y calcio entrar a la célula nerviosa y liberar
neurotransmisores que generan la sefal del dolor. La exposicion prolongada
a la capsaicina insensibiliza los nociceptores terminales, disminuyendo la
actividad de las fibras sensoriales tipo C, para las cuales es especifica esta
sustancia; afectando la sintesis, deposito y transporte de la sustancia P,
principal neurotransmisor del dolor desde la periferia hasta el sistema

nervioso central.

Hasta el momento los investigadores han logrado la sintesis de compuestos
derivados de sustancias con actividad farmacologica que enmascaran la
accion toxica de un compuesto natural, llamados PRO-FARMACOS.
Algunos de estos derivados implican una transformacion quimica en la que
se ha logrado el acople de la molécula con actividad a carbohidratos, para
formar glicésidos los cuales han sido de gran ayuda en el transporte y

reconocimiento de sustancias bioactivas.

Entre las metodologias utilizadas en la sintesis de analogos glicosidicos se

encuentran principalmente la sintesis guimio—enzimatica?,



la reaccion clasica de Koenigs Knorr,? y la catdlisis por transferencia de fase
(PTC), la cual es empleada en el presente trabajo por las ventajas sefialadas
en la literatura con este tipo de protocolos, en cuanto a condiciones, tiempos

de reaccion y rendimientos.?

En esta investigacion se desarrollo la sintesis de pro-farmacos O-glicosidicos
por transferencia de fase a partir de Vainillinonanamida, capsaicina con D-
glucosa y D-galactosa, y la caracterizacion respectiva. Los productos finales

se obtuvieron diastereoselectivamente en buenos rendimientos.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La capsaicina es un alcaloide de amplio espectro biolégico, de accion
analgésica y antiinflamatoria; no obstante, es extremadamente toxica incluso
en dosis terapéuticas.® Aunque su solubilidad en etanol es buena, es
completamente insoluble en agua y la modificaciébn de este comportamiento

podria significar nuevas aplicaciones de esta sustancia.

Estos argumentos han originado diversas investigaciones sobre la
modificacion de la estructura capsaicinoide y el estudio de la actividad de los
analogos, obteniéndose una gran variedad de productos menos toxicos, pero

con menor actividad terapéutica que la capsaicina.>10-14

Considerando lo anterior y las diversas aplicaciones de la capsaicina, en este
trabajo se ha investigado la sintesis de analogos que tengan mejor
solubilidad en solventes polares, planteandose la obtencion de derivados
O-glicosidos de Vainillinonanamida y de Capsaicina con D-glucosa y
D-galactosa.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Sintetizar O-glicésidos mediante catdlisis por transferencia de fase en medio

béasico.
2.2. Objetivos especificos

¢ Sintetizar O-glicésidos de vainilliinonanamida y capsaicina con D-glucosa y
D-galactosa, mediante catalisis por transferencia de fase, con bromuro de

tetrabutilamonio.

e Caracterizar los derivados obtenidos por técnicas espectroscopicas de

Infrarrojo y Resonancia Magnética Nuclear (*H y *3C).

e Evaluar la solubilidad en agua, etanol y acetona de los O-glicésidos

obtenidos.



3. MARCO TEORICO

La capsaicina es el principio activo en el aji, fue aislado por Tresh (1846)
hace mas de un siglo. Tresh llamé a este compuesto capsaicina y predijo que
la estructura de la capsaicina y la vainillinonanamida estaban estrechamente
relacionadas. A pesar de este temprano descubrimiento, no fue sino hasta
1919 cuando se determiné la estructura quimica exacta de la capsaicina (1).
Una década més tarde en 1930 Spath y Darling lograron su sintesis

completa’.

O
H.C-
H
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Su nombre IUPAC es N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)-8-metil-6-nonenamida.
Este alcaloide derivado de la vainillilamina y del acido E-8-metilnon-6-enoico
tiene un peso molecular de 305.42, es insoluble en agua y soluble en aceite
mineral, vegetal, y etanol. En estado soélido forma cristales monociclicos

translucidos que funden a 65 °C. Su punto de ebullicion es 210 — 220 °C.

La cadena hidrocarbonada de la capsaicina contiene un grupo amido que no
es suficiente para mejorar la baja solubilidad en agua. Esta cadena es
responsable del fuerte enlazamiento con la lipoproteina receptor, la cual tiene
una cadena hidrocarbonada similar, produciéndose el intenso sabor y la
persistente sensacion de ardor, caracteristica de la capsaicina. Esta cadena
permite a la molécula el desplazamiento por membranas celulares ricas en

lipidos, ocasionando un ardor mas penetrante y persistente.



La capsaicina es una sustancia con propiedades anti-inflamatorias y
analgésicas, efectiva para el manejo de condiciones dolorosas como artritis
reumatoidea y la osteoartritis, neuropatia diabética, neuralgia postherpética,
sindrome del dolor post — mastectomia y sindrome de la distrofia simpéatica
refleja. La accion anti-inflamatoria y analgésica se debe a que la capsaicina
es un agente neuropéptido activo que produce un dolor ardiente inicialmente,
al estimular las nociceptores polimodales, receptores predominantes del

dolor que se encuentran en la piel y en las membranas mucosas.*

En el mecanismo de accion de la capsaicina, la activacion de los
nociceptores se puede hacer directamente o por medio de sustancias que al
actuar, ya sea de forma excitatoria o inhibitoria, en las terminaciones
nerviosas aferentes, actuando sobre receptores especificos como el receptor
vainilloide VR1 o en los canales ionicos de la membrana, causando
modificacion en la permeabilidad i6nica de dicha membrana y genera el
impulso nervioso por el sistema nerviosos central (SNC), debido a que
después de la activacion del receptor vainilloide, la capsaicina y otros
compuestos vainilloides desensibilizan las neuronas sensoriales,

volviéndolas refractarias a estimulos subsiguientes que causan dolor.

Sin embargo, la irritacion inicial debida a la excitacién que la capsaicina
produce en las neuronas sensoriales ocasiona efectos secundarios. Ademas
de desensibilizar las neuronas aferentes de tipo C, la capsaicina también
altera la liberacién, desde los terminales periféricos, del principal
neurotransmisor del dolor conocido como la sustancia P, y otros
neurotransmisores / neuropéptidos que actuan en las respuestas de

inflamacion.

La desensibilizacion de las fibras C inducida por la capsaicina es
consecuencia de la deplecion de estos neuropéptidos. Este fendmeno es el

fundamento del uso de la capsaicina como analgésico “*.
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La sustancia P es un biopéptido de 11 aminoacidos, que se considera un
neurotransmisor y se libera por los axones de las neuronas sensitivas a nivel

medular.

La capsaicina también ha sido sugerida para controlar el dolor de la mucositis
bucal. En este nivel, se ha demostrado experimentalmente que después de
ingerir alimentos que contienen capsaicina o después de la aplicacion de
capsaicina en la mucosa oral inflamada el dolor disminuye al menguar la

sensacion ardiente causada por ésta. "°.

Otra aplicacion importante de la capsaicina se refiere a su uso como
insecticida y repelente contra perros, pajaros, venados, conejos, 0S0S Yy
ardillas; aplicacion que le ha otorgado la clasificacion de pesticida bioquimico
por la EPA en 1991.

A pesar de los grandes beneficios que se pueden obtener de la capsaicina,
esta sustancia en altas concentraciones llega a ser toxica, hasta el punto de
causar la muerte de los nociceptores o la destrucciébn de sus terminales
periféricos produciendo insensibilizacion permanente lo que pone en tela de
juicio si su uso es un tratamiento indicado contra el dolor de ciertas

enfermedades.

Dentro de las aplicaciones generales, la capsaicina debe usarse en
neuropatias que presentan los signos y sintomas de hiperalgesia al pinchazo,
hiperalgesia mecanica y térmica, asi como el dolor continuo. Se obtienen
muy buenos resultados si se aplica en la neuralgia post-herpética y en la
neuropatia diabética. También se han obtenido buenos resultados contra el
dolor neuropatico de etiologia oncologica.

La Civamida (2) es su isémero configuracional, un analogo nuevo de

capsaicina denominado Z-capsaicina, con efectos antinociceptivos por su

11



tendencia persistente e independiente sobre el receptor cuando se expone al

farmaco.3

/LJ\NJ/
HaC-
oC OﬁN _
H
HO

VAINILLILNONANAMIDA (3). También llamada nonivamida, es un
capsaicinoide encontrado en la naturaleza, aproximadamente entre el 0.35 al
1.80 % del contenido total de capsaicinoides en la oleorresina. Es analogo a
la capsaicina y nombrado segun la [IUPAC como N-(4-hidroxi-3-metoxibencil)
nonanamida. Difiere de la capsaicina por la ausencia de un grupo metilo en el
carbono C-8 de la cadena alifatica y la ausencia del doble enlace entre los
carbonos C-6 y C-7 de la misma cadena carbonada.

H3C-O NN
08

HO 3

Este compuesto es usado en la industria farmacéutica y en productos
alimenticios derivados del aji por el grado de pungencia similar al de la

capsaicina.

12



Se ha demostrado que la vainillinonanamida tiene una actividad de
desensibilizacion similar a la capsaicina, sin embargo la efectividad de la

capsaicina es mayor para la disminucién de la respuesta del dolor.*

Los O-glicosidos son una gran variedad de carbohidratos, los cuales segun la
IUPAC, es cualquier molécula en la cual un azucar se enlaza a través de su
carbono anomérico a otro compuesto de diferente naturaleza quimica,
mediante un enlace O-glicosidico, el azucar del glicésido se conoce como
glicona y el grupo ajeno al azucar, aglicona o genina del glucésido, la glicona
puede consistir en un solo azucar (monosacarido) o varios azucares unidos
entre si (oligosacarido); estos se encuentran en abundancia en los seres

vivos, asociados a numerosos procesos bioquimicos.

Pocas sustancias se encuentran mas ampliamente distribuidas en la
naturaleza que los glicosidos. De una manera simple, los glicosidos podrian
ser definidos como carbohidratos derivatizados. Cuando se combinan con las
bases puricas o pirimidicas (timina, citosina, adenina, etc.) a través de un
enlace C-N forman los N-glicésidos, mejor conocidos como nucleétidos, que
son componentes clave de los acidos nucleicos (ARN, ADN). Cuando la
conjugacion se realiza a través de un enlace C-O se conocen con el término
genérico de O-glicosidos los cuales se encuentran en gran cantidad en el

reino vegetal y escasamente en el reino animal.

Los O-glicésidos han sido histéricamente ignorados por razones que a
primera vista parecen obvias, porque son carbohidratos, es decir son
azucares por lo tanto son energia. Asi, debido a una analogia generalizada,
el potencial de los O-glicésidos como farmacos y sistemas de liberacion ha

pasado desapercibida.

Entre los O-glicésidos de origen natural y de importancia médica figuran, los
de la cascara sagrada, aceite de wintergreen y particularmente, los glicésidos

cardiotonicos de la digitalis, convalaria, etc.

13



En todos los casos, el aporte del azucar en el cuadro general de accidn
clinica de los O-glicosidos ha sido relegado a un plano secundario referido
exclusivamente a su solubilidad. Sin embargo, una revision a la literatura
demuestra que estos grupos carbohidratos tienen mucho que ver en la
discriminacion celular y en la selectividad de transporte. Por ejemplo
azucares como la D-glucosa y la D-galactosa compiten en absorcién cuando

se les administra simultdneamente.

Por otra parte la L-glucosa y la L-galactosa no son transportadas desde el
lumen al torrente sanguineo, lo cual pone de manifiesto que el transporte
activo es estereoespecifico. EI hecho de que muchos azucares son
transportados activamente dentro de la célula sugiere la presencia de
receptores especificos que bien podrian usarse como marcadores de

selectividad.

Estas sustancias son de interés en sintesis, medicina y especialmente en
investigacion farmacéutica. La O-glicosidacion es un método util para mejorar
algunas propiedades de compuestos con actividad bioldgica, particularmente
permite convertir los compuestos hidrofébicos en solubles, mejorando sus
propiedades farmacoldgicas y reduciendo la toxicidad. Muchas drogas que
son aplicadas cutaneamente han sido modificadas para incrementar su
efecto en el sitio de accion de la piel. En la década de los 80 se prepararon
numerosos O-glicésidos de un gran numero de agentes anti-inflamatorios, los
cuales convertidos en moléculas hidrofilicas presentaron mayor especificidad

que los compuestos madre -1,

Como respuesta al desarrollo de la investigacion sobre meétodos para
aumentar la eficacia de las drogas y reducir la toxicidad y efectos
indeseables surgié el concepto de profarmaco, una sustancia quimica
derivada de una farmaco madre, biolégicamente activo, obtenido mediante

transformaciones quimicas y / o enzimaticas Una vez dentro del cuerpo son

14



liberadas y actian en el sitio de interés. Los pro-farmacos han sido
ampliamente estudiados como sustitutos de una gran variedad de drogas con

el fin de eliminar sus efectos colaterales °-14,

El grado de toxicidad que en especial presenta la capsaicina y su amplio
espectro biolégico han estimulado muchas investigaciones sobre la variacion
de la estructura quimica de la molécula para estudiar las caracteristicas

biologicas y la toxicidad de los analogos obtenidos.

En esta ruta Walpole, y colaboradores han profundizado en el estudio de la
citotoxicidad de capsaicinoides analogos, encontrando en algunos una
actividad biolégica semejante a la capsaicina, para esto se evalué en cada
uno la relacién insensibilizacion- irritaciéon.® En la década pasada este grupo
reportd diferentes actividades de analogos sintéticos, con variaciones
modulares en la estructura de la capsaicina. En los productos evaluados se
observé una respuesta positiva, mayoritariamente cuando estaba presente el

extremo vainilloide.

Con respecto a las O-glicosidaciones, se han desarrollado diferentes
procedimientos entre ellos el realizado por Mihara y colaboradores con
vainilliinonanamida. = Este articulo describe la aplicaciéon del producto
obtenido como aditivo en alimentos y bebidas, mediante la reduccién de la
propiedad pungente, la capacidad de su liberacion en el cuerpo por la accion

de la glucosidasa y el incremento de solubilidad en agua.*®

Otro procedimiento que involucra la O-glicosidacién fue el acople de
compuestos de platino con ADN, Wang y colaboradores sintetizaron y
evaluaron la actividad biolégica de un O-glicésido con una unidad de glucosa
unida al cis-platino. Se demostr6 que esta molécula es tan activa como el

cis-platino pero menos téxico y mas soluble en agua.®
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Kometani y su grupo de investigacion ha contribuido al estudio de
compuestos con mejores caracteristicas biologicas, mediante la biosintesis
de capsaicina-p-D-glucopirandsido, el cual fue obtenido cuando se administré
capsaicina en un cultivo de células en suspension de Coffea arabica. Este
estudio mostro la disminucibn de la pungencia y un incremento en la
solubilidad en agua, marcando un posible uso de la capsaicina glicosilada

como Unico ingrediente con actividad bioldgica en alimentos.t’

CATALISIS POR TRANSFERENCIA DE FASE. La catélisis es una disciplina
que ha sido fundamental para el desarrollo de la industria quimica ya que
mas del 80% de los productos quimicos manufacturados se obtienen
mediante procesos que requieren el empleo de un catalizador al menos en

una de las etapas.

Los fundamentos de la catalisis por transferencia de fase (Phase Transfer
Catalysis: PTC) fueron reportados esencialmente en la década del 70
independientemente por Mieczyslaw Makosza,'® Starks!® y Brandstrom.?°
Starks acuii6 la frase catdlisis por transferencia de fase, a pesar que algunos
investigadores discrepaban llamandola el ciclo de transferencia de fase,
como proceso en la verdadera esencia de la palabra catalisis. No obstante, la
terminologia inicial fue bien establecida y aun permanece, especialmente
porque solo cantidades cataliticas del agente transferidor de fase son
requeridas para una accion efectiva de transferencia de fase.

La catalisis PTC surgi6 hace varios afios como una metodologia
extremadamente (til para la sintesis de varias clases de compuestos
incrementando los rendimientos de reaccién, condiciones suaves de
reaccion, facil manejo de la reaccion, seguridad, economia en solventes y
reactivos, y la viabilidad de llevar estas reacciones a escala comercial son
algunas de las ventajas que esta técnica ofrece. Muchos productos

industriales importantes tales como polimeros, farmacos, quimica agricola y
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qguimica organica fina son manufacturados empleando catalisis por

transferencia de fase.

Los principios de la PTC fueron propuestos de manera clara por Reuben y
Sjoberg (1981) quienes escribieron que todos los limites son dificiles de
atravesar: limites politicos, legales y geogréficos y también los limites en los
sistemas quimicos. Muchas reacciones deseables no pueden ser limitadas

porque los reactantes son inaccesibles el uno al otro.®

Un reactivo nucleofilico soluble en agua y un reactivo electrofilico insoluble
en un solvente que es miscible tanto en agua como en solvente organico
podrian reaccionar. No obstante la velocidad de reaccion es minima debida a
la solvatacion excesiva del nucledfilo. Alternativamente se han usado
solventes polares apréticos como la dimetilformamida o dimetilsulfoxido, pero
poseen la desventaja de su elevado costo y la dificultad en la eliminacién de

la mezcla de reaccion por roto-evaporacion.

Debido a que la industria quimica procura suministrar eficiencia en los
procesos, seguridad y reducir el impacto ambiental, la PTC ha sido

reconocida como una herramienta Util para alcanzar estas metas.

La metodologia de la PTC implica un substrato que sea soluble en la capa
organica y un reactivo aniénico a menudo un nucleofilo, que se disuelve en la
capa acuosa. El substrato y el anidn entonces son reunidos por un
catalizador, que transporta el anion en la fase organica donde la reaccién

puede ocurrir con el substrato.

Las sales cuaternarias de amonio y fosfonio con su capacidad para
disolverse en liquidos organicos y acuosos son los catalizadores de

transferencia para la mayoria de las aplicaciones por transferencia de fase.

17



Los derivados de amonio son los mas cominmente usados, entre los cuales

esta el Bromuro de tetrabutilamonio, empleado en el presente trabajo.

Los agentes de transferencia de fase basados en fosfonio ofrecen otras
propiedades interesantes, como una estabilidad térmica mas alta. Otros
catalizadores de transferencia de fase incluyen los éteres corona vy

polietilenglicoles (PEG).

Algunos ejemplos bien conocidos de reacciones en las que se incluyen
catalizadores con transferencia de fase son: halogenaciones, cianuraciones,
reacciones de alquilacibn y condensacién, oxidaciones y reducciones,

reacciones de eliminacion y reacciones de Wittig y de Wittig-Horner

Existen varias ventajas de los sistemas de transferencia de fase en relacion a
sistemas monofasicos, tales como: incremento en la velocidad de reaccion,
bajas temperaturas de reaccion, evita la necesidad de solventes anhidros o

aproticos costosos.

Las reacciones para las cuales la catalisis por transferencia de fase es
aplicable se pueden dividir en dos categorias: a) reacciones de aniones que
estan disponibles como sales, por ejemplo: cianuro de sodio, azida de sodio
y acetato de sodio; b) reacciones de aniones que podrian ser generados in
situ, tales como alcoxidos, fenolatos, N-aniones de amidas o heterociclos,

etc..

En el caso anterior las sales son usadas como soluciones acuosas 0 como
sélidos pulverizados. En tanto que la fase organica contiene reactantes
organicos puros o en solventes apropiados. Cuando las fases son inmiscibles
la reaccién se lleva a cabo con catalizador, el cual transfiere continuamente
aniones reactivos en forma de pares iénicos lipofilicos al interior de la fase
organica, producidos por el equilibrio de intercambio iénico, el subindice org

expresa fase organica. (Ec. 1)

18



® O ® © @ O ® O
Na Z,4 + Q Xgog == Na

Los aniones generados reaccionan por ejemplo, con haluros de alquilo en

mecanismos de sustitucion nucleofilica (Ec.2)

CINEC)
QZ oy + R-X = R-Z + Q Yoy (EC2)

Una variedad de reacciones de adicion, reduccion y oxidacion con
participacion de aniones inorganicos, son llevadas a cabo eficientemente

usando esta metodologia.

Las reacciones catalizadas por transferencia de fase de aniones inorganicos
son mecanisticamente mas complicadas. En estos casos la fase inorganica
contiene bases tales como KOH o NaOH acuosas concentradas o sdlidas o
K2COs sélido, mientras la fase organica contiene el precursor aniénico, un

reactante electrofilico y eventualmente un solvente.

En la alquilacién de fenilacetonitrilo via reaccién de su carbanion con haluro
de alquilo ejemplifica la aplicacion de esta metodologia y ayuda a describir

como opera el sistema.

La reaccidon no ocurre cuando una mezcla de fenilacetonitrilo, un haluro de
alquilo y NaOH acuoso al 50% es agitado vigorosamente. Por adicion de

haluro de tetraalquilamonio en cantidad catalitica, usualmente 1% molar, la

19



reaccion es exotérmica y produce fenilalquilacetonitrilo (Ec. 3, Ec.4 y Ec.5),%!

los subindices int y ac expresan regién interfacial y fase acuosa.

PhCH,CN (o) + NaOHpy —» PhCHCN Na*y + Hy0 (Ec.3)

PhCHCN Na*(ny + Q"X'(org) g PhCHCN Q*(orgy + Na'Xioq (EC4)

PhCHCN Q*org) + R-X(orgg —— (Ph)(R)ICHCNgO + Q* X(5q (EC.5)

Los compuestos con hidrégenos acidos C-H, O-H, S-H o N-H son alquilados
eficientemente de manera similar como se ejemplifica a continuacion en la

N-alquilacién de indol (Ec.6).

/ NBU BI 74
e

N CHaCla |

R

I
H

La glicosidacién por metodologia de transferencia de fase, catalizada por
haluros de amonio cuaternario ha tenido una atencién especial debido a sus
buenos rendimientos y alta estereoselectividad, constituyéndose en una
eleccion ideal en la sintesis de complejos glicosidos, biolégicamente

activos.?2

Las primeras investigaciones con respecto a las glicosidaciones por

transferencia de fase fueron realizadas en 1978 y 1979 en la sintesis de aril
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B-D- acetilglucopirandsidos y acidos aril B-D-glucopiranosidurénicos donde la
formacion del glicésido mostro alta estereoselectividad.?® En 1987 se report6
la sintesis de aril B-D-glucopiranésidos benzoilados y cinamatos B-D-
glucopiranosil substituidos con el fin de extender esta metodologia a la

sintesis de ésteres glicosidicos.?*

En la década siguiente Roy y Tropper reportaron la sintesis eficiente de aril-
B-D-N-acetilglucopirandsidos a partir de cloruro de 2-acetamido-3,4,6-tri-O-
acetil-2-deoxi-a-D-glucopirandsido y una serie de fendxidos, en presencia de

bromuro de tetrabutilamonio.?®

Venkateshwar y mas recientemente Wang y colaboradores reportaron
aplicaciones de la catalisis con transferencia de fase en diversas
transformaciones organicas, dando lugar a nuevos estudios de
O-glicosidacion, para mejorar las propiedades fisico-quimicas de diversos

compuestos naturales y otras sustancias de interés particular. 25-2°

En el grupo de investigacion Quimica de Productos Naturales se ha
investigado con éxito la O-glucosidacién de la vainillinonanamida por
catalisis con transferencia de fase, utilizando bromuro de cetil trimetil

amonio.3
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4. SECCION EXPERIMENTAL
4.1. GENERALIDADES

Los reactivos y equipos empleados en esta investigacion se describen a

continuacion.

Reactivos y Materiales: Capsaicina, (Sigma, 95%); Vainilliinonanamida
(Sigma, 98%); Bromuro de tetrabutilamonio; D-glucosa pentaacetato, (Sigma,
99%; D-galactosa pentaacetato, (Sigma 98%); HBr/Acido acético, (Sigma,
30%); Metanol, ACS, (Merck, 99.8%); Eter de petroleo (Mallicnckrodt AR,
fraccidn superior a 50°C); Etanol Comercial; Acetato de Etilo; (Merck, EM
Science, Pureza 99.8%); Alcohol butilico 99.9%; Cloroformo, (ACS, EM
Science, 99.8%); Diclorometano, (Merck GR ACS, 99.8%); Benceno ACS
(Fisher Scientific, 99%); Cloruro de sodio (Fisher Scientific, 99.5%)
Bicarbonato de sodio (Fisher Scientific, 99.5%); Sulfato de sodio anhidro
(Fisher Scientific, 99.8%); p-anisaldehido (Merck, 99.9%); Acido sulfurico GR
ACS, (Merck, 99.8%); Acido acético glacial, (Merck, 99.8%) y Placas

cromatograficas de silica gel de 20 x 20 cm

Solventes grado HPLC: Acetonitrilo HPLC (Mallinckrodt, 99.9%); Acetato de
Etilo (Merck, EM Science, 99.8%); Metanol, (Fisher Scientific, 99.9%); Etanol
(Fisher Scientific, 99.8%)

Equipos: Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiencia (CLAE), Hewlett Packard
1100 Series Hewlett Packard 1100, (Desgasificador G1322A, Bomba
Cuaternaria G1311A, Detector UV G1314A, Puerto de Inyeccion G1328-
95001, Software: Instrument Online). Espectrofotometro infrarrojo, Thermo
Nicolet IR 200, Secador Manual, Black & Decker, 9756, Type 2, 260°C /
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550°C, Horno Isotemp Oven, Modelo 737G, Fisher Scientific, Rotaevaporador
Lavorota 4001 Heidolph, Espectrémetro Bruker AMX-400 MHz.

METODOLOGIA EXPERIMENTAL
4.1.1. Sintesis de Bromuros de Glicopiranosilos

OAc OAc

AcO AcO
O HBr/ACOH
—_— >

AcO AcO
OAc OAc
OAc

(Ec.7)
Br

Procedimiento General. En un balén de fondo redondo de una boca,
provisto de rubber septum se mezcld bajo agitacion magnética a temperatura
ambiente 1.00 mmol del glicopirandsido peracetilado con 2.34 mL de solucion
al 30 % de bromuro de hidrogeno en acido acético. La mezcla continud
agitdndose hasta cuando se observd la desaparicion del glicopirandsido de
partida por cromatografia de capa delgada (CCD), utilizando la mezcla
acetato de etilo / éter de petroleo al 40 % como eluente.

La reaccidén se terminé mediante adicion de 6.0 mL de cloroformo frio por
mmol de sustrato y suficiente solucion saturada y fria de bicarbonato de
sodio hasta conseguir la neutralizaciébn de la fase acuosa, observandose
evolucion de diéxido de carbono. Una vez separada la fase organica mas
densa que la acuosa, se extrajo los componentes organicos de la capa
acuosa con 2 x 6.0 mL de cloroformo. Posteriormente se juntaron los
extractos, se secaron con sulfato de sodio anhidro y se filtraron. EIl solvente
del filtrado se elimind por roto-evaporacion y el crudo se purificO por
cromatografia de columna relampago (CCR) con gradiente, utilizando acetato
de etilo / éter de petrdleo en las siguientes concentraciones: 10, 15, 20 25,
30, 35y 40%.
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Las fracciones de interés fueron colectadas y rotoevaporadas, obteniéndose

el bromuro de glicopiranosilo después de evaporar el solvente.

Bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosilo 10 RMN *H
(400 MHz, CDClI3), & (ppm): 6.59 (d, 1H, J = 4.0 Hz, H-C1), 5.54 (dd, 1H,
J = 9.6 Hz, 10.0 Hz, H-C3), 5.14 (dd, 1H, J = 9.2 Hz, 10.8 Hz, H-C4), 4.82
(dd, 1H, J = 4.0 Hz, 10.0 Hz, H-C2), 4.32-4.25 (m, 2H, H-C4), 4.10 (d, 1H,
J =10.8 Hz, H2-C6), 2.07 (s, CH3), 2.06 (s, CH3), 2.02 (s, CH3s), 2.00 (s, CH3).
RMN*3C (100 MHz, CDCl3), 5 (ppm): 170.0 (CO), 87.0 (C1), 73.0, 71.5, 70.5,
66.0, 62.0, 20.5. Tiempo de reaccion 1.5 h. Rendimiento 89.7%, aislado por
CCR como un sélido blanco. R = 0.50 (eluente acetato de etilo / éter de

petréleo 40%).

Bromuro de 2,3,4,6-tetra-O-acetil- a -D-galactopiranosilo 11. RMN *H
(400 MHz, CDCl3), & (ppm): 6.68 (d, 1H, J = 3.9 Hz, H-C1), 5.50 (dd, 1H,
J=1.2 Hz, 3.3 Hz, H-C4), 5.39 (dd, 1H, J = 3.3 Hz, 10.5 Hz, H-C3), 5.04 (dd,
1H, J = 3.9 Hz, 10.5 Hz, H-C2), 4.47 (ddd, 1H, J = 1.2 Hz, 6.3 Hz, 7.2 Hz,
H-C5), 4.16 (dd, 1H, J = 6.3 Hz, 11.2 Hz, H-C6), 4.08 (dd, 1H, J = 7.2 Hz,
11.2 Hz, H’-C6), 2.14 (s, CH3), 2.10 (s, CHa), 2.05 (s, CH3), 2.00 (s, CHa).
RMN 3C (100 MHz, CDCl3), & (ppm): 170.00 (CO), 88.07 (H-C1)), 71.01,
67.94, 67.72, 66.92, 60.78, 20.52 (Me). Tiempo de reaccion 1.0 h.
Rendimiento 71.3 %, purificado por CCR, Rt = 0.57 (acetato de etilo / éter de
petréleo 40%).
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4.1.2. Sintesis de O-Glic6sidos por Catélisis con Transferencia de ase

O

M

(0]
H;CO
H,CO )]\ 0 N (CHy)4 R
3 j@/\” (CH2)4 m —> ACO\/O OD/\H
Ec.
HO L3 (Ec.8)

10,11 12-15
i NaOH, H,0, TBAB, CH,Cl,
R: CHz-CHz-CHZ -CH3Y (E) CH:CH-CH(CH3)2

Procedimiento General. En un balon de dos bocas equipado con barra
magnética y conectado a un condensador recto con trampa de cloruro de
calcio, se mezclé 1.0 mmol de bromuro de glicopiranosilo peracetilado, 1.0
mmol de la amida y 1.0 mmol de bromuro de tetrabutilamonio, en 3.65 mL de
diclorometano. Después de homogenizar la mezcla mediante agitacion
magnética, se adicioné 3.65 mL de solucion de hidroxido de sodio 1.0 M y
continué agitandose a temperatura ambiente hasta que desaparecio el
bromuro de glicopiranosilo de partida. La reaccion se monitore6 por
cromatografia de capa delgada, usando como eluente acetato de etilo / éter
de petréleo al 40%. Una vez finalizada la reaccién, se extrajo el material
organico con acetato de etilo y el extracto se lavo con solucion de hidréxido
de sodio 2 x 15 mL, agua destilada 2 x 15 mL y salmuera 1 x 10 mL.
Finalmente, la fase organica se secO con sulfato de sodio anhidro y se
rotoevapord hasta la eliminacion total del solvente. EIl crudo resultante se
purificd por CCR utilizando acetato de etilo / éter de petréleo con gradiente
10, 15, 20, 25, 30, 35y 40%.

Analisis por HPLC. Una solucion diluida en acetonitrilo HPLC (~1ug/1mL),
de cada glicésido peracetilado purificado por cromatografia de columna
relampago (CCR), se inyect6 en el cromatégrafo liquido de alta resolucion

para verificar la ausencia de impurezas. Las condiciones empleadas a
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excepcion del flujo del eluente, se tomaron de trabajos previos realizados en

el grupo.® Los valores correspondientes se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones empleadas para el andlisis por cromatografia liquida de alta

resolucion.

Condicion Valores

Columna ODS
Flujo 0.8 mL/min.

Fase movil Acetonitrilo / Agua 30 %
Detector UV (280 nm)
Presion 90 bar

Tiempo de corrida 20 min

Los cromatogramas correspondientes son exhibidos en el anexo (ver Figuras
1-4).

N-[3-metoxi-4-(tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosiloxi) bencil] nonanamida
12. IR A1 (cml): 3286 (N-H), 2926 -2856 (C-H), 1746 (CHs-C=0), 1640
(NH-C=0), 1225 (C(Ar)-O-C1’), 1037 (ArC-O-CHs), 1081 - 825 (C5-O-C1’).
RMN !H (400 MHz, CDCls), d(ppm): 7.06 (d, 1H, J = 8.08 Hz, Ar-H), 6.83
(s,1H, Ar-H), 6.76 (d, 1H, J = 8.04 Hz, Ar-H), 5.78 (sa, 1H, -NH), 5.28 (m, 2H,
H-C2’y H-C3’), 5.18 (m, 1H, H-C4’), 4.92 (d, 1H, J = 6.89 Hz, H-C1’), 4.37 (d,
2H, J = 5.49 Hz, Ar-CH), 4.15 (d, 2H, J = 10.95 Hz, H2-C6’ ), 3.80 (s, 3H,
OCHs), 3.72 (m, 1H, H-C5’), 2.21 (t, 2H, J = 7.50 Hz, H2-C2), 2.08 (s, 6H,
C(0)-CHgs), 2.04 (s, 6H, C(O)-CHs), 1.65 (m, 2H, H2-C3),1.20-1.37 (m, 10 H,
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C3-(CH2)s, 0.87 (t, 3H, J = 6.45 Hz, Hs-C9). RMN 3C (100 MHz) , &(ppm):
172.92, 170.52, 170.19, 169.32, 150.68, 145.20, 135.13, 120.17, 119.78,
112.14, 100.75, 72.44, 71.82, 71.03, 68.24, 61.78, 55.88, 43.17, 36.71,
31.69, 29.21, 29.04, 25.67, 20.63, 20.55. EI producto aislado por CCR como

un solido de color amarillo claro, se obtuvo en un rendimiento del 49.0%.

Tiempo de reaccion 1.0 h. Rf = 0.05. (Acetato de etilo / éter de petrdleo 40%).

N-[3-metoxi-4-(tetra-O-acetil-p-D-galactopiranosiloxi)  bencil] nonan
amida 13. IR At (cm?): 3301 (N-H), 2857-2928 (C-H), 1748 (C=0), 1656
(N-C=0), 1237 (C-0), 1073 - 803 (AcOCH2-HC-O-C(anom)). RMN *H & (400
MHz, CDCls), 8(ppm): 7.07 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 6.84 (d, 1H, J = 2.0 Hz,
Ar-H), 6.77 (dd, 1H, J = 2.0 Hz, 8.0 Hz, Ar-H), 5.83 (t, 1H, -NH), 5.49 (dd, 1H,
J = 8.0 Hz, 10.4 Hz, H-C2), 5.43 (d, 1H, J = 2.4 Hz, H-C4’), 5.09 (dd, 1H,
J = 3.4 Hz, 10.8 Hz, H-C3’), 4.87 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-C1’), 4.38 (d, 2H,
J =5.6 Hz, Ar-CH2), 4.22 (dd, 1H, J = 6.8 Hz, 11.2 Hz, H-C6’), 4.15 (dd, 1H,
J = 6.6 Hz, 11.4 Hz, H-C6’), 3.96 (dd, 1H, J = 7.2 Hz, 6.4 Hz H-C5), 3.81 (s,
3H, OCHg), 2.21 (t, 2H, J = 7.6 Hz, C1-CH>), 2.18 (s, 3H, CH3), 2.09 (s, 3H,
CHs), 2.04 (s, 3H, CHs), 2.01 (s, 3H, CHs), 1.67- 1.61 (m, 2H, J = 7.2 Hz,
H.-C3), 1.37 — 1.22 (m, 10H, C3-(CHz)s), 0.89 (t, 3H, J = 6.8 Hz, Hs-C9).

Después de purificar por CCR se obtuvo un sélido de color amarillo claro en

un rendimiento del 50.2 %. Tiempo de reaccion 0.9 h. Rf= 0.05 (acetato de

etilo / éter de petrdleo 40%).

N-[3-metoxi-4-(tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosiloxi)  bencil] -6-nonen
amida 14. IR A1 (cm™): 3300 (N-H), 2924 -2856 (C-H), 1745 (C=0), 1640
(N-C=0), 1225, 971 (C-0O), 1165 -1124 (-CH(CH3)2), 1124 - 805 (AcOCH:-
HC-O-C(anom)), 1037 (arC-O-C-al), 971 (C=C). RMN !H (400 MHz, CDCls):
8 (ppm) 7.07 (d, 1H, J = 8 Hz, Ar-H), 6.84 (s,1H, Ar-H), 6.78(dd, 1H, J = 8 Hz,
4 Hz, Ar-H), 5.69 (t, J= 6 Hz, 1H, -NH), 5.34-5.41 (m, 2H, CH=CH), 5.27-5.31
(m, 2H, H-C2'- H-C3), 5.17 (m, 1H, H-C4’), 4.94 (d, 1H, J = 8 Hz, H-C1)),
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4.39 (d, 2H, J = 8Hz, Ar-CHy), 4.22 (ddd, 2H, J = 12 Hz, 4 Hz, H»-C6’), 3.81
(s, 3H, OCHs), 3.76 (m, 1H, H-C5’), 2.21 (t, 2H, J = 8 Hz, H2-C2), 2.18 (s, 1H,
CH(CH3)2), 2.08 (s, 6H, CHa), 2.04 (s, 6H, CHs), 2.0 (m, 2H, H2-C5), 1.67 (m,
2H, H2-C3), 1.40 (m, 2H, H2-C4) 0.96 (d, 6H, J = 8.00 Hz, C8-(CHs)2). RMN
13C (100 MHz), & (ppm): 172.79, 170.57, 170.27, 169.31, 150.79, 145.5,
138.15, 135.06, 126.28, 120.86, 119.75, 112.24, 100.80, 72.55, 71.98, 71.16,
68.38, 61.97, 56.05, 43.27, 36.32, 32.16, 30.85, 25.21, 22.61, 20.66, 20.60.

Después de purificar por CCR se obtuvo un sélido de color amarillo claro en
un rendimiento del 50.8 % . Tiempo de reaccién 1.0 h. Rf=0.05 (acetato de

etilo / éter de petréleo 40%).

N-[3-metoxi-4-(tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosiloxi) bencil] -6-nonen
amida 15. IR A1 (cm-1): 3402 (N-H), 2961-2870 (C-H), 1749 (C=0), 1649
(N-C=0), 1229, (C-O), 1156 (-CH(CHs)2), 1125-800 (AcOCH2-HC-O-
C(anom)), 1074 (arC-O-C-al), 970 (C=C). RMN !H (300 MHz, CDCls),
8(ppm): 7.05 (d, 1H, J = 9.1 Hz, Ar-H), 6.81 (s,1H, Ar-H), 6.75(d, 1H, J = 8.2
Hz, Ar-H), 5.8 (t, 1H, J = 5.1 Hz, -NH), 5.50-5.44 (m, 2H, CH=CH), 5.40 (m,
1H, H-C4’), 5.38-5.24 (m, 2H, H-C2’- H-C3’), 5.08 (ddd, 1H, J = 10.5 Hz, 2.7
Hz H-C5), 4.84 (d, 1H, J = 7.98 Hz, H-C1’), 4.24-4.10 (m, 2H, H-C6’), 3.79
(s, 3H, OCHs), 2.21 (m, 1H, CH(CHs)2), , 2.17 (m, 2H, H2-C2), 2.16, 2.07,
2.02, 1.99 (s, 12H, CHs), 1.96 (m, 2H, H-C5), 1.64 (m, 2H, H>-C3 ), 1.37 (m,
2H, H2-C4), 0.94 (d, J = 1.23 Hz, H3-C9), 0.92 (d, J = 1.23 Hz, H3-C10). RMN
13C (100 MHz), & (ppm): 173.14, 170.57, 170.48, 170.39, 150.98, 145.76,
138.07, 135.34, 126.64, 120.30, 120.12, 112.53, 101.65, 71.12, 70.93, 68.90,
67.10, 61.43, 56.24, 45.30, 36.85, 32.42, 31.17, 29.67, 25.46, 22.86, 20.95,

20.87. Se obtuvo un liquido viscoso incoloro. Tiempo de reaccion 0.75 hora.

Rendimientos: 47.2 %. Rf= 0.05 (acetato de etilo / éter de petroleo 40%).

Los espectros de RMN 'H y RMN 13C de 12 - 15 se muestran en el anexo,

Figuras 5 - 11.
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4.1.3. Desacetilacion de los O-Glicésidos

O

o
H3CO )k HaCO )k
o : N7 (CH. R o 3 DAH (CHp)s R
C!
M/O CH3ONa/ CH50H Qo (Ec.9)

R

12-15 16 - 19

Procedimiento General. Se mezclé bajo agitaciébn constante 1 mmol del
O-glicosido peracetilado y 18.6 mL de la mezcla metanol / benceno (1:1) en
un balén de fondo redondo provisto de una boca. La mezcla resultante se
agitdé hasta su homogenizacion y se adicion6 0.45 mL de metoxido de sodio
en metanol 1.0 M y continué agitdndose hasta la desaparicion del material de
partida. El seguimiento se realizé por cromatografia de capa delgada,
usando la mezcla eluente acetato de etilo / éter de petrdleo al 40%.
Finalizada la reaccion se adiciond 20 mL de hexano y la mezcla de reaccion
se llevo al congelador, formandose un precipitado que correspondié al

producto, el cual se purificé por recristalizacién de éter etilico.

Analisis por HPLC. Los productos aislados por CCR, fueron analizados
mediante cromatografia liquida de alta resolucion para determinar su pureza.

Las condiciones empleadas se muestran a continuacion.
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Tabla 2. Condiciones empleadas para el analisis por cromatografia liquida de

alta resolucion de O-glicosidos.

Condicion Valores

Columna ODS
Flujo 0.8 mL/min.

Fase movil Acetonitrilo/Etanol 30 %
Detector UV (280 nm)
Presion 47 bar

Tiempo de corrida 8 min.

Los cromatogramas correspondientes a los productos de O-glicosidacion
aislados son exhibidos en el anexo, Figuras 12 - 15.

N-[4-(B-D-glucopiranosiloxi)-3-metoxibencil] nonanamida 16 IR: A }(cm™)
3569-3377 (v-O-H), 3286 (v-N-H), 2923-2856 (C-H), 1649 (N-C=0), 1221
(ArC-O-C1’), 1054 (ArC-O-CHs), 1110 (C5-O-C1’). RMN !H (400 MHz,
CDs0D), 8(ppm) : 8.28 (t, 1H, NH), 7.04 (d, 1H, J = 8.4 Hz, Ar-H), 6.89 (d, 1H,
J=2.0 Hz, Ar-H), 6.76 (dd, 1H, J = 1.8 Hz, 8.2 Hz, Ar-H), 4.89 (d, 1H, J = 7.2,
H-C1%), 4.22 (d, 2H, J = 5.6 Hz, Ar-CHz2), 3.77 (s, 3H, OCHj3), 3.69 (d, 1H, J =
10.4 Hz, H-C4’), 3.50 — 3.45 (m, H-C5’- H-C6’), 3.30 (m, 1H, H-C2’), 3.20 (m,
1H, H-C3), 2.15 (t, 2H, J = 7.4 Hz, H2-C2), 1.56 — 1.53 (m, 2H, J = 6.8 Hz,
H2-C3), 1.31- 1.28 (m, 10H, C3-(CH2)s), 0.89 (t, 3H, J = 6.8 Hz, H3-C9). EI
producto se obtuvo como un soélido blanco con rendimiento del 60.0 %.

Tiempo de reaccion 3 horas. Rf= 0.56 (eluente metanol / cloroformo 20%).

N-[4-(B-D-galactopiranosiloxi)-3-metoxibencil] nonanamida 17. IR: Al
(cm™?): 3498 (-OH), 3282 (N-H), 2921-2852 (C-H), 1643 (N-C=0), 1234
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(Ar-O-C1’), 1047 (Ar-O-CHs), 1082 (C5-O-C1’). RMN 'H (400 MHz,
CDsOD): 8(ppm) 6.90 (d, 1H, J = 8.3 Hz, Ar-H), 6.80 (S, 1H, Ar-H), 6.6 (d,
1H, J = 8.2 Hz, Ar-H), 4.80 (s, 1H, NH), 4.60 (d, 1H, J = 7.71 Hz, H-C1*), 4.20
(s, 2H, Ar-CH2), 3.68 (m, 2H, H-C6’), 3.61-3.55 (m, 2H, H-C5"), 3.60 (s, 3H,
OCHa), 3. 50- 3. 40 (m, 3H, H-C2- H-C3"- H-C4’), 2.21 (t, 2H, J = 7.41 Hz,
H2-C2), 1.4 (m, 2H, H2-C3), 1. 25 — 1. 00 (m, 10H, C3-(CHz)s), 0.89 (t, 3H,
J = 5.33 Hz, Hs-C9). RMN 13C (100 MHz) , 8(ppm): 176.06, 150.99, 146.94,
134.96, 121.32, 118.05, 112.93, 103.49, 76.92, 74.69, 72.24, 70.10, 62.27,
56.62, 43.72, 36.93, 32.95, 30.28, 27.08, 23.98, 14.41. Rendimiento 95.00

%. Tiempo de reacciéon 1 hora. El producto se obtuvo como un sélido blanco.

Rf=0.56 (eluente metanol / cloroformo 20%).

N-[4-(B-D-glucopiranosiloxi)-3-metoxibencil] -6-nonenamida 18. IR:
At (ecm): 3570-3376 (-OH), 3289 (N-H), 2962-2854 (C-H), 1648 (N-C=0),
1221 (ArC-O-C (Glc)), 1054 (ArC-O-CHs), 1111 (AcOCH2-HC-O-C(anom)),
975 (C=C). RMN H (400 MHz, CD3OD): §(ppm) 8.3 (s, 1H, -NH), 6.90 (d,
1H, J = 8.15 Hz, Ar-H), 6.73 (s,1H, Ar-H), 6.76 (d, 1H, J = 8.24 Hz, Ar-H),
5.16 (m, 2H, CH2CH=CHCH), 4.70 (m, 1H, H-C1’), 4.10 (s, 3H, Ar-CH>), 3.64
(s, 3H, OCHs), 3.55 (dd, 2H, J =9.7 Hz, 10.07 H2-C6’), 3.10-3.25 (m, 1H,
H-C2’ H-C3’ H-C4’ H-C5’), 2.02 (t, 2H, J = 7.16, 7.20 Hz, H>-C2), 1.78 (m, 1H,
CH(CHs)2), 1.39 (m, 2H, H2-C5), 1.17 (m, 2H, H2-C3), 1.08 (m, 2H, H2-C4),
0.76 (d, 6H, J = 6.68 Hz, CH(CHs)2). RMN *3C (100 MHz) , &(ppm): 174.74,
149.50, 145.50, 137.87, 133.46, 126.30, 119.74, 116.58, 111.57, 101.32,
76.85, 76.09, 73.45, 69.76, 60.82, 55.32, 42.14, 35.28, 31.64, 28.73, 25.02,
21.86. Rendimiento 54.8 %. Tiempo de reaccién 3 horas. Rt = 0.56 (eluente

metanol / cloroformo 20%).

N-[4-(B-D-galactopiranosiloxi)-3-metoxibencil] -6- nonenamida 19. IR A1
(cmt): 3424 (-OH), 2930.58 (C-H), 1638 (N-C=0), 1267 (ArC-O-C (Glc)),
1085 (ArC-O-CHgs), 920 (C=C). RMN 13C (100 MHz) , &(ppm): 179.01,
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149.17, 145.95, 137.81, 133.58, 126.27, 120.0, 116.65, 111.55, 102.01,
75.50, 73.25, 68.65, 60.91, 55.30, 42.41, 35.38, 31.86, 30.87, 28.53, 25.01,
22.76. Rendimiento 56.4 %. Tiempo de reaccion 1 hora. El producto se

obtuvo como un sélido blanco. Rf = 0.56 (eluente metanol / cloroformo 20%)

Los espectros de RMN 'H y RMN *3C de 16-19 se muestran en el , Figuras
16 - 21.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo de investigacion se parti6 de los azlcares peracetilados
comerciales a-D-glucosa 4 y B-D-galactosa 5, cuyas estructuras de silla se

muestran a continuacion.

OAc AcO OAc

AcO OAC

AcO AcO
OAc OAc

OAc 5

Estos monosacaridos se diferencian en la configuracion del carbono
anomeérico C-1 y del carbono C-4. De acuerdo a la nomenclatura del
gliceraldehido, ambos azlcares se clasifican como D, atendiendo la
configuracion del centro quiral mas alejado del carbono de mayor grado de

oxidacion, en este caso es el carbono C-5.

Los azlcares desprotegidos contienen varios grupos hidroxilos, los cuales les
confieren hidrofilicidad e insolubilidad en solventes organicos; la proteccion o
acetilacién de estos grupos los convierte en ésteres de acetato, insolubles en
agua y muy empleados como materiales de partida en diversas sintesis que
involucran la transformacion especifica del carbono acetal anomérico, mas
reactivo que los otros carbonos, con actividad quimica similar en ambos

compuestos.
5.1. Sintesis de Bromuros de glicopiranésidos peracetilados

Los monosacaridos peracetilados comerciales 1,2,3,4,6-penta-O-acetato de

a-D-glucosa 4 y 1,2,3,4,6-penta-O-acetato de [(-D-galactosa 5, se

33



transformaron en los respectivos bromuros de glicopiranosilo como se
muestra en la Ec. 7. Estas sustancias son importantes y versatiles
intermediarios sintéticos, muy usados como electréfilos en la formacion de
enlaces glicosidicos en reacciones de sustitucion nucleofilica en la quimica

de carbohidratos?.

En esta etapa se utilizd una solucion de bromuro de hidrogeno en acido
aceético al 30 %, efectudndose la bromacion en el C-1 por su electrofilicidad,
como consecuencia del efecto dipolar asociado a los oxigenos vecinos, como

se observa en el glicésido 7.

El efecto estabilizante del par electronico no enlazado del oxigeno anular,
vecino al carbono anomérico influye en el comportamiento del grupo
oxiacetilo convirtiéndolo en medio acido en buen grupo saliente, generando

acido acético.

La metodologia usada en la bromacién anomérica resultd muy exitosa con
rendimientos comprendidos entre el 66 y 90% y tiempos de reaccion de
1.0 -1.5 horas, mientras que los reportes en la literatura presentan el doble
de este tiempo33* En la Tabla 3 se muestran los resultados de la bromacion
de la glucosa y galactosa peracetiladas, en la obtencién de los bromuros de
tetra-O-acetil-a-D-glucopiranosilo 10 y de tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosilo

11 respectivamente.
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Tabla 3. Datos experimentales en la sintesis de bromuros

Producto Tiem,po Rf Rendimiento (%) Caracteristica
Reaccion (h)
10 15 0.5 90 Sdlido blanco
Aceite viscoso
11 1 0.57 66

amatrillo claro

Como se muestra en el Esquema 1, la reaccidbn de bromacion de los
glicopiranésidos peracetilados 5 y 6 procede por un mecanismo de
sustitucion nucleofilica unimolecular Sn?, involucrando la participacion de un
carbocation anomeérico estabilizado por resonancia. El primer paso conduce
a la formacién del carbocation por eliminacién de acido acético y es el

determinante de la velocidad de reaccion.

Esquemal
Rl OAC Rl OAc Rl OAcC
o 0 0
Rz %o Ao F2
C —_—
AcO o — OAc|3 OAc *
o) CHy
C c !
I Cll
0 O\H
Co
5.R,=0Ac Glucosa H

6. R; = OAc Galactosa

Se observa en dicho Esquema que el hidrogeno proveniente del HBr es

atrapado por el oxigeno del carbonilo formando el enlace O-H con el par
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electrénico no enlazado, quedando este oxigeno cargado positivamente al
formar tres enlaces. La recuperaciéon del par electronico conduce al
rompimiento del enlace O-Cl y en consecuencia a la generacion del
carbocation anomérico, el cual se estabililiza por resonancia, mediante la
deslocalizacion del par electronico del oxigeno del anillo pirandsido, que
forma un doble enlace con el carbono anomérico (C1), como se muestra en

el Esquema 2.

Esquema 2

OAc

OAC OAc

La influencia del carbocation genera dos conformaciones anulares, la silla | y
semisilla Il. La ultima es la menos estable y la de mayor predisposicion al
ataque del bromuro en direccion axial, trans al grupo acetiloxi del carbono
C2, produciéndose el epimero a, independientemente de la configuracién a o

B del material de partida.3"

El ataque del i6bn bromuro sobre el conférmero Il, permite formar el enlace
C-Br, recuperando el oxigeno pirandsido su par electronico y el producto la
conformacioén de silla del precursor. ElI mecanismo de la bromacién de la

galactosa se analiza de manera semejante.
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El seguimiento de la reaccién por cromatografia de capa delgada (CCD)
revelé que el Rt del producto es mayor que el del material de partida, lo cual

es consistente con una disminucion de la polaridad de la molécula

sintetizada.

Los bromuros obtenidos se emplearon rapidamente debido a la inestabilidad
de estas sustancias que se hidrolizan con facilidad. La identificacién se hizo

por comparacion de los Rs experimentales con los valores reportados por

grupo de investigacion Quimica de Productos Naturales (QPN). 3!

El analisis espectroscépico de los productos obtenidos es consistente con los
reportes de la literatura para dichas sustancias.®*> En la Tabla 4 se
presentan los desplazamientos quimicos de las sefiales protonicas mas
importantes de los bromuros 10 y 11. Se observa una estrecha similitud de
los desplazamientos quimicos de las sefiales de los hidrégenos anoméricos
en ambos compuestos, los cuales generan sefales a 6.59 y 6.68 ppm,
igualmente se aprecia la proximidad de las constantes de acoplamiento cis
de los protones H-1 ecuatorial y H-2 axial. Es notable la gran diferencia en
las constantes de acoplamiento de los protones H-4 axial y H-4 ecuatorial de
la glucosa y la galactosa, en el primero muy grandes porque corresponden a

acoples de mayor valor, tipo axial-axial.

10 11
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Tabla 4. Caracteristicas de las sefiales espectroscopicas de los protones en

los bromuros de glicopiranosilo peracetilados 10y 11

&(ppm), multiplicidad y constantes de acoplamiento J-3 (Hz)

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5
6.59,(d)  4.82,(dd) 5.4, (dd)  5.14, (dd

10 (d) (dd) (dd) (dd) 428, (m)
4.0 4.0, 10 9.6, 10 9.2,10.8

1 6.68,(d)  5.04,(dd) 5.39,(dd) 5.50, (dd) 4.47, (ddd)

3.9 3.9,10.5 3.3,10.5 12,33 1.2,6.2,7.3

Los desplazamientos quimicos de los carbonos anoméricos también

presentan una buena correlacion, con desplazamientos de 89.0 y 87.0 ppm

5.2. O-glicosidacion por catélisis con transferencia de fase

La reaccion de O-glicosidacion se efectud con los bromuros 10 y 11 y los
seudoalcaloides 1y 3, generando los compuestos glicopiranésidos 12, 13, 14

y 15, como se muestra en la Ecuacion 8.

En la reaccidn se uso el agente de transferencia de fase bromuro de tetrabutil
amonio (TBAB), hidréxido de sodio y los solventes inmiscibles diclorometano
y agua. La reacciébn duré aproximadamente 1 hora con rendimiento

aproximado de 50 %; finalizo cuando el bromuro se consumio totalmente.

Los primeros intentos de sintesis de O-glicésidos se hicieron con el bromuro
de glucopiranosilo peracetilado y Vainillinonanamida, empleando una
relacion de equivalentes 1:2 respectivamente, de acuerdo al protocolo
reportado por el grupo QPN.3 No obstante, en atencién al elevado costo de

la capsaicina se hicieron nuevos ensayos con otras proporciones del bromuro
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y Vainillinonanamida, encontrandose como se muestra en la Tabla 5, que el
rendimiento era practicamente el mismo cuando se usaba una relacion de

equivalentes de 1:1 que cuando se duplicaba.

Tabla 5. Proporciones empleadas para la sintesis de O-glicésidos

Ensayo equivalentes

Sustancia
| Il i
Bromuro de glicésido peracetilado 1 1 1
Vainilliinonanamida 2 15 1
Bromuro de tetrabutilamonio 1 1 1
Rendimiento 49 48 46

Como se puede observar en la tabla anterior los porcentajes de rendimiento
obtenidos no muestran diferencias significativas, por lo cual se decidi6 la
proporcion de bromuro, vainillinonanamida y TBAB de 1:1:1 para realizar la
sintesis de los otros compuestos, exhibidos en el Esquema 5, cuyos nombres
se dan a continuacion: N-[3-metoxi-4-(tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosiloxi) bencil]
nonanamida 12, N-[3-metoxi-4-(tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosiloxi)  bencil]
nonanamida 13, N-[3-metoxi-4-(tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosiloxi) bencil] -6-
nonenamida 14 y N-[3-metoxi-4-(tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosiloxi) bencil] -6-

nonenamida 15.

39



Esquema5

(@] (@]
OAc H3COﬁNW AcO OAc HgCO@/\NW
O H 0o H
Ao © AcO o
OAc 12 OAc 13

OAc
Ao

o o]
HSCODAHW AcO OAc chojij/\NW
Q o) H
o Aco\m/O
OAc OAc
14 15

En la Tabla 6 se muestran los resultados de cada reaccion. El seguimiento
de cada una se hizo por CCD, monitoreando cada 15 minutos, desde 0.5 h
hasta que el bromuro se agotd, el tiempo mas corto, 0.75 h se obtuvo con el

bromuro de glucopiranosilo.

Tabla 6. Resumen de datos para la sintesis de los O-Glicosidos

peracetilados.

Producto Rf Tiempo (h) Aspecto fisico Rendimiento

12 0.05 1.00 Solido blanco 49.00
13 0.05 0.83 Liguido viscoso incoloro 50.17
14 0.05 1.00 Solido blanco 50.78

15 0.05 0.75 Sélido blanco 47.2

Los Rf de los compuestos obtenidos indican que los O-glicésidos son de

mayor polaridad que los bromuros de partida (Fig. 22).
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e | 1215

Figura 22. Materiales de partida y producto de la reaccion de

O-glicosidacion, observados por CCD.

Durante el seguimiento se observo también que muchas veces se agotaba el
bromuro y que aun se encontraba sin reaccionar la vainillinonanamida o la
capsaicina, esto pudo ser debido a que el bromuro sufrid hidrolisis antes de
reaccionar con el precursor fendlico. Considerando lo anterior para trabajos
futuros, se recomienda aumentar la proporcién de bromuro hasta asegurar
gue una cantidad de esta sustancia sea suficiente para agotar el otro material

de partida.

Con relacién al mecanismo de la reaccién, Makosza ha demostrado que la
catalisis por transferencia de fase (CTF) opera por diversas vias en la

presencia de diferentes bases.'® Algunos reportes proponen la transferencia
de iones hidroxilo (OH °) entre las fases, como se muestra en la Ec. 10, lo

cual no es valido, debido a que el compuesto Q*OH ™ es altamente hidrofilico

y su solubilidad en la fase organica es muy limitada, con poca probabilidad

de ocurrir la desprotonacion del sustrato organico.
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El mecanismo propuesto en este documento se acerca mas al formulado por
Starks con base en el modelo de extracciéon que lleva su mismo nombre.6
En el Esquema 6 se muestra dicho mecanismo para la reaccion de
O-glicosidacion, en un sistema compuesto por dos fases y una interfase
donde ocurren las transformaciones quimicas. La fase organica esta
constituida por diclorometano y la fase acuosa por una solucion de hidréxido
de sodio 1M. EI ArOH representa la capsaicina 3 y la vainilliinonanamida 1 y
esta en equilibrio entre la fase organica y la interfase, mientras que el NaOH

y el agua difunden en equilibrio entre la interfase y la fase acuosa.

En primera instancia el anion reactivo se produce en la interfase en una
reaccion &cido - basica por extraccion del hidrogeno &cido del grupo hidroxilo

aromatico de cualquiera de los sustratos 1 o 3.

Esquema 6
Ar-OH (o) FASE ORGANICA
[ INTERFASE

@ O ®
Ar-OHny * NaOH(jny === ArO Najny + HyO(jny)

|
|

INTERFASE 1

| |
P }
FASE ACUOSA
NaOHaq) H20(ag)

El par ibnico ArO" Na* interactla en la interfase con el catalizador bromuro de
tetrabutilamonio (TBAB), el cual se encuentra en equilibrio entre la fase
organica y la interfase, y esta representado en el Esquema como TBA*Br .
Se forma entonces el fendxido de tetrabutil amonio, el cual tiene mayor

afinidad por la fase organica (Ec. 11). 26-%0
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@ ® ® o e @
ArO Na(int) + TBA Br(org) =— ArO TBA ©rg) T NaBr(aq) (EC].].)

la interaccion entre el anion ArO™ y el TBA* no es demasiado fuerte debido a
que los sustituyentes n-butilos son voluminosos y producen impedimento
estérico, reduciendo la interaccion del par i6nico ArO” TBA*. La menor
intensidad en la cohesién promueve la disponibilidad del anién en la
reaccion, esta es una de las ventajas de los catalizadores de amonio o de
fosfonio cuaternarios. Por otra parte, el solvente organico al ser aprético
evita la solvatacion del anion, ya que esto reduciria su caracter nucleofilico.
No obstante, los solventes aproticos también pueden solvatar aniones por su
polaridad mediante interacciones i6n dipolo, por esta razdn se empled

diclorometano ya que ademas de ser aproético posee una polaridad muy baja.

En la fase organica el anion ataca al bromuro de glicopiranosilo peracetilado
mayoritariamente via sustitucion nucleofilica bimolecular (Sn?) con inversion

de configuracion del carbono anomérico, porque el anién ataca la molécula
de azucar por el lado ecuatorial, produciendo Unicamente el derivado [

(Esquema 7).

Esquema 7

(CHy)4R
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Se podria considerar la posibilidad de la eliminacion del Bromuro, formando
un carbocation que es atacado intramolecularmente por el grupo carbonilo

del acetiloxi vecino formando el carbocatién dioxolano, como se muestra en
el Esquema 8. Enseguida este anillo se abre por el ataque via Sn? del i6n

fendxido.

Esquema 8

OAc OAc

OAc

Por cromatografia de capa delgada y de HPLC, lo mismo que por
espectroscopia de RMN 'H, se evidenci6 la presencia de un solo epimero,
en este caso el andmero B, concluyéndose que la reaccién es altamente

estereoselectiva.

Analisis HPLC. Después de realizar varias inyecciones con largos tiempos
de corrida para todos los productos protegidos y diferentes flujos, no se

observaron impurezas ni presencia de mas de un epimero. Esto confirma
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qgue la reaccion procedio estereoselectivamente conduciendo solamente al
derivado B. Este resultado confirma que la separacion del crudo fue

adecuada.

En la Tabla 7 se muestran las absorciones en IR mas significativas de los
O-glicésidos 12 — 15, observandose que todos los compuestos obtenidos
exhiben la sefal del éter puente del glicésido con el aglicon a ~ 1220 cm™.
Esta sefial se diferencia de las bandas del enlace C-O-C del anillo pirandsido
que aparece a ~ 1100 y ~ 800 cm™. Aunque no es posible determinar
diferencias significativas entre los derivados, si es muy evidente la formacion
de compuestos nuevos a partir de los materiales de partida usados, por la
desaparicion de la banda O-H del compuesto fendlico de partida y la
aparicion de la banda a ~ 1220 cm™.

Tabla 7. Absorciones IR (L) mas significativas de los O-glicésidos 12 - 15

12 13 14 15

N-H 3286 3301 3300 3402
C-H 2926 —2856  2857-2928 2924 -2856 2961-2870

Cc=0 1746 1748 1745 1749

N-C=0 1640 1656 1640 1649

ArC-O-C1’ 1225 1237 1225, 971 1229

-CH(CHs): - - 1165 -1124 1156

ArC-O-CHs 1037 - 1037 1074

C5’-O-C1’ 1081 - 825 1073 - 803 1124 - 805 1125-800

Cc=C - - 971 970

Los espectros de RMN *H y 3C en cloroformo deuterado del O-glicésido 12 y

13 son mostrados en el anexo. Figuras 16 — 19.
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En la Tabla 8 se destacan las sefiales protonicas mas importantes de los O-
glicésidos 12 y 13. Se distinguen las absorciones del proton del carbono
anomérico, los metilos correspondientes a los grupos acetilos del
monosacarido y las sefales caracteristicas para los desplazamientos
quimicos de los protones representativos de la vainilliinonanamida, como el

grupo amido y los protones aromaticos, los cuales no se incluyeron.

Tabla 8. Datos de RMN *H, & (ppm), sefial, J (Hz) para 12.y 13

Asignacién de grupo 12 13
-NH 5.78, m 5.83, t
H-CT’ 4.92,d, 6.89 4.87,d, 8
Ar-CHz 4.37,d, 5.49 4.38,d,5.6
OCHs 3.80, s 3.81,s
C(0)-CHs 2.08 -2.04, s 2.09-2.01, s

El valor de la constante de acoplamiento J-3 del protén del carbono
anomeérico y el protdn del carbono C2 axial-axial o ecuatorial-axial permite
determinar su configuracion en ambos compuestos. En el O-glicésido 12 la
constante de acoplamiento de 6.89 Hz esta en el rango de un acople axial —
axial, lo cual demuestra una estereoquimica [, confirmando lo que se
esperaba en una reaccion de O-glicosidacion via sustitucion Sn? con
inversion de configuracion. De igual manera, en el O-glicosido 13, el valor de
la constante J-3 = 8.00 Hz indica un acople axial — axial consistente con una

estereoquimica B del carbono anomeérico.
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Por otra parte, el espectro de RMN *3C del producto 12, muestra un nimero
de sefales equivalentes a la cantidad de carbonos. Se observan, seis
sefales con desplazamientos entre 61.78 y 100.75 ppm que corresponden a
las absorciones de los carbonos de la glucosa. Los cuatro carbonos de los
metilos correspondientes a los grupos acetilos producen sefales alrededor
de 20 ppm, mientras que los carbonilos correspondientes absorben a ~170

ppm y el carbonilo amida a ~173 ppm.

Los datos espectroscopicos de RMN 'H y 13C para los compuestos 14 y 15,

se exhiben en la Tabla 9.

Tabla 9. Datos de RMN *H, & (ppm), sefial, J (Hz) para 14 y 15

Asignacién de grupo 14 15
-NH 5.69, t, 6.00 5.80,t5.1
CH=CH 5.41-5.34, m 5.50-5.44, m
H-C1’ 4.94, d, 8.00 4.84,d, 7.89
OCH3 3.81,s 3.79, s
H2-C2 2.21,t,8.00 217, m
CH(CHs): 2.18,s 221, m
CH(CHs)2 0.96, d, 8.00 0.94-0.92,d, 1.23

El andlisis de los espectros RMN 'H (anexo, Figuras 8 - 11) para los
compuestos 14 y 15 revelan la presencia de tres sefiales a campo bajo entre
87.07 y 6.75 correspondientes a la presencia de un anillo aromatico con

protones cuyas constantes de acoplamiento son tipicas para estos sistemas.

La presencia de varias sefiales entre 8 5.40 y 3.76, que integran para siete

protones sugieren la presencia del anillo glicopiranésido, por su parte, los
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metilos de los grupos acetilos del monosacéarido se encuentran en una regiéon
entre § 2.16 y 1.99. La configuracion anomérica § para los compuestos 14 y
15 fue establecida a partir de las constantes de acoplamiento de 8.00 Hz y
7.89 Hz obtenidas para los dobletes con desplazamientos de & = 4.94 ppm y
0 = 4.84 ppm, del derivado de la glucosa y de la galactosa respectivamente.

El desplazamiento quimico para la sefial NH se encuentra para el compuesto
14 como un triplete a 8 5.69 con una constante de acoplamiento de 6.00 Hz y
para 15, de igual manera como un triplete a & 5.80 con una constante de
acoplamiento de 5.1Hz. La presencia de un multiplete entre 6 5.50 y 5.34, a
campo bajo, que integra para dos protones, sugiere el doble enlace presente

en la cadena carbonada de la capsaicina.

El espectro de RMN 3C muestra seis sefiales para glucosa desde § 61.43-
101.65 y cuatro carbonos de acetilos alrededor de 6 20 y 8 170. De igual
manera dos sefales a 6 126.28 y 138.07 para 14y § 126.64 y 138.07 para 15

confirman la presencia de carbonos olefinicos.

Las sefales anteriores en los espectros de los productos 14 y 15 y otras que
no se discuten en esta seccidn, contribuyeron a confirmar la presencia del

compuesto esperado.

5.3. Desproteccién de los compuestos peracetilados.

La desacetilacion de los O-glicésidos peracetilados se realizé a temperatura
ambiente, bajo las condiciones de reaccién de Zemplén, 2* empleando una
mezcla de metanol y benceno. Esta mezcla heterogénea posee una
polaridad adecuada tanto para el sustrato como para el metoxido de sodio, la
reaccion ocurre en la interfase. El mecanismo de la desacetilacién se

muestra en el Esquema 9, observandose que el ibn metdxido ataca al grupo
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carbonilo de cualquiera de los grupos acetilo, en este analisis se escogio el

grupo unido al C2’. Producto de este ataque se forma acetato de metilo.

Esquema 9
H c < \(\O
3 CH30" /l ch CH;0 C\
CHs Hy
OAC OAc
AcO O
AcO 0 o %O\R
o) O—-R  CH,0OH N\
\\C/O o —- = - C OH
) - CH3COOCH; Hsc/ o _OCH;
HsC

e} O
H3CO NJ\/\/\/\( choD%N
R: ﬁH H

En esta metodologia se usa una cantidad catalitica de metéxido de sodio,
debido a que después de la eliminacion de acetato de metilo hay formacion
de un alcéxido secundario mas basico que desprotona al metanol, para
producir nuevamente el idbn metoxido, el cual continua con el proceso de
desacetilacion de los demas grupos hidroxilos protegidos del anillo

piranosido.

El proceso se monitoreé por CCD (Figura 23), empleando doble elucion con
acetato de etilo/éter de petréleo (I) en el cual el producto tuvo un Rf de 0.05

indicando de acuerdo a las condiciones de la cromatografia aumento en la
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polaridad del compuesto sintetizado, y de igual manera se puede observar el
comportamiento polar del compuesto, con la fase movil de la mezcla polar

metanol/cloroformo (Il),

R=092|®
Ri=055 | @ R; = 0,56 ° a: O-glicosido peracetilado
b: O-glicésido
Ri=0,05 | e .
abp a b

Figura 23. CCD de O-glicosidos

Ademas de determinar el fin de la reaccion por CCD, se observa la aparicion
de un sélido blanco, correspondiente al producto, la precipitacion se logra
totalmente al adicionar hexano a la mezcla de reaccion, debido a la
insolubilidad del compuesto obtenido en solventes apolares. La purificacion
del glicésido se realiza por la filtracion del compuesto y lavados del

precipitado con éter etilico.

Como se puede observar en la siguiente tabla los porcentajes de rendimiento
obtenidos en la desproteccion oscilaron entre 55 y 95%. EIl rendimiento
obtenido de 54.8 % relativamente bajo, probablemente se debié a errores
humanos, ya que la reaccion se trabajé con 20 a 25 mg de material de
partida.
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Tabla 10. Datos experimentales de la reaccion de desacetilacion

Producto R; Tiempo (h) Aspecto fisico Rendimiento

16 0.56 3 Sélido blanco 60.00
17 0.56 1 Soélido blanco 95.00
18 0.56 3 Sélido blanco 54.80
19 0.56 1 Soélido blanco 56.40

Los compuestos exhibidos en el Esquema 10 se obtuvieron mediante la
desproteccion de los acetilos, cuyos nombres se dan a continuacién: N-[3-
metoxi-4-(3-D-glucopiranosiloxi) bencil] nonanamida 16, N-[3-metoxi-4-(p-D-
galactopiranosiloxi) bencil] nonanamida 17, N-[3-metoxi-4-(B-D-
glucopiranosiloxi)  bencil]-6-nonenamida 18 'y  N-[3-metoxi-4-(B3-D-

galactopiranosiloxi) bencil]-6-nonenamida 19.

Esquema 10
0 o}
0] H 0] H
HBo © HO 0
OH 16 OH 17

o o]
OH H3C0ﬁuw HO OH Hscbﬁ'\lk/\/\/\’/
(e} (@] H
Hﬂmo \m/o
(@) HO
OH 18 OH
19
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Analisis HPLC. Después de determinar la pureza de los compuestos
obtenidos la desproteccion de los hidroxilos, se confirma por espectroscopia

infrarroja y de resonancia magnética nuclear.

En el andlisis por IR, se apreciaron las sefiales mas representativas para los
compuestos en estudio (Tabla 11), este analisis demuestra la desaparicion
del carbonilo (~1700), correspondiente a los grupos acetoxi en el
carbohidrato y la absorcion para los grupos hidroxilo (~3450), confirmando la
desproteccion de los glicosidos peracetilados, en el caso de 19 la absorcién
correspondiente al grupo NH esta solapada por el ancho de la sefal para los
OH, la absorcién que confirma la formacién del éter se encuentra en todos
los compuestos a aproximadamente ~1220 cm™, que se diferencia de la
sefal del enlace C-O-C del anillo piranésido que aparece a ~ 1100 y ~ 800

cmt,

Tabla 11. Absorciones (A1) mas significativas de los O-glicésidos 16-19

16 17 18 19
OH 3569-3377 3498 3570-3376 3424
N-H 3286 3282 3289 *
N-C=0 1649 1643 1648 1638
ArC-O-C1’ 1221 1234 1221 1267
ArC-O-CHs 1054 - 1054 1085
C5’-0-C1’ 1110 1111 * *
C=C - - 975 920

* No se observa por el ancho de las sefales presentes
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Esta técnica permite hacer un andlisis aproximado de los grupos funcionales
presentes en las sustancias en estudio, sin embargo la informacién que
brinda, no es suficiente para confirmar la estructura del compuesto obtenido,
por esta razén es necesario el andlisis empleando Resonancia magnética

nuclear de *H y de 3C.

En la Tabla 12 se destacan las sefiales protdnicas mas importantes de los
O-glicosidos 16, 17 y 18.

Tabla 12. Datos de RMN 'H, § (ppm), sefial, J (Hz), para 16-18.

Asignacion

16 17 18
de grupo
-NH 8.28,t, 1H 4.80, s 8.30, s
H-C1’ 4.89,d, 7.2 4.60,d, 7.71 470, m
H-C2’ 3.30, m
H-C3 3.30, m 3.50-3.45, m
3.10-3.25, m

H-C4’ 3.69,d,10.4
H-C5%’ 3.61-3.55, m

3.50-3.45, m
H-C6’ 3.68, m 3.55, dd, 9.7, 10.07

Segun la tabla anterior y los espectros de RMN 'H para los compuestos 16-
18 (Ver anexo, Figuras 16 - 20 ), se observan las absorciones del carbono
anomerico, que una vez mas demuestran la configuracién (3, ya analizada en
la seccion anterior, no se presentan los desplazamientos quimicos
caracteristicos para los acetilos, como era de esperarse, corroborando asi,

ademas de la formaciéon del O-glicésido, la desproteccion de los hidroxilos,
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en consecuencia los siete protones correspondientes al anillo piranésido
aparecen a desplazamientos menores en comparacioén con los O-glicésidos

acetilados.

Con respecto a las demas sefales correspondientes a la vainillinonanamida y
a la capsaicina no se encuentran diferencias significativas en comparacion
con los espectros para los O-glicésidos acetilados, excepto por el grupo NH,

el cual varia su desplazamiento quimico debido al efecto del solvente.

Debido a que no se cuenta con el espectro de RMN 'H de 19 (Ver anexo,
Figura 21), el espectro de RMN *3C indica la desaparicion de las sefiales
caracteristicas para los acetilos a ~170 y ~20 ppm. De igual manera los
espectros de RMN *3C para 16, 17 y 18.

Con respecto a la solubilidad del compuesto se realizaron ensayos con agua,
metanol, etanol y acetona, los resultados obtenidos se presentan en la

siguiente tabla.

Tabla 13. Pruebas de solubilidad de los O-glicosidos

Compuesto Agua Metanol Etanol Acetona

16 Insoluble  Soluble Soluble Soluble
17 Insoluble  Soluble Soluble Soluble
18 Insoluble  Soluble Soluble  Soluble
19 Insoluble  Soluble Soluble  Soluble
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Las pruebas de solubilidad mostraron que el compuesto es soluble en
solventes organicos polares, pero insoluble en agua, probablemente, debido
a que la cadena carbonada de los capsaicinoides tiene un alto grado de
lipofilidad, por esta razén se sugiere la sintesis del compuesto O-glicésido
empleando un disacarido, o polisacarido para determinar nuevamente su

solubilidad en agua.
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6. CONCLUSIONES

Se sintetizaron O-glicésidos de glucosa y galactosa con capsaicina mediante
catalisis por transferencia de fase, usando bromuro de tetrabutil amonio
como intercambiador de fase, consiguiendo buenos rendimientos en la etapa

de glicosidacion.

Se adecuaron las condiciones para el analisis por HPLC de los productos
obtenidos en la O-glicosidacién y en la desproteccidén, confirmandose la
pureza de los compuestos aislados a través de los cromatogramas obtenidos
y los espectros de infrarrojo, y de RMN 'H y 13C. Los datos espectroscopicos

fueron consistentes con las estructuras de los compuestos esperados.

Se establecié la estereoquimica de los O-glicésidos obtenidos con base en la

seflal del protdbn anomérico, determinandose claramente la obtencion

estereoselectiva del anémero B, mediante un mecanismo Sn?, o también con

posibilidad de un mecanismo Sn! - Sn? en ambos casos con inversién de

configuracion.

Se optimizaron las condiciones de reaccion de la O-glicosidacion con
respecto al tiempo y a la cantidad de aglicona empleada, especialmente por

los elevados costos de la capsaicina.

Los O-glicésidos desprotegidos demostraron buena solubilidad en etanol,
metanol y en acetona, esto demuestra el aumento en la polaridad de la
molécula respecto a la capsaicina misma. No obstante, el cambio no fue
suficiente como para lograr su solubilidad en agua, por lo cual podria

intentarse la sintesis de O-glicésidos con disacaridos o polisacéaridos.
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