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m  Multiplete 
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ppm  Partes por millón  
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s  Singlete  

sa  Singlete ancho  

SAR  Relación estructura-actividad  
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El sistema endocannabinoide endógeno (SEC) es una diana terapéutica involucrada en 

diversos procesos patológicos y fisiológicos, por lo que la síntesis de nuevos agonistas y 

antagonistas cannabinoides es un tema de interés en química médica. 

A pesar de que ya se han sintetizado y evaluado un considerable número de ligandos 

cannabinoides, uno de los problemas limitantes es su gran lipofilia y escasa solubilidad 

en agua. 

En este contexto se enmarca la presente tesis doctoral cuyo objetivo principal es el 

diseño, síntesis y evaluación de nuevos compuestos con actividad cannabinode, así 

como las aproximaciones llevadas a cabo para obtener cannabinoides hidrosolubles. 
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1.- CANNABINOIDES. INTRODUCCIÓN:  

Los cannabinoides constituyen un conjunto de compuestos presentes en la resina 

de las hojas y brotes florecidos de la planta Cannabis sativa. El uso con fines 

terapéuticos de los preparados obtenidos a partir de la planta se remonta a más de 

4000 años en China e India. Posteriormente su cultivo llegó desde Oriente a la 

civilización romana, que lo extendió por Europa. Durante el siglo XIX, se 

difunden las aplicaciones médicas y lúdicas del cannabis por Europa y Estados 

Unidos pero durante el siglo XX el cannabis fue prohibido ya que se consideró 

una droga de abuso debido a sus efectos psicoactivos. Dado que era considerada 

una sustancia ilegal, la investigación científica del cannabis fue ignorada en la 

primera mitad del siglo XX. Sin embargo, en 1964 se aisló y caracterizó el 

principal compuesto psicoactivo de la planta
1
, el (-)-

9
-tetrahidrocannabinol (

9
-

THC, fig. 1) lo que abrió la puerta a la investigación de los compuestos químicos 

presentes en el cannabis, su mecanismo de acción, y el desarrollo de 

cannabinoides sintéticos, y al estudio del sistema endocannabinoide endógeno. 

       

Figura 1. Cannabis sativa y su principio activo, el 
9
-THC. 

 

 

 

                                                             
1
 Y. Gaoni y R. Mechoulam "Isolation Structure + Partial Synthesis of Active Constituent 

of Hashish" Journal of the American Chemical Society 1964, 86, 1646. 
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1.1. - Sistema endocannabinoide: 

El sistema endocannabinoide o sistema cannabinoide endógeno (SCE) es un 

sistema regulador capaz de modular gran variedad de efectos fisiológicos, 

formado por receptores cannabinoides, ligandos endógenos y proteínas implicadas 

en su biosíntesis, transporte y degradación. 

1.1.1. - RECEPTORES CANNABINOIDES: 

El carácter altamente lipófilo de los cannabinoides naturales dificultó durante 

muchos años la identificación de receptores específicos para este tipo de 

sustancias. De hecho, se pensó que estos compuestos realizaban sus efectos 

mediante interacciones con los componentes de la membrana celular. Sin 

embargo, en 1984, Howlett
2
 demostró que los cannabinoides reducían el adenosín 

monofosfato cíclico (AMPc) en células de neuroblastoma y que esta actividad era 

mediada a través de receptores acoplados a proteínas G lo que demostró la 

existencia de los receptores cannabinoides.
3
 

Hasta el momento se han identificado dos receptores cannabinoides: el receptor 

cannabinoide CB1
4
 y el receptor cannabinoide CB2

5
. Pertenecen a la familia de 

receptores acoplados a proteínas G (GPCRs), llamados así porque interaccionan 

con el nucleótido guanosintrifosfato (GTP) y que actúan como transductores de la 

                                                             
2
 A. C. Howlett "Inhibition of Neuroblastoma Adenylate Cyclase by Cannabinoid and 

Nantradol Compounds" Life Sci 1984, 35, 1803. 
3
 A. C. Howlett y R. M. Fleming "Cannabinoid Inhibition of Adenylate Cyclase. 

Pharmacology of the Response in Neuroblastoma Cell Membranes" Mol Pharmacol 1984, 

26, 532. 
4
 L. A. Matsuda, S. J. Lolait, M. J. Brownstein, A. C. Young y T. I. Bonner "Structure of a 

Cannabinoid Receptor and Functional Expression of the Cloned Cdna" Nature 1990, 346, 

561. 
5
 S. Munro, K. L. Thomas y M. Abushaar "Molecular Characterization of a Peripheral 

Receptor for Cannabinoids" Nature 1993, 365, 61. 
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señal extracelular al interior de la célula a través de la membrana celular 

activando las proteínas G
6
.  

Están formados por siete hélices  que atraviesan la membrana plasmática, 

estando el extremo C-terminal orientado intracelularmente, y el N-terminal 

extracelularmente. El receptor CB2 tiene un 44 % de homología con el CB1 en 

total y un 68% en las regiones transmembrana. Como indica el nombre de la 

familia a la que pertenecen, están acoplados a las proteínas Gi/o, formadas por las 

subunidades ,  y . La interacción de un ligando con uno de estos receptores 

produce la activación de estas proteínas, que a su vez actúan sobre diferentes 

sistemas mensajeros: inhiben el sistema de la adenilato ciclasa (AC), lo que 

supone un descenso de los niveles de AMP cíclico (AMPc) intracelular, ya que no 

degrada el ATP; se activa la ruta de las quinasas activadas por mitógeno 

(MAPK)
7
, y la de las fosfolipasas (PL) A, C y D

8
. En el caso del receptor CB1, se 

produce también la activación de canales de potasio (K
+
)

9
, y la inactivación de 

canales de calcio (Ca
2+

) tipo N
10

 y tipo Q
11

. El receptor CB2 no tiene influencia 

                                                             
6
 A. C. Howlett "The Cannabinoid Receptors" Prostaglandins Other Lipid Mediat 2002, 

68-69, 619. 
7
 M. Bouaboula, C. Poinotchazel, B. Bourrie, X. Canat, B. Calandra, M. Rinaldicarmona, 

G. Lefur y P. Casellas "Activation of Mitogen-Activated Protein-Kinases by Stimulation 

of the Central Cannabinoid Receptor Cb1" Biochemical Journal 1995, 312, 637. 
8
 M. Guzman, C. Sanchez y I. Galve-Roperh "Cannabinoids and Cell Fate" Pharmacology 

& Therapeutics 2002, 95, 175. 
9
 S. A. Deadwyler, R. E. Hampson, J. Mu, A. Whyte y S. Childers "Cannabinoids 

Modulate Voltage-Sensitive Potassium a-Current in Hippocampal-Neurons Via a Camp-

Dependent Process" Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 1995, 273, 

734. 
10

 K. Mackie y B. Hille "Cannabinoids Inhibit N-Type Calcium Channels in 

Neuroblastoma Glioma-Cells" Proceedings of the National Academy of Sciences of the 

United States of America 1992, 89, 3825. 
11

 K. Mackie, Y. Lai, R. Westenbroek y R. Mitchell "Cannabinoids Activate an Inwardly 

Rectifying Potassium Conductance and Inhibit Q-Type Calcium Currents in Att20 Cells 

Transfected with Rat-Brain Cannabinoid Receptor" Journal of Neuroscience 1995, 15, 

6552. 
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sobre los canales iónicos
12

. En la figura 2 se muestra una representación 

esquemática de los receptores y los sistemas sobre los que actúan. 

 

Figura 2. Receptores cannabinoides. 

Durante varios años se consideró al receptor CB1 un receptor del sistema nervioso 

central debido a su amplia distribución en el cerebro. Sin embargo, se ha podido 

encontrar en un gran número de tejidos periféricos como el cardiovascular
13

 así 

como en el tracto gastrointestinal
14

. La función que desempeña se relaciona con su 

localización. Los receptores CB1 localizados en las terminaciones de los nervios 

centrales son capaces de inhibir la liberación de otros neurotransmisores 

pudiendo, por ejemplo, jugar un papel neuroprotector del sistema nervioso 

central. La modulación de los receptores CB1 en el núcleo accumbes actúa sobre 

el sistema de neurotransmisión dopaminérgico mesocorticolímbico implicado en 
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el desarrollo de trastornos adictivos como la motivación para la ingesta de 

comida, el tabaco o las drogas de abuso
15

. Su localización en ganglios basales, 

cerebelo, neocortex e hipocampo justifica su participación en los fenómenos de 

aprendizaje y memoria
16

. Respecto al papel que juega el receptor CB1 en la 

modulación del dolor, se asocia a su localización en la médula espinal y la 

sustancia gris. El receptor cannabinoide CB1 se encuentra también implicado en el 

metabolismo de lípidos y glucosa
17

 debido a su presencia en hígado, músculo, 

adipocitos, y células endocrinas del páncreas. Igualmente, su presencia en ovarios 

y testículos le permite controlar las funciones reproductivas. 

Los primeros datos de localización del receptor cannabinoide CB2 indicaron su 

presencia en células del sistema inmune, como los leucocitos, el bazo y las 

amígdalas clasificándolo como receptor periférico. Sin embargo, más 

recientemente se ha detectado el receptor CB2 en el sistema nervioso central, tanto 

en células microgliales
18

 como en neuronas
19

. En el sistema inmunitario el 

receptor CB2 modula la liberación de citoquinas involucradas en la inflamación y 

la regulación del sistema inmunológico. Debido a su localización en microglia y 
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en neuronas, el receptor cannabinoide CB2 se encuentra implicado en el control de 

la proliferación, la diferenciación y la supervivencia de neuronas. 

1.1.2.- LIGANDOS CANNABINOIDES ENDÓGENOS: 

La identificación de un receptor cannabinoide en el sistema nervioso central hizo 

pensar en la existencia de sus ligandos endógenos. Los ligandos cannabinoides 

endógenos o endocannabinoides son compuestos de naturaleza lipídica, en 

concreto amidas, ésteres y éteres de ácidos grasos poliinsaturados de cadena larga. 

En 1992, el grupo del profesor Mechoulam aisló por primera vez la anandamida 

(N-araquidoniletanolamida, AEA)
20

 a partir de cerebro porcino y se identificó 

como una amida estructuralmente relacionada con el ácido araquidónico (figura 

3). Presenta afinidad por los dos tipos de receptores cannabinoides (CB1 y CB2) 

aunque se une preferentemente al primero
21

.  

La anandamida es un agonista parcial de dichos receptores y actúa además sobre 

otros receptores como el receptor vanilloide (TRPV1)
22

. Un agonista es una 

sustancia que produce un efecto combinándose y estimulando al receptor, con lo 

que un agonista parcial es un agonista que activa al receptor pero no causa tanto 

efecto fisiológico como un agonista completo. Por otro lado, un antagonista es 

una sustancia que bloquea al receptor y por lo tanto es capaz de reducir o eliminar 

el efecto de un agonista. 
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Figura 3. Ligandos cannabinoides endógenos. 

Posteriormente se han descrito cuatro endocannabinoides más, todos ellos 

derivados del ácido araquidónico (figura 3). El primero fue el 2-

araquidonilglicerol (2-AG)
23

 aislado de intestino canino y que actúa como un 

agonista potente frente a los dos receptores cannabinoides (CB1 y CB2) 

participando en la regulación de la sensación de hambre y en la de la temperatura 

corporal. En 2001 se aisló de cerebro porcino el 2-araquidonilglicerol éter 

(noladín éter)
24

 que es un agonista selectivo CB1
25

 y que ha mostrado tener efectos 

sedantes, analgésicos e inhibidores de la motilidad intestinal en animales de 
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experimentación
26

. Posteriormente, en 2002 se caracterizó un nuevo 

endocannabinoide llamado virodhamina (O-araquidoniletanolamina)
27

 que es un 

agonista parcial CB1 con propiedades antagonistas CB1 in vivo, que se comporta 

como agonista puro frente al receptor cannabinoide CB2. Por último, se ha 

identificado al endocannabinoide NADA (N-araquidonildopamina)
28

 que, además 

de unirse al receptor CB1, también se une al receptor vanilloide TRPV1 y a los 

receptores de dopamina. 

1.1.3.- SISTEMA REGULADOR DE LOS ENDOCANNABINOIDES: 

Desde el descubrimiento de la existencia de ligandos endógenos, numerosos 

estudios pusieron de manifiesto su función neuromoduladora a través de su 

síntesis, liberación y degradación principalmente a nivel de las células nerviosas.  

Los ligandos endógenos de los endocannabinoides son neurotransmisores que no 

se acumulan y almacenan, sino que se liberan inmediatamente después de ser 

producidos. Una vez que son biosintetizados, son transportados al interior de otra 

célula, y allí se degradan. Existe, por lo tanto, un sistema enzimático de 

biosíntesis, transporte e inactivación de estos ligandos endógenos
29

. 

Biosíntesis: Hoy en día, el mecanismo de síntesis de la AEA y del 2-AG es 

perfectamente conocido pero todavía no se conoce con exactitud el del noladín 

éter, la virodhamina y la NADA.  
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La síntesis de la AEA y del 2-AG se produce después de una despolarización de 

membrana en un proceso dependiente de Ca
2+

. La AEA se forma a partir de N-

araquidonilfosfatidiletanolamina (NAPE) por hidrólisis mediada por la fosfolipasa 

D (PLD)
30

. En cambio, el 2-AG se sintetiza mediante una ruta diferente en la que 

el diacilglicerol (DAG) actúa como precursor y las enzimas implicadas en su 

biosíntesis son la fosfolipasa C (PLC) y la diacilglicerol lipasa (DAGL). 

Las enzimas implicadas en la biosíntesis de endocannabinoides son unas nuevas 

dianas de interés terapéutico. Además, el desarrollo de inhibidores y activadores
31

 

de estas enzimas puede utilizarse como herramienta farmacológica para conocer 

el papel de los endocannabinoides en condiciones patológicas y fisiológicas. 

Una vez que los ligandos endógenos se biosintetizan de manera estímulo-

dependiente, se liberan al espacio extracelular donde pueden actuar sobre los 

receptores cannabinoides (CBs), vanilloides (TRPV1) o bien inactivarse. 

Transporte: Los endocannabinoides conocidos son transportados al interior de la 

célula mediante un proceso facilitado caracterizado por ser selectivo, saturable, 

dependiente de la temperatura e independiente de Na
+
. 

El transportador de anandamida a través de la membrana (AMT) aún no ha sido 

clonado pero diferentes análogos estructurales de la anandamida que inhiben su 

transporte evidencian su existencia
32

. Los inhibidores del AMT pueden ofrecer, 
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por lo tanto, una nueva alternativa terapéutica a una gran variedad de 

enfermedades como el dolor
33

, la esclerosis múltiple
34

 o la corea de Huntington
35

. 

Se han descrito varios inhibidores del AMT entre los que cabe destacar el 

AM404
36

, el VDM11
37

, el UCM707
38

 y el arvanil
39

 (Figura 4). Actualmente se 

está postulando que los efectos analgésicos del paracetamol se deben a que en su 

degradación en el metabolismo se transforma en el inhibidor de recaptación de 

anandamida AM404. El paracetamol primero se deacetila en el hígado, cerebro y 

médula espinal, proceso tras el cual se produce una N-acilación que da lugar al 4-

aminofenol. Este compuesto se transforma en el AM404 con el ácido 

araquidónico por medio de la FAAH. De esta manera el paracetamol actuaría 

como un profármaco cannabimimético indirecto
40
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Figura 4. Inhibidores del transporte de endocannabinoides. 

Inactivación: Una vez en el interior de la célula se produce el proceso de 

hidrólisis enzimática intracelular. La enzima más estudiada es la amidohidrolasa 

de ácidos grasos (FAAH)
41

 que fue clonada de hígado de rata
42

. La FAAH 

hidroliza la AEA y el 2-AG para generar ácido araquidónico (figura 5). Pero se ha 

identificado otra enzima que hidrozila específicamente el 2-AG, la 

monoacilglicerol lipasa (MAGL)
43

 clonada de tejido adiposo de ratón
44

.  
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Con respecto a la inactivación de los otros endocannabinoides, se sabe que la 

FAAH también hidroliza la virodhamina, y que el noladín éter y la NADA son 

estables a la hidrólisis. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Sistema de biosíntesis, transporte e inactivación de la anandamida (AEA)
45

. 

Al igual que otras proteínas implicadas en el sistema endocannabinoide, la FAAH 

constituye una buena diana terapéutica para el desarrollo de fármacos empleados 

en paliar estados de dolor agudo o neuropático
46

. Fruto de ello es el desarrollo y 

estudio de inhibidores de la FAAH siendo algunos de los más destacados el 

AM374
47

, el MAFP
48

, el ATFMK
49

, el URB-597
50

 y el OL-135
51

 (figura 6).  
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Figura 6. Inhibidores de la enzima FAAH. 

 

1.2.- Ligandos de los receptores cannabinoides: 

El término de “ligando cannabinoide” no sólo hace referencia a los ligandos 

cannabinoides endógenos sino también a toda molécula exógena capaz de actuar 

sobre los receptores cannabinoides. Según su procedencia o su estructura se 
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pueden clasificar en
52

: fitocannabinoides y sus análogos, eicosanoides, 

heterocíclos, y con estructuras variadas. 

1.2.1.- FITOCANNABINOIDES Y ANÁLOGOS: 

Hasta la década de los 80 el término “cannabinoide” hacía referencia a los 

compuestos presentes en la planta Cannabis Sativa. De la planta se han aislado 

más de 60 compuestos con actividad cannabinoide siendo el 
9
-THC el más 

relevante por ser, como ya se ha mencionado, el responsable de las propiedades 

psicoactivas del cannabis pero, también ha mostrado poseer unas propiedades 

terapéuticas interesantes
53

. A nivel estructural la mayoría de los fitocannabinoides 

poseen un esqueleto tricíclico tipo terpénico siendo uno de los tres ciclos un anillo 

de pirano. 

Destacan el cannabinol (CBN) con menos efectos psicoactivos y mayor afinidad 

por el receptor CB2 que por el CB1
54

, y el cannabidiol (CBD) que no presenta 

efectos psicoactivos y ha mostrado tener un efecto neuroprotector in vitro y 

efectos antiinflamatorios, analgésicos, anticonvulsivantes, antipsicóticos, 

antioxidantes, e inmunomoduladores en modelos de experimentación con 

animales
55

. 

El conocimiento de las relaciones estructura-actividad (SAR) de los 

fitocannabinoides ha permitido el diseño de análogos para obtener derivados con 

mayor afinidad por los receptores y menos efectos secundarios. Así, se diseñaron 
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análogos sintéticos del 
9
-THC como el HU210

56
 que es el más potente de los 

actualmente conocidos caracterizándose por presentar un grupo hidroxilo más que 

el 
9
-THC y una cadena alifática de 1’,1’-dimetilheptilo. La empresa 

farmaceútica Pfizer desarrolló compuestos bicíclicos como el (-)-CP-55,940
57

 que 

permitió determinar ciertos requisitos farmacofóricos necesarios para la 

interacción con los receptores cannabinoides, como la cadena lateral y los tres 

grupos hidroxilo
58

. El primer radioligando desarrollado para la caracterización de 

cannabinoides
59

 fue el derivado tritiado de CP-55,940 que actualmente se sigue 

empleando en la mayoría de los ensayos farmacológicos (figura 7). 

 
Figura 7. Fitocannabinoides y análogos sintéticos. 
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1.2.2.- EICOSANOIDES: 

Estos ligandos abarcan tanto a los endocannabinoides como a los análogos 

sintéticos de éstos y a los inhibidores del transporte de endocannabinoides e 

inhibidores de las enzimas FAAH o MAGL. 

Los que más se han desarrollado son los análogos de la AEA cuyas 

modificaciones más significativas se recogen en la figura 8, mostrando que la 

presencia del grupo hidroxilo de la AEA no es indispensable ya que se mantiene 

la afinidad por los receptores cannabinoides cuando dicho grupo se ve 

modificado. 

 

Figura 8. AEA y sus análogos sintéticos. 

Estas modificaciones junto con los estudios conformacionales
60

 y de modelización 

molecular
61

 han permitido establecer relaciones estructura-actividad (SAR)
62

 de la 

familia de los eicosanoides. 
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En una revisión realizada por los doctores Mahaveda y Razdan se recogen los 

avances realizados sobre los eicosanoides durante los primeros años del siglo 

XXI
63

. También podemos encontrar en la bibliografía algunos trabajos donde se 

muestran nuevos análogos del 2-AG
64

 o análogos de la N-araquidonilserotonina 

con actividad dual como inhibidores de la FAAH y como antagonistas del 

receptor vanilloide TRPV1 para el tratamiento del dolor
65

. 

1.2.3.- CANNABINOIDES HETEROCÍCLICOS Y OTRAS ESTRUCTURAS: 

Dentro de este grupo cabe destacar los aminoalquilindoles y los diarilpirazoles
66

. 

En los años 90, la empresa Sterling Winthrop desarrolló el WIN552122
67

, un 

aminoalquilindol con una potente afinidad tanto por el receptor CB1 como por el 

receptor CB2. La familia de los aminoalquilindoles incluye moléculas cuya 

estructura química deriva del analgésico pravadolina, es decir, no están 

relacionados estructuralmente con los cannabinoides clásicos pero muestran un 
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perfil farmacológico cannabimimético. El WIN552122 es un compuesto de 

referencia en la farmacología cannabinoide por lo que se utiliza en la 

caracterización de receptores cannabinoides. El primer antagonista selectivo CB2 

descrito fue el AM630 o iodopravadolina (figura 9)
68

.  

 

Figura 9. Aminoalquilindoles. 

En cuanto a los diarilpirazoles, su principal representante es el rimonabant 

(SR141716) descrito por la empresa farmacéutica Sanofi-Synthelabo (ahora 

Sanofi) en 1998
69

. Fue el primer antagonista cannabinoide que llegó al mercado 

en 2006 (aunque fue posteriormente retirado en 2008) por lo que desde entonces 

se recogen en la bibliografía numerosas modificaciones estructurales para dar 

paso a nuevos ligandos cannabinoides.  

Se han publicado una gran variedad de análogos del rimonabant (figura 10) en los 

cuales se ha modificado la naturaleza de sus cuatro sustituyentes: el metilo de la 

posición C-4, los anillos aromáticos de las posiciones 1 y 5, y los sustituyentes de 

estos anillos. Dentro de las modificaciones de los sustituyentes de la posición C-5, 
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la presencia de un grupo fenilo parece ser esencial y, si además posee un halógeno 

(AM251)
70

 o una cadena alquílica en la posición 4 del grupo fenilo, aumenta su 

afinidad (OL-1302)
71

. El sustituyente en posición C-3 no es crucial para la 

actividad excepto el oxígeno de la amida que forma un puente de hidrógeno con 

una lisina del receptor cannabinoide CB1
72

. 

Aunque la mayoría de estos derivados presentan propiedades de 

antagonista/agonista inversos del receptor CB1, algunos de estos compuestos han 

resultado ser selectivos frente al receptor CB2 como es el caso del ligando 

SR144528
73

. 

También se han llevado a cabo modificaciones a nivel del heterociclo 

sustituyéndose el anillo de pirazol
74

 por otros heterociclos
75

 como los 1,2,4-

triazoles
76

 preparados en nuestro grupo de investigación. Uno de ellos, el LH21, 
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está en la actualidad siendo objeto de numerosos estudios como posible fármaco 

antiobesidad
77

. 

 

Figura 10. Diarilpirazoles. 
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Existe una gran cantidad de nuevos ligandos cannabinoides con o sin una 

estructura principal heterocíclica y varias empresas farmacéuticas se han 

interesado en este tipo de compuestos. Como Smithkline Beecham que ha 

reivindicado los 2,4-bis(adamant-1-il)fenoles para modular la actividad 

cannabinoide, y Bayer que ha patentado una serie de derivados de arilsulfonamida 

como agonistas CB1, o Lilly que ha desarrollado el benzofurano LY320135 como 

antagonista CB1 (figura 11)
78

. 

Figura 11. Otras estructuras cannabinoides. 

1.3.- Aplicaciones terapéuticas de los cannabinoides: 

El uso terapéutico de los cannabinoides se remonta a la antigüedad cuando ya en 

el año 2737 a.C. el emperador Sheng-Nung prescribía el cannabis para tratar la 

malaria, la gota, el reumatismo, el estreñimiento o la fatiga. El 1844 el médico y 

profesor inglés O’Shaughnessy introdujo los cannabinoides en la medicina 

occidental, primero en el Reino Unido y posteriormente en Estados Unidos, donde 

se usó el extracto de la planta como sedante, hipnótico y anticonvulsionante. 

                                                             
78

 P. Goya y N. Jagerovic "Recent Advances in Cannabinoid Receptor Agonists and 

Antagonists" Expert Opinion on Therapeutic Patents 2000, 10, 1529. 



 
40 CANNABINOIDES. INTRODUCCIÓN 

Hoy en día se sabe que los compuestos susceptibles de modificar el transporte o el 

metabolismo de los endocannabinoides o que actúan sobre sus receptores pueden 

tener aplicaciones terapéuticas muy variadas como antiepilépticos, hipnóticos, 

analgésicos, antieméticos
79

, antiinflamatorios, para el tratamiento del glaucoma, 

del crecimiento óseo, de la fibrosis hepática, de la arterioesclerosis, de la 

obesidad, de la esclerosis múltiple, del Parkinson o del Alzheimer
80

. 

1.3.1.- TRASTORNOS DEL APETITO Y ANTIEMESIS: 

Desde la antigüedad se conoce la influencia de los cannabinoides en la ingesta de 

comida y ya en la Farmacopea India aparece el uso de la planta Cannabis sativa 

para pacientes sin apetito además de cómo antiemético. 

Los agonistas cannabinoides son estimulantes del apetito y así, se ha observado 

que el sistema endocannabinoide se encuentra implicado a través de los receptores 

CB1 en el control del apetito, ya que dosis bajas de AEA o 2-AG son capaces de 

estimular la ingesta de comida. Además, los cannabinoides pueden ser empleados 

como agentes antieméticos como alternativa a los ligandos de receptores de 

serotonina 5HT3 que, a pesar de reducir de forma significativa los vómitos y las 

náuseas en pacientes tratados con quimioterapia, han demostrado poca o ninguna 

eficacia en multitud de pacientes. 

En la actualidad los únicos cannabinoides comercializados para los trastornos del 

apetito y de la emesis son la nabilona (Cesamet
®
) y el dronabinol (Marinol

®
). 

Durante la década de los 80 el THC sintético, conocido como dronabinol, se 

comenzó a utilizar para estimular el apetito en pacientes con SIDA o con 

tratamientos anticancerosos, además de disminuir las náuseas asociadas a sus 

tratamientos quimioterapeúticos. 
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En cuanto al mecanismo de acción, aún no se conoce con seguridad, pero la 

nabilona ha mostrado tener mayor eficacia antiemética que el THC y que otros 

agonistas 5HT3. Estos resultados permitieron la comercialización de nabilona 

(Cesamet
®
) en Canadá en 1982 estando también autorizada actualmente en Reino 

Unido y Suiza para este tipo de trastornos. Sin embargo, la eficacia de la nabilona 

o el dronabinol se ha visto empañada por la existencia de efectos psicoactivos. 

Por otro lado, los antagonistas cannabinoides CB1 también se han desarrollado 

para el tratamiento de la obesidad. El bloqueo de estos receptores a nivel central y 

periférico produce una pérdida de peso además de regular el metabolismo de la 

glucosa y los lípidos
81

. 

Por este motivo se sintetizó el rimonabant (SR141716) (figura 12), 

comercializado como Acomplia
®
, que fue el primer antagonista cannabinoide 

aprobado en 2006 por la Unión Europea para el tratamiento de la obesidad como 

adyuvante de la dieta y el ejercicio para el tratamiento de pacientes obesos (IMC 

≥ 30 kg/m
2
), o pacientes con sobrepeso (IMC > 27 kg/m

2
) con factores de riesgo 

asociados, como la diabetes tipo 2 o dislipidemia. La farmacovigilancia del 

rimonabant reveló alteraciones psiquiátricas y, en particular, trastornos 

depresivos, como potenciales reacciones adversas asociadas al uso del producto. 

Dos años después de su comercialización, la Agencia Europea del Medicamento 

(EMA) procedió a la suspensión de la comercialización de Acomplia
®
 debido a 

que los riesgos eran mayores que los beneficios esperados. Como consecuencia de 

esto, en noviembre de 2008 la empresa Sanofi-Aventis decidió suspender todos 

los ensayos clínicos con rimonabant. Se estima que aproximadamente 700000 

pacientes en todo el mundo, mayoritariamente en Europa, han recibido 

tratamiento con Acomplia
®
. En España, se calcula una cifra de 3000 pacientes 

desde su comercialización en marzo de 2008. 
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Esto provocó que otros antagonistas CB1 que se encontraban en fases de 

desarrollo clínico para la obesidad vieran suspendidos sus ensayos. Este fue el 

caso de la compañía Solvay Pharmaceuticals que suspendió los ensayos clínicos 

de SLV319 en fase II de desarrollo. Esta misma decisión la tomó Pfizer con su 

compuesto CP-945,598 en fase III y Merck Sharp & Dhome (MSD) con el 

compuesto MK-0364 (taranabant)
82

 en fase III (figura 12). 

Figura 12. Antagonistas CB1 para el tratamiento de la obesidad. 

1.3.2.- ANALGESIA: 

Desde hace años se conoce el uso ílicito del cannabis por enfermos, por ejemplo 

de esclerosis múltiple o de cáncer, para aliviar el dolor. Este consumo ha 

generado un gran interés en la industria farmacéutica que se confirmó con el 

hecho de que el receptor cannabinoide CB1 se encuentra localizado en muchas 

vías de señalización del dolor, por lo que está implicado en la analgesia. En 
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primer lugar, se intentaron desarrollar agonistas de los receptores cannabinoides 

CB1 a pesar de los posibles efectos psicotrópicos. 

Hoy en día existen diversas estrategias de actuación sobre el sistema 

endocannabinoide para poder conseguir analgesia con efectos secundarios 

reducidos. Se ha comprobado que inhibidores selectivos de la FAAH como el OL-

135 (figura 13) tienen un efecto antinociceptivo en varios modelos de dolor en 

roedores
83

. Esta nocicepción está mediada por el aumento en la concentración de 

AEA. 

El grupo del profesor Di Marzo sintetizó una nueva serie de cannabinoides, 

concretamente unos híbridos de resorcinol y anandamida, entre los cuales se ha 

observado que el compuesto CB86
84

 (figura 13) posee unas propiedades 

antinociceptivas muy interesantes. 

Otra estrategia más reciente postula que el receptor cannabinoide CB2 sería diana 

de elección para la analgesia. Los agonistas del receptor CB2 pueden producir 

antinocicepción aunque aún no se conoce bien su mecanismo de acción. A pesar 

de las dudas existentes a este respecto, se han descrito agonistas inversos CB2 

como el compuesto SR144528 o el de Schering-Plough que inhiben el dolor de 

tipo inflamatorio
85

, o el compuesto AM1241
86

 que es un ligando selectivo CB2 

(figura 13). 
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Se están llevando a cabo ensayos clínicos con ligandos CB2 para el dolor. Este es 

el caso de la empresa Glenmark con su candidato más avanzado, GRC10693
87

 o 

el caso de GlaxoSmithKline (GSK) que publicó un azaindol
88

 como agonista CB2 

que presentaba una eficacia similar a los inhibidores de COX-2 en test de modelos 

crónicos en roedores y, además, mostraba buenos resultados en modelos de 

inflamación. 

Figura 13. Cannabinoides con actividad analgésica. 

                                                                                                                                                         
86

 B. Bingham, P. G. Jones, A. J. Uveges, S. Kotnis, P. Lu, V. A. Smith, S. C. Sun, L. 

Resnick, M. Chlenov, Y. He, B. W. Strassle, T. A. Cummons, M. J. Piesla, J. E. Harrison, 

G. T. Whiteside y J. D. Kennedy "Species-Specific in Vitro Pharmacological Effects of 

the Cannabinoid Receptor 2 (Cb2) Selective Ligand Am1241 and Its Resolved 

Enantiomers" Br J Pharmacol 2007, 151, 1061. 
87

 P. Anand, G. Whiteside, C. J. Fowler y A. G. Hohmann "Targeting Cb(2) Receptors and 

the Endocannabinoid System for the Treatment of Pain" Brain Research Reviews 2009, 

60, 255. 
88

 G. M. P. Giblin, A. Billinton, M. Briggs, A. J. Brown, I. P. Chessell, N. M. Clayton, A. 

J. Eatherton, P. Goldsmith, C. Haslam, M. R. Johnson, W. L. Mitchell, A. Naylor, A. 

Perboni, B. P. Slingsby y A. W. Wilson "Discovery of 1-[4-(3-Chlorophenylamino)-1-

Methyl-1h-Pyrrolo[3,2-C]Pyridin-7-Yl]-1-Mor Pholin-4-Ylmethanone (Gsk554418a), a 

Brain Penetrant 5-Azaindole Cb(2) Agonist for the Treatment of Chronic Pain" Journal of 

Medicinal Chemistry 2009, 52, 5785. 



 
45 CANNABINOIDES. INTRODUCCIÓN 

1.3.3.- ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS Y 

NEUROPROTECCIÓN: 

La neurodegeneración es un proceso complejo en el que están involucrados 

múltiples mecanismos. En el caso de las enfermedades neurodegenerativas 

crónicas como Párkinson, Alzheimer, esclerosis múltiple, esclerosis lateral 

amiotrófica o la enfermedad de Huntington, hay multitud de hipótesis que 

explican las causas. Los procesos de inflamación se encuentran implicados en 

estas patologías. 

El efecto neuroprotector que ejercen los cannabinoides se realiza tanto a través del 

tipo CB1 como del tipo CB2. Los receptores CB1 son capaces de inhibir la 

liberación de glutamato
89

, provocando de esta manera un efecto neuroprotector, 

mientras que los receptores CB2 modulan el sistema autoinmune y actúan sobre la 

inflamación. Otro mecanismo independiente es la capacidad antioxidante de 

algunos cannabinoides como son el 
9
-THC, la nabilona, el cannabinol y el HU-

211 entre otros
90

. 

Cabe destacar que la inflamación característica de las enfermedades 

neurodegenerativas no sólo es una consecuencia de la enfermedad, sino que 

también puede producir neurodegeneración por sí misma a través de la liberación 

de mediadores tóxicos o por la actuación de la respuesta autoinmune, como ocurre 

en el caso de la esclerosis múltiple.  

La esclerosis múltiple es una enfermedad neurodegenerativa autoinmune que 

conlleva una desmielinización de los nervios. Los cannabinoides producen la 

disminución de la espasticidad muscular y los temblores que presentan los 

pacientes con esta dolencia.  
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El fármaco Sativex
®
 (tetrahidrocannabinol/cannabidiol)

91
 se aprobó por primera 

vez en Canadá en 2005 para el alivio del dolor neuropático asociado a la 

esclerosis múltiple. Este medicamento se encuentra 

disponible desde 2010 en las farmacias hospitalarias 

españolas a través de los laboratorios Almirall para el alivio 

sintomático del dolor neuropático y para el tratamiento de 

espasticidad en adultos con esclerosis múltiple. Actualmente 

se encuentra en investigación en un ensayo clínico en fase III en pacientes que 

experimentan analgesia insuficiente con un tratamiento crónico optimizado con 

opioides.
92 

1.3.4.- CÁNCER: 

Las primeras referencias al uso de cannabinoides como agentes antitumorales 

datan de 1975 cuando el grupo de Munson utilizó 
9
-THC para disminuir un 

adenocarcinoma de pulmón
93

. A pesar de los prometedores resultados obtenidos 

no fue hasta 1998 cuando el grupo del profesor Guzmán demostró que el 
9
-THC 

inducía la apoptosis de células de gliomas
94

. La acción antitumoral de algunos 

cannabinoides como el 
9
-THC o el WIN552122 se ha observado que está 

mediada por una acumulación de ceramida en el retículo endoplasmático, lo cual 

conduce a la inducción de las proteínas p8 (coactivador transcripcional) y TRB3 

(pseudoquinasa) resultando en la muerte de las células tumorales. También se han 

visto implicados los receptores cannabinoides CB2 ya que, por ejemplo, una 
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activación de éstos por el agonista JWH-133 media la apoptosis de células del 

glioma por un aumento en la síntesis de novo de ceramida
95

. 

En 2008, el grupo del profesor Guzmán descubrió otro mecanismo por el que los 

ligandos cannabinoides son capaces de detener el avance de las células tumorales 

en algunos tipos de cáncer como el cerebral o el de mama. Se observó que al 

administrar ligandos cannabinoides, se activa una proteína llamada JunD que 

inicia una cascada biológica que tiene como resultado la muerte de las células 

tumorales
96

. Estos resultados tan prometedores dieron paso a la aprobación de un 

ensayo clínico en Canarias con 9 pacientes que no habían conseguido frenar o 

remitir el avance del cáncer con la terapia estándar
97

. Nunca antes se había 

evaluado el efecto antitumoral de los cannabinoides en humanos. A los pacientes 

se les administraba 
9
-THC directamente en el tumor mediante un catéter 

previamente colocado por medio de cirugía. Los resultados de estos estudios no 

fueron concluyentes debido a las limitaciones del diseño ya que el tipo de cáncer 

que padecían los pacientes tenía un mal pronóstico y la elección del 
9
-THC 

como ligando cannabinoide no fue la más adecuada debido a su hidrofobicidad. 
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1.3.5.- DROGODEPENDENCIA: 

Una de las aplicaciones más prometedoras de los antagonistas cannabinoides CB1 

es su uso en los fenómenos de dependencia
98

.  

El sistema endocannabinoide participa en las propiedades adictivas de todas las 

drogas de abuso mediante tres mecanismos que actúan de forma complementaria. 

El primer mecanismo está implicado en los fenómenos de recompensa de 

nicotina, alcohol y opioides ya que permite su acción en la transmisión 

mesolímbica. El segundo se encuentra implicado en la motivación por el consumo 

de la droga actuando por mecanismos independientes de dopamina. El último se 

relaciona con los fenómenos de recaída siendo este mecanismo por el cual los 

antagonistas cannabinoides CB1 son unos prometedores candidatos para la 

deshabituación a varios tipos de drogas de abuso como la nicotina, el alcohol e 

incluso la heroína. 

La reducción de la dependencia al alcohol se pudo confirmar en ensayos clínicos 

que se llevaron a cabo con el rimonabant
99

 que también ha sido probado en 

ensayos clínicos para la terapia contra la adicción al tabaco, aunque actualmente 

estos ensayos han sido parados debido a la suspensión del medicamento. 
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1.3.6.- OTRAS APLICACIONES TERAPEÚTICAS: 

Los cannabinoides tienen también especial importancia en otros campos 

terapeúticos, como en el sistema cardiovascular
100

, produciendo una reducción de 

la agregación plaquetaria, hipotensión ortostática y vasodilatación periférica. 

La empresa farmacéutica Sanofi-Aventis desarrolló el compuesto AVE-1625
101

 

como antagonista CB1 para el tratamiento de las disfunciones cognitivas en 

pacientes que sufren esquizofrenia y en los que sufren la enfermedad de 

Alzheimer. 

En el campo de la osteoporosis, el sistema endocannabinoide desempeña un papel 

crucial en el mantenimiento de la masa ósea. Así pues, los receptores CB2 son 

buenas dianas terapéuticas para el diagnóstico y el tratamiento de dicha 

enfermedad
102

. 

1.4.- Caracterización farmacológica de ligandos cannabinoides: 

En la actualidad la caracterización farmacológica de los ligandos cannabinoides se 

lleva a cabo utilizando varios tipos de ensayos farmacológicos. A continuación se 

describen las características y la finalidad de estos ensayos. 

Ensayos de desplazamiento de radioligando – A pesar de los avances de la 

biología molecular, los estudios de unión de radioligandos constituyen todavía 
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una herramienta eficaz y ampliamente utilizada para valorar la unión fármaco-

receptor y para cuantificar y localizar un determinado receptor.  

Un aspecto importante que debe considerarse es la afinidad y especificidad del 

radioligando por el receptor.
103

 En general, el mejor ligando será el de mayor 

afinidad por el receptor. Así pueden usarse concentraciones bajas, lo que redunda 

en una menor unión inespecífica. Sin embargo, para ello es necesario que el 

radioligando posea una elevada actividad específica. También debe considerarse 

la especificidad de la unión. Son buenos ligandos aquellos que presentan 

porcentajes de unión específica superior al 70%, y excelentes los que alcanzan el 

90% de la unión total. Además, es importante que el radioligando sea selectivo. 

Muchos radioligandos son capaces de unirse a más de un tipo de receptor, o bien 

no distinguen entre los diversos subtipos de un mismo receptor. Este es un factor 

que debe considerarse para definir experimentalmente la unión no específica en 

los ensayos de unión. 

La valoración de la unión ligando-receptores cannabinoides se suele realizar en 

células transfectadas por receptores cannabinoides recombinantes humanos CB1 o 

CB2. En cuanto a los radioligandos, el más usado es el [
3
H]CP55940 que no es 

selectivo CB1/CB2. Por ello, se evaluó in vitro la capacidad de nuestros 

compuestos para desplazar al cannabinoide CP55940 marcado radioactivamente 

con tritio.
104

 Tal y como se describe en el capítulo “Parte experimental 

farmacología” de esta tesis doctoral, el ensayo se realizó en membranas de células 

transfectadas con los receptores humanos CB1 y CB2. La afinidad por los 

receptores se midió en función del porcentaje de desplazamiento de radioligando 

[
3
H]-CP55940. Los compuestos se analizaron  a una concentración de 40 μM.  
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Se hace un primer screening obteniéndose valores de desplazamientos expresados 

en porcentajes de radioligando tritiado desplazado. En esa primera aproximación, 

se considera de manera general que, los compuestos que presentan valores de 

desplazamiento inferior al 50% no tienen afinidad por el receptor ensayado (Ki > 

40 μM). Si este valor está incluido entre el 50 y el 80% la afinidad por el receptor 

está considerada moderada, y con un desplazamiento superior al 80% los 

compuestos presentan una buena afinidad. Aquellos cuyo porcentaje de afinidad 

superó el 70% pasaron a un segundo ensayo de competición a distintas 

concentraciones obteniéndose así su constante de afinidad (Ki) por el receptor. 

Ensayos en tejidos aislados – Otros tipos de ensayo para evaluar la funcionalidad 

de un ligando cannabinoide, es decir, si activa (agonista) o bloquea (antagonista) 

la actividad del receptor son los ensayos realizados en tejidos aislados. El 

conducto deferente de ratón es normalmente usado para caracterizar agonistas y 

antagonistas cannabinoides.
105

 

El ensayo consiste en la valoración de la respuesta contráctil inducida por 

estimulación eléctrica. Varios receptores median la inhibición de esta respuesta en 

este tejido, como, por ejemplo, receptores adrenérgicos y cannabinoides para el 

conducto deferente de ratón. Existen evidencias farmacológicas de que los 

receptores cannabinoides CB1 están presentes en este tipo de tejido,
106

 y no se 

puede descartar la existencia del otro tipo de receptor cannabinoide (CB2).
107
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Los agonistas cannabinoides CB1 producen una inhibición de la contracción 

inducida eléctricamente en estas preparaciones, mediante un mecanismo de 

bloqueo de la liberación de acetilcolina.
108

 En cambio, los antagonistas no 

producen este efecto, e incluso los agonistas inversos producen el efecto contrario 

(aumento de la contracción). 

Tetrada cannabinoide in vivo – Existe un modelo aceptado para evaluar los 

efectos centrales de los ligandos cannabinoides in vivo denominado la tetrada 

cannabinoide.
109

 Se trata de cuatro experimentos: medida de la temperatura, 

analgesia, catalepsia, y medida de la actividad locomotora. Los agonistas 

cannabinoides inducen hipotermia, antinocicepción, catalepsia e inhibición de la 

actividad espontánea. En cambio, los antagonistas no modifican por sí mismos los 

parámetros ensayados pero si revierten los efectos producidos por un agonista. 
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2.- ANTECEDENTES Y OBJETIVOS:  

El principal objetivo de nuestro grupo de trabajo se centra en el diseño, la síntesis 

y la evaluación farmacológica de nuevos ligandos de receptores cannabinoides. 

En este contexto, hemos descubierto varias familias de cannabinoides de 

estructuras variadas, como por ejemplo los 1,2,4-triazoles
110

, las 1,2,6-

tiadiazinas
111

, los cromenopirazoles
112

 o los derivados de ácidos grasos
113

.  

También se han estudiado variaciones estructurales del propio rimonabant dando 

lugar a resultados interesantes. Entre los compuestos descritos por nosotros cabe 

destacar el pirazol representado en la figura 14 que mostró buena afinidad por el 

receptor cannabinoide CB1 en ensayos realizados en membranas de córtex frontal 

humano postmortem.  
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Figura 14. 

a
Ensayos realizados en membranas de córtex 

frontal humano postmortem empleando [
3
H]-CP55940 como 

radioligando. 

El objetivo de este capítulo consiste en el estudio de series de 

aminoalquilpirazoles, cuyas estructuras están relacionadas con este cabeza de 

serie, variando la longitud y características de la cadena alquílica y preparando 

derivados con el grupo amino libre y protegido. 

 
Figura 15. Aminoalquilpirazoles del estudio. 
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3.- N-AMINOALQUILPIRAZOLCARBOXAMIDAS:  

3.1.- N-aminoalquilpirazolcarboxamidas carbamatos de terc-butilo:  

3.1.1.- SÍNTESIS N-AMINOALQUILPIRAZOLCARBOXAMIDAS 

CARBAMATOS DE terc-BUTILO: 

La ruta sintética descrita en el esquema 1 nos condujo a los compuestos 

propuestos. Para ello, se partió del 5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-

1H-pirazol-3-carboxilato de etilo 4 que se sintetizó siguiendo un método descrito 

en la bibliografía
110

. Tras una hidrólisis básica para conseguir el ácido carboxílico 

5 y posterior tratamiento con cloruro de tionilo se generó el cloruro de ácido 6 que 

se utilizó en el paso siguiente sin previa purificación. Finalmente, el cloruro de 

ácido 6 reaccionó con las diaminas monoprotegidas deseadas en presencia de 

trietilamina para dar lugar a los compuestos correspondientes 8a-8m (Esquema 

1). 

Se consiguieron buenos rendimientos con excepción del compuesto 8m cuyo bajo 

rendimiento se debió a un problema ocurrido durante la purificación. 
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 Esquema 1 

Para llevar a cabo esta síntesis, fue necesaria la obtención de diaminas N-

monoprotegidas. El grupo protector elegido fue el di-terc-butoxicarbonil-

dicarbonato (Boc). Se consiguieron las aminas monoprotegidas 7a-7m con 

rendimientos de moderados a buenos utilizando un exceso de diamina (5 

equivalentes) frente al dicarbamato de di-terc-butilo (Boc2O) (Esquema 2). 
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Esquema 2 

En 2006, el grupo de Adapa
111

 describió la monoprotección de diaminas por un 

grupo Boc sin disolventes y en presencia catalítica de I2. Para evitar la utilización 

de disolventes orgánicos y conseguir una síntesis mediante química verde, nos 

pareció interesante probar este método para la preparación de nuestras aminas 

monoprotegidas.  

 

Esquema 3 

Por ello, empezamos con la 1,2- fenilendiamina siguiendo las condiciones de 

reacción descritas por el grupo de Adapa que obtiene un rendimiento del 85% 

utilizando un equivalente de Boc2O por cada equivalente de 1,2- fenilendiamina, 

en presencia de una cantidad catalítica de I2 tras cuatro horas de reacción a 

temperatura ambiente. 
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Intentando reproducir la monoprotección de la 1,2- fenilendiamina en estas 

condiciones, no solamente recuperamos diamina de partida sin reaccionar, sino 

que además, se obtuvo un 44% de diamina diprotegida frente a un 8% de la 

especie monoprotegida deseada. Utilizando un exceso de diamina, no 

conseguimos disminuir la cantidad de producto diprotegido formado. Así, 

ninguno de los intentos realizados fueron satisfactorios ya que en todos los casos 

se consiguió la amina diprotegida en altas proporciones. Debido a esto, decidimos 

no utilizar este método de síntesis y seguir preparando nuestras aminas 7a-7m  

por el método tradicional. 

La caracterización estructural de los intermedios y productos finales descritos en 

este apartado se determinaron sin ambigüedad en base a sus datos analíticos de 

espectrometría de masas y de RMN de 
1
H y 

13
C, y de análisis elemental en caso 

de productos finales tal y como se recoge en la parte experimental. 

3.1.2.- EVALUACIÓN FARMACOLÓGICA:  

De la serie de compuestos 8a-8m obtenidos se realizaron estudios farmacológicos 

in vitro de desplazamiento de radioligando y de funcionalidad en tejidos aislados. 

Ensayos de desplazamiento de radioligando – Los resultados obtenidos de la 

evaluación del desplazamiento del radioligando se encuentran recogidos en la 

siguiente tabla. Se han incluido los datos del rimonabant y del 
9
-THC como 

compuestos de referencia. 
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Compuesto Espaciador Ki (nM) CB1 Ki (nM) CB2 

8a (CH2)3 28.5 >40 M 

8b (CH2)4 >40 M >40 M 

8c (CH2)5 2160 >40 M 

8d (CH2)6 >40 M >40 M 

8e (CH2)7 261 >40 M 

8f (CH2)8 >40 M >40 M 

8g (CH2)9 >40 M >40 M 

8h (CH2)10 >40 M >40 M 

8i (CH2)12 >40 M >40 M 

8j 
 

4520 >40 M 

8k 
 

16523 3040 

8l 
 

>40 M >40 M 

8m 
 

Insoluble a 10 mM Insoluble a 10 mM 

Rimonabant
a
  1.8 > 1000 


9
-THC

a  40.7 36.4 

Tabla 1. Constantes de afinidad. a
R. Vidal, E. Castro, A. Pazos, Avances Recientes En 

La Farmacología Del Sistema Endocannabinoide, in Actualización Sobre El Potencial 

Terapéutico De Los Cannabinoides. 2009: Madrid. p. 33 y 37. 

Como se puede observar en la tabla 1, los compuestos 8a, 8c, 8e y 8j mostraron 

buena afinidad por el receptor cannabinoide CB1 siendo los compuestos 8a y 8e 

ligandos muy afines en el rango nanomolar (28.5 nM y 261 nM respectivamente), 

por lo que el compuesto 8a fue seleccionado para posteriores pruebas 

farmacológicas. Respecto al receptor cannabinoide CB2, ninguno de los 
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compuestos ensayados mostraron afinidad por el receptor cannabinoide CB2 a 

excepción del compuesto 8k que mostró una afinidad débil. 

No se han podido obtener valores de desplazamiento para el compuesto 8m 

puesto que es insoluble a la concentración de 10 mM. Esta concentración es la 

más pequeña aceptada en la realización de los ensayos de desplazamiento de 

radioligando puesto que a concentraciones inferiores a 10 mM los resultados que 

se obtendrían no serían fiables. 

Ensayos en tejidos aislados – Una vez que el producto 8a se había identificado 

como buen ligando cannabinoide, había que determinar si funcionaba como 

agonista o antagonista. Para ello, el compuesto 8a fue sometido a ensayos de 

funcionalidad en conducto deferente de ratón con el fin de caracterizar su 

actividad agonista o antagonista cannabinoide. 

En primer lugar se evaluó la actividad agonista de 8a administrándolo en un 

intervalo de concentraciones crecientes (10
-7 

- 1.8x10
-5

 M) al baño de órganos. 

Como se puede observar en la gráfica 1, el compuesto 8a inhibe la actividad 

contráctil de la preparación del conducto deferente de ratón indicando una 

actividad agonista. Sin embargo, mostró menos eficacia que los dos 

cannabinoides de referencia WIN y ACEA. Para saber si este efecto es debido a 

una acción sobre los receptores cannabinoides y no a la activación de otro 

receptor presente en el tejido, se realizó el ensayo en presencia del antagonista del 

receptor cannabinoide CB1 AM251 (10
-6

 M). Como se observa en la gráfica 1 

(AM251 + 8a), el AM251 antagoniza el efecto del compuesto 8a, por lo que se 

puede concluir que 8a es un compuesto agonista cannabinoide. 



 
61 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
Gráfica 1. Efecto inhibitorio sobre la respuesta contráctil del compuesto 8a, del 

WIN552122 y de la ACEA. 

Se realizaron ensayos adicionales para comprobar un posible efecto antagonista 

del compuesto 8a. Para ello se administró una dosis única de dicho compuesto al 

baño de órganos. La preparación se incubó y posteriormente se determinó la curva 

por adición de concentraciones crecientes del agonista WIN55,2122 (10
-7 

- 

1.8x10
-5

 M) o del agonista ACEA (10
-7 

- 1.8x10
-5

 M). Así se observó si el 

compuesto bloqueaba el efecto inhibidor de la contracción producido por el 

agonista patrón. El compuesto 8a (10
-6

 M) no modifica el efecto inhibitorio de la 

contracción inducida por los agonistas WIN 55,212-2 y ACEA (gráficas 2 y 3),  

por lo que podemos descartar que se comporte como un antagonista cannabinoide. 
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Gráfica 2. Efecto inhibitorio sobre la respuesta contráctil del compuesto 8a y del 

WIN552122. 

 
Gráfica 3. Efecto inhibitorio sobre la respuesta contráctil del compuesto 8a y de la 

ACEA. 
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3.2.- N-aminoalquilpirazolcarboxamidas:  

3.1.1.- SÍNTESIS N-AMINOALQUILPIRAZOLCARBOXAMIDAS: 

Para la preparación de las N-aminoalquilpirazolcarboxamidas propuestas, se 

partió de los compuestos 8a-8l cuya preparación se describe en el apartado 

anterior de esta tesis. La desprotección de dichas aminas protegidas con el grupo 

Boc se realizó en medio ácido con ácido trifluoroacético. La sal resultante se 

liberó mediante una solución bifásica de NaOHac / Et2O para dar lugar a las 

pirazolcarboxamidas 10a-10l deseadas con rendimientos moderados (Esquema 4). 

 Esquema 4 

Con el fin de estudiar también el compuesto de amina libre sin espaciador, se 

sintetizó el pirazol 9. Para ello se partió del cloruro de ácido 6, cuya síntesis se 

explicó en el apartado 3.1.1, al que se le hizo reaccionar con NH3 comercial según 

el esquema 5 siguiente, para obtener el compuesto 9 deseado con buen 

rendimiento. 
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Esquema 5 

La caracterización estructural de los intermedios y productos finales descritos en 

este apartado se llevó a cabo sin ambigüedad en base a sus datos analíticos, de 

espectrometría de masas, de RMN de 
1
H y 

13
C, que están recogidos en la parte 

experimental. 

3.1.2.- EVALUACIÓN FARMACOLÓGICA: 

Se realizaron estudios farmacológicos in vitro de desplazamiento de radioligando 

para el compuesto 9 y para la serie de compuestos 10a-10m obtenidos. 

Ensayos de desplazamiento de radioligando – Los resultados obtenidos de la 

evaluación del desplazamiento del radioligando se encuentran recogidos en la 

siguiente tabla 2. Se han incluido los valores bibliográficos del rimonabant y del 


9
-THC como compuestos de referencia. 

Desafortunadamente, no se han podido obtener valores de desplazamiento para 

los compuestos 9 y 10i puesto que son insolubles a la concentración de 10 mM. 
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Compuesto Espaciador Ki (nM) CB1 Ki (nM) CB2 

10a (CH2)3 104  81 2560  1315 

10b (CH2)4 1  0.09 121  27 

10c (CH2)5 386  187 872  225 

10d (CH2)6 133  28 494  256 

10e (CH2)7 6  3 349  179 

10f (CH2)8 151  85 526  39 

10g (CH2)9 351  283 356  58 

10h (CH2)10 31  11 343  58 

10i (CH2)12 Insoluble a 10 mM Insoluble a 10 mM 

10j 
 

76  6 176  48 

10k 
 

23  10  80  1 

10l 
 

43  14 >40M 

9  Insoluble a 10 mM Insoluble a 10 mM 

Rimonabant
a  1.8 > 1000 

THC
a  40.7 36.4 

Tabla 2. Constantes de afinidad. a
R. Vidal, E. Castro, A. Pazos, Avances Recientes En 

La Farmacología Del Sistema Endocannabinoide, in Actualización Sobre El Potencial 

Terapéutico De Los Cannabinoides. 2009: Madrid. p. 33 y 37. 

Como se observa en la tabla 2, se consiguieron constantes de afinidad de 

moderadas a excelentes. Cabe destacar la alta afinidad por el receptor CB1 de los 

compuestos 10b, 10e, 10h, 10j-10l, siendo los valores de los derivados butilamino 

(10b) y heptilamino (10e) comparables a los valores del propio rimonabant. 
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En cuanto a la afinidad por el receptor CB2, a excepción de los compuestos 10a y 

10l, los diarilpirazoles de esta serie mostraron una afinidad significativa por el 

receptor cannabinoide CB2. Es interesante destacar la diferencia de selectividad 

existente entre esta nueva serie de diarilpirazoles y el propio rimonabant. Al 

contrario que él, los nuevos derivados son capaces de unirse al receptor CB2 de 

forma que podrían tener propiedades y aplicaciones terapéuticas distintas. 

De estos resultados se puede deducir que la naturaleza del espaciador alquilo o 

arilo no parece modificar de manera significativa la unión a los receptores. 

Por tanto, observando estos datos se eligieron los compuestos 10b, 10e, 10h, 10j 

y 10k para seguir ensayándolos en posteriores pruebas farmacológicas por ser los 

que presentan mayor afinidad por los receptores cannabinoides CB1 y CB2. 
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4.- CONCLUSIÓN: 

En este capítulo de la tesis doctoral se ha descrito la síntesis de N-

aminoalquilpirazolcarboxamidas carbamatos de terc-butilo y N-

aminoalquilpirazolcarboxamidas y la evaluación farmacológica de dichos 

compuestos frente a los receptores cannabinoides CB1 y CB2. En concreto, las 

conclusiones más significativas del capítulo son las siguientes:  

- De la primera serie de N-aminoalquilpirazolcarboxamidas carbamatos de 

terc-butilo sintetizadas destaca el compuesto 3-(5-(4-clorofenil)-1-(2,4-

diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxamido)propil carbamato de 

terc-butilo (8a) por su alta afinidad por el receptor CB1. Los ensayos de 

funcionalidadrealizados en tejido aislado revelaron su carácter agonista, 

es decir, que el compuesto 8a activa el receptor cannabinoide CB1. 

- Para los N-aminoalquilpirazolcarboxamidas carbamatos de terc-butilo 8c, 

8e, 8j y 8k, se observó una selectividad en la afinidad hacia el receptor 

CB1 mientras que para el resto de esta familia, no existe afinidad por 

ninguno de los dos receptores cannabinoides. 

- En cuanto a la serie de las N-aminoalquilpirazolcarboxamidas, y a 

excepción del 9 y el 10i que mostraron ser insolubles a concentraciones 

de 10 mM, se ha observado mediante ensayos de afinidad que todas 

poseen una buena afinidad por los dos receptores cannabinoides CB1 y 

CB2. 

- Por lo tanto, comparando las dos familias, se podría decir que la 

desprotección de los N-aminoalquilpirazolcarboxamidas carbamatos de 

terc-butilo para obtener las N-aminoalquilpirazolcarboxamidas les 

confiere alta afinidad por los receptores cannabinoides. 
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1.- APROXIMACIONES PARA LA OBTENCIÓN DE FÁRMACOS 

SOLUBLES. INTRODUCCIÓN:  

1.1.- Bioconjugados poliméricos: 

Hoy en día existen nuevos abordajes terapéuticos de administración de fármacos. 

El empleo de nanosistemas y bioconjugados proporcionan nuevas perspectivas en 

este campo. El término de bioconjugado corresponde a entidades resultantes de la 

conjugación de anticuerpos, ácidos nucleicos, lípidos, carbohidratos o cualquier 

molécula biológicamente activa con un grupo molecular capaz de modificar sus 

propiedades tal como toxinas, radionucleidos, fluoróforos, enzimas, partículas de 

oro o polímeros. Nuestro interés se ha dirigido hacia los bioconjugados 

poliméricos. Los polímeros que más se utilizan en la bioconjugación se pueden 

clasificar en dos tipos:  

(a) polímeros naturales: alginato, chitosán, pectina, ácido hialurónico, 

dextrano, pululano, manano, dextrina y proteínas,  

(b) polímeros sintéticos: poli(vinilpirrolidona) (PVP), polietilenglicol (PEG), 

copolímeros de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (HPMA), alcohol 

polivinílico (PVA), poli(etilenimina) (PEI), poliamidoaminas, 

poli(estireno-co-ácido/anhídrido maleico) (SMA). 

Se han estudiado y descrito las ventajas de la conjugación de moléculas a 

polímeros siendo algunas
112

:  

- aumento de la solubilidad en agua (importante para moléculas de baja 

solubilidad como el taxol o la camptotecina);  

                                                             
112

 G. Pasut y F. M. Veronese "Polymer-Drug Conjugation, Recent Achievements and 

General Strategies" Progress in Polymer Science 2007, 32, 933. 
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- mejora de la biodisponibilidad y aumento de la vida media plasmática, 

debido al aumento del volumen hidrodinámico que reduce la depuración 

renal;  

- protección contra las enzimas degradantes;  

- prevención o reducción de la agregación, inmunogenicidad y 

antigenicidad; y  

- acumulación específica en órganos, tejidos o células, mediante polímeros 

activados o la explotación del efecto EPR (enhanced permeability and 

retention effect) (es la propiedad por la que moléculas de ciertos tamaños 

(liposomas, nanopartículas, y medicamentos macromoleculares) tienden a 

acumularse en el tejido tumoral mucho más que en los tejidos normales 

debido a que los vasos sanguíneos de los tumores son diferentes a los 

vasos sanguíneos normales porque tienen arquitecturas distintas y la 

regulación funcional disminuida, en particular la permeabilidad vascular 

en los tumores)
113

. 

En este contexto, nuestra actividad investigadora se ha centrado en el desarrollo 

de conjugados poliméricos dirigidos a los receptores cannabinoides como diana 

terapéutica. Teniendo como objetivo el aumento de la solubilidad de los ligandos 

cannabinoides lipófilos elegimos el metoxipolietilenglicol (mPEG) como 

polímero. Esta estrategia, denominada PEGilación
114

, ha conducido a importantes 

resultados en terapia, biocatálisis orgánica y en diagnóstico. 

                                                             
113

 H. Maeda, J. Wu, T. Sawa, Y. Matsumura y K. Hori "Tumor Vascular Permeability 

and the Epr Effect in Macromolecular Therapeutics: A Review" Journal of Controlled 

Release 2000, 65, 271. 
114

 A. Abuchowski, T. Vanes, N. C. Palczuk y F. F. Davis "Alteration of Immunological 

Properties of Bovine Serum-Albumin by Covalent Attachment of Polyethylene-Glycol" 

Journal of Biological Chemistry 1977, 252, 3578. A. Abuchowski, J. R. McCoy, N. C. 

Palczuk, T. Vanes y F. F. Davis "Effect of Covalent Attachment of Polyethylene-Glycol 

on Immunogenicity and Circulating Life of Bovine Liver Catalase" Journal of Biological 



 
73 COMPUESTOS HIDROSOLUBLES. INTRODUCCIÓN 

1.2.- Polietilenglicol (PEG): 

El polietilenglicol o PEG se sintetiza por polimerización con apertura aniónica del 

anillo del óxido de etileno utilizando metanol o agua como iniciador para producir 

metoxipolietilenglicol (mPEG) o diol polietilenglicol (PEG), respectivamente. Se 

ha utilizado durante mucho tiempo como excipiente en muchas formulaciones 

farmacéuticas y cosméticas mientras que los estudios en el campo de la 

conjugación y liberación de fármacos comenzaron hace tan sólo 30 años. El PEG 

presenta propiedades únicas tales como falta de inmunogenicidad, antigenicidad y 

toxicidad; una alta solubilidad en agua y en muchos disolventes orgánicos; alta 

hidratación y flexibilidad de la cadena; y tolerancia fisiológica habiendo sido 

aprobado por la FDA para el uso humano
115

. Entre una variedad de polímeros 

hidrofílicos, el PEG se ha convertido en un nanocomponente prometedor 

utilizándose como nanotransportador aumentando la solubilidad de fármacos 

como el docetaxel
116

. 

Otra característica, importante para las aplicaciones farmacéuticas, es la baja 

polidispersidad, con un cociente Mw/Mn que va desde 1.01 para PEG < 5 kDa 

hasta 1.1 para PEG de hasta 50 kDa; siendo Mw el peso molecular promedio en 

peso que está basado en el hecho de que una molécula más grande contiene más 

de la masa total de la muestra polimérica que las moléculas pequeñas, y Mn el 

peso molecular promedio en número que es el peso total de todas las moléculas 

poliméricas contenidas en una muestra, dividido por el número total de moléculas 

poliméricas en dicha muestra.  

                                                                                                                                                         
Chemistry 1977, 252, 3582. G. Pasut, A. Guiotto y F. Veronese "Protein, Peptide and 

Non-Peptide Drug Pegylation for Therapeutic Application" Expert Opinion on 

Therapeutic Patents 2004, 14, 859. 
115

 J. M. Harris y R. B. Chess "Effect of Pegylation on Pharmaceuticals" Nature Reviews 

Drug Discovery 2003, 2, 214. M. J. Roberts, M. D. Bentley y J. M. Harris "Chemistry for 

Peptide and Protein Pegylation" Advanced Drug Delivery Reviews 2002, 54, 459. S. 

Zalipsky "Chemistry of Polyethylene-Glycol Conjugates with Biologically-Active 

Molecules" Advanced Drug Delivery Reviews 1995, 16, 157. 
116

 P. Zhao y D. Astruc "Docetaxel Nanotechnology in Anticancer Therapy" 

Chemmedchem 2012, 7, 952. 
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El PEG es considerado un polímero no biodegradable, de hecho sólo se ha 

documentado una lenta degradación por la alcohol deshidrogenasa
117

, aldehído 

deshidrogenasa
118

 y citocromo P-450
119

. Su  eliminación del organismo depende 

de su peso molecular y, así, por debajo de 20 kDa es fácilmente secretado en la 

orina, mientras que PEG de mayores pesos moleculares se eliminan más 

lentamente a través de ella. Sin embargo, la eliminación de estos PEG de mayores 

pesos moleculares a través del hígado se convierte en predominante. El umbral 

para la filtración en los riñones es de unos 40-60 kDa (un radio hidrodinámico de 

aproximadamente 45Å)
120

, lo que representa el límite de excreción de albúmina. 

Por encima de este límite el polímero permanece en la circulación más tiempo y 

se acumula en el hígado. La cinética plasmática de los PEG ha sido estudiada 

encontrándose que depende tanto del peso molecular como del sitio de inyección. 

1.3.- Conjugados PEG-proteína: 

En los últimos años, la conjugación de proteínas y/o péptidos con moléculas de 

polietilenglicol ha tenido un fuerte impacto en la industria bio-farmacéutica. La 

PEGilación de proteínas ha sido utilizada con el fin de mejorar las propiedades 

fisicoquímicas de dichas proteínas. Así pues, permite prolongar el tiempo de 

retención en el organismo, mejorar la estabilidad, aumentar la solubilidad y 

disminuir la proteolisis y la excreción renal.  

                                                             
117

 F. Kawai "Microbial Degradation of Polyethers" Applied Microbiology and 

Biotechnology 2002, 58, 30. 
118

 R. Mehvar "Modulation of the Pharmacokinetics and Pharmacodynamics of Proteins 

by Polyethylene Glycol Conjugation" Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences 

2000, 3, 125. 
119

 M. Beranova, R. Wasserbauer, D. Vancurova, M. Stifter, J. Ocenaskova y M. Mara 

"Effect of Cytochrome-P-450 Inhibition and Stimulation on Intensity of Polyethylene 

Degradation in Microsomal Fraction of Mouse and Rat Livers" Biomaterials 1990, 11, 

521. 
120

 K. Petrak y P. Goddard "Transport of Macromolecules across the Capillary Walls" 

Advance drug delivery review 1989, 3, 191. 
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La FDA ha aprobado desde los años 90 varios bioconjugados proteína-PEG con 

aplicaciones terapéuticas diversas. Por ejemplo, Adagen
®121

, un conjugado PEG-

ademasa bovina, fue la primera proteína PEGilada en ser comercializada. Se 

utilizó para el tratamiento de la enfermedad de inmunodeficiencia combinada 

severa. En este caso concreto, el empleo de PEG hizo aumentar el tiempo de 

presencia de la ademasa bovina en el plasma y reducir su inmunogenicidad. 

También podemos citar como ejemplos Oncaspar
®122

 (PEG-asparginasa), 

Pegasys
®123

 (PEG-interferón ramificado 2a), PEG-Intron
®124

 (PEG-interferón 

lineal 2b), Neulasta
®125

 PEG-factor estimulante de colonias de granulocitos), 

Mircera
®
 (mPEG-epoetina beta) o más recientemente Cimzia (Certolizumab 

pegol) (figuras 16). 

                                                             
121

 Y. Levy, M. S. Hershfield, C. Fernandezmejia, S. H. Polmar, D. Scudiery, M. Berger y 

R. U. Sorensen "Adenosine-Deaminase Deficiency with Late Onset of Recurrent 

Infections Response to Treatment with Polyethylene-Glycol Modified Adenosine-

Deaminase" Journal of Pediatrics 1988, 113, 312. 
122

 M. L. Graham "Pegaspargase: A Review of Clinical Studies" Advanced Drug Delivery 

Reviews 2003, 55, 1293. 
123

 P. Bailon, A. Palleroni, C. A. Schaffer, C. L. Spence, W. J. Fung, J. E. Porter, G. K. 

Ehrlich, W. Pan, Z. X. Xu, M. W. Modi, A. Farid y W. Berthold "Rational Design of a 

Potent, Long-Lasting Form of Interferon: A 40 Kda Branched Polyethylene Glycol-

Conjugated Interferon Alpha-2a for the Treatment of Hepatitis C" Bioconjugate 

Chemistry 2001, 12, 195. K. R. Reddy, M. W. Modi y S. Pedder "Use of Peginterferon 

A1fa-2a (40 Kd) (Pegasys (R)) for the Treatment of Hepatitis C" Advanced Drug Delivery 

Reviews 2002, 54, 571. 
124

 Y. S. Wang, S. Youngster, M. Grace, J. Bausch, R. Bordens y D. F. Wyss "Structural 

and Biological Characterization of Pegylated Recombinant Interferon Alpha-2b and Its 

Therapeutic Implications" Advanced Drug Delivery Reviews 2002, 54, 547. 
125

 O. Kinstler, G. Molineux, M. Treuheit, D. Ladd y C. Gegg "Mono-N-Terminal 

Poly(Ethylene Glycol)-Protein Conjugates" Advanced Drug Delivery Reviews 2002, 54, 

477. 
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Figura 16. Conjugados PEG-proteína. 

Todos estos ejemplos comercializados son claramente un éxito del proceso de la 

PEGilación de proteínas y muestra que gracias al empleo de bioconjugados 

poliméricos se pueden mejorar las propiedades de las proteínas terapéuticas. 

1.4.- Conjugados PEG-fármaco: 

Algunos de los problemas más frecuentes en el uso de fármacos de bajo peso 

molecular, especialmente los antitumorales, son su baja solubilidad, rápida 

excreción y biodistribución indirecta. Todos estos factores podrían ser abordados 

mediante la PEGilación. Generalmente, las propiedades de PEG se transmiten a 

los fármacos conjugados y así su destino en el organismo refleja el destino del 

polímero.  

La química de la conjugación de fármacos no proteicos a polímeros, se enfrenta a 

menos problemas debido al reducido número de grupos funcionales presentes en 

una molécula pequeña, a la ausencia de una conformación rígida y a una 
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purificación y una caracterización más sencillos de los conjugados fármaco-

polímero.  

Para los fármacos de bajo peso molecular muchos investigadores están 

explotando la PEGilación para conseguir en el campo de los antitumorales un 

aumento de la permeabilidad y mejor efecto de retención,
126

 o simplemente una 

mejora del perfil farmacocinético del fármaco disminuyendo su eliminación del 

organismo. Por lo general, los conjugados se consideran profármacos 

macromoleculares, ya que el fármaco tiene que ser liberado para realizar su 

actividad. En los últimos años, se han desarrollado métodos para liberar los 

fármacos pequeños del conjugado en compartimentos específicos bajo 

condiciones controladas. Por ejemplo, la liberación del fármaco dentro de la 

célula se puede lograr mediante el uso de conectores o enlaces especiales entre el 

polímero y dicho fármaco pequeño que pueden ser hidrolizados por el pH ácido 

del endosoma o por las enzimas lisosomales. 

Varios estudios se han llevado a cabo en este campo, pero ningún producto ha 

llegado al mercado. Por ejemplo, se ha descrito la PEGilación de fármacos como 

el taxol, la camptotecina, el cis-platino y la doxorrubicina.
127

 A continuación se 

describen algunos ejemplos de los conjugados de PEG a fármacos no proteicos: 

 Un conjugado de PEG con 

camptotecina (Prothecan o 

Pegamotecan por Enzon Inc.) fue 

obtenido mediante la unión de dos 

moléculas de fármaco, a través de 

un enlace éster involucrando el 
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grupo hidroxilo C-20 del fármaco, a los extremos de una cadena 

polimérica de 40 kDa. La carga del fármaco corresponde a un 1,7% en 

peso, lo cual es bastante bajo si se compara con otros polímeros 

multivalentes (como la PGA, o los copolímeros HPMA). El producto 

pasó la fase I de los ensayos clínicos
128

 y la dosis máxima tolerada fue de 

200 mg/m
2
 (equivalente a la camptotecina). En estudios de fase II, el 

producto, administrado cada 3 semanas, mostró ser prometedor en el 

tratamiento del adenocarcinoma de estómago y gastroesofágico, y parece 

estar bien tolerado, con una baja incidencia de toxicidad.
129 

 Conjugados de PEG con un derivado de camptotecina, SN-392 (10-

amino-7-etil camptotecina). Se obtuvieron mediante la unión del fármaco 

al polímero a través de conectores trior tetrapéptido y mostró ser menos 

tóxico que el fármaco libre y que el análogo de la camptotecina CPT-11, 

que siguen siendo muy efectivos contra las líneas celulares Meth A de 

fibrosarcoma. El conector peptidilo permite la liberación del fármaco sólo 

dentro de la célula, ya que es estable en el plasma pero se hidroliza 

rápidamente en presencia de la enzima lisosomal catepsina B.
130
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 Conjugados PEG-doxorrubicina. Durante el diseño de fármacos, se presta 

especial atención a parámetros como el peso molecular del polímero (5-

20 kDa), la estructura del polímero (lineal o ramificada), y la elección del 

péptido conector entre el fármaco y el transportador (es decir, GFLG, 

GLFG, GLG, GGRR o RGLG).
131

 Sorprendentemente, el conjugado con 

el PEG de menor peso molecular muestra la mayor actividad antitumoral 

en ratas (mPEG5000-GFLF-doxorrubicina). Esto parece contrastar con la 

necesidad de pesos moleculares por encima de 20-30 kDa para permitir la 

acumulación en los tumores por el efecto EPR. Sin embargo, 

caracterizaciones adicionales mediante dispersión de luz mostraron que 

este conjugado de bajo peso molecular de PEG con doxorrubicina forma 

micelas en solución con un peso molecular aparente de 120 kDa. Este 

ensamblado supramolecular garantiza un efecto EPR efectivo y explica la 

alta actividad antitumoral del conjugado. 

A lo largo de estas dos últimas décadas, la PEGilación ha mostrado resultados 

interesantes desde un punto de vista comercial y terapéutico. Es un proceso que se 

desarrolló más ampliamente en el campo de las proteínas, sin embargo, los 

bioconjugados PEG-fármaco no proteico ofrecen perspectivas interesantes. 
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2.- ANTECEDENTES Y OBJETIVOS:  

Como ya se ha comentado en esta memoria, los compuestos cannabinoides, ya 

sean naturales o sintéticos, suelen ser muy lipófilos lo que dificulta los 

experimentos farmacológicos y la administración de dichos fármacos in vivo. 

La utilización de disolventes no-acuosos tales como el etanol, pueden modificar 

en muchos casos u ocultar resultados de ensayos biológicos y, en caso de estudios 

in vivo, son conocidos los efectos secundarios debidos al uso de dichos 

disolventes. 

Como se comentó en la introducción de este capítulo, el polietilenglicol es un 

polímero de gran interés en el campo farmacéutico debido a su hidrosolubilidad y 

a su tolerancia fisiológica. 

Por ello, nuestro objetivo consiste en el desarrollo de nuevos compuestos 

conjugados cannabinoides-PEG con el fín de mejorar las propiedades 

farmacocinéticas y farmacodinámicas y, principalmente, la solubilidad de dichos 

compuestos en agua. Así, nos planteamos introducir un polímero PEG en las 

estructuras cannabinoides representadas en la figura 17: 

- cannabinoides como el THC 

- cannabinoides sintetizados en esta tesis 

- paracetamol 

 
Figura 17. Cannabinoides para conjugación con PEG. 
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3.- CANNABINOIDES HIDROSOLUBLES: 

En los últimos años, la PEGilación ha sido utilizada principalmente para mejorar 

las propiedades fisicoquímicas de proteínas como enzimas, citoquinas y 

anticuerpos. En estos casos, esta técnica permite mejorar la estabilidad de 

prácticamente cualquier proteína. 

Nuestro objetivo es utilizar la PEGilación con moléculas pequeñas y, más 

precisamente su aplicación a cannabinoides. La lipofilia de estos últimos dificulta 

su manejo en los experimentos farmacológicos y en su administración. Por lo 

tanto, se planteó la preparación de bioconjugados del polímero PEG con el propio 


9
-THC, con las diarilpirazolcarboxamidas descritas en el capítulo anterior, con 

un cannabinoide bivalente y con un cromenopirazol previamente descrito por 

nuestro grupo de trabajo
131

.  

Se seleccionó el material polimérico según dos criterios: su peso molecular y sus 

posibilidades de activación. Elegimos el monometoxipolietilenglicol (mPEG) 

lineal de estructura general CH3O(CH2CH2O)nH y con un peso molecular 

promedio de 2000 (mPEG2000). La absorción por el tracto intestinal es mejor a 

bajo peso molecular, a partir de 4000 el PEG se absorbe solamente un 10%.
132

 Sin 

embargo, los PEG de peso molecular superior a 1000 se eliminan más fácilmente 

del organismo,
133

 lo que justifica nuestra elección de un PEG de peso molecular 

2000. Con el fin de disponer de un polímero monofuncional, utilizamos el 

mPEG2000. 
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3.1.- Conjugados PEG-aminoalquilpirazolcarboxamidas:  

3.1.1.- SÍNTESIS DE LOS CONJUGADOS PEG-

AMINOALQUILPIRAZOLCARBOXAMIDAS: 

Para realizar la PEGilación de las aminas de las diarilpirazolcarboxamidas 10a-

10l expuestas en el capítulo anterior, fue necesaria la activación del mPEG2000. 

Esta activación se puede realizar a cualquier estructura de PEG por tratamiento 

del mismo con diferentes agentes alquilantes o acilantes, para dar lugar a los 

correspondientes derivados, como se puede observar en la figura 18. 

 
Figura 18. Derivados activados de PEG. 

Para la formación del mPEG activado, se hizo reaccionar el mPEG comercial con 

N,N’-disuccinimidil carbonato en presencia de DMAP como se muestra en el 

esquema 6.   

 
Esquema 6 
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El producto precipitó en el medio de reacción dando lugar al 2,5-dioxopirrolidin-

1-il carbonato de mPEG 11. 

La preparación de los conjugados PEG-aminoalquilpirazolcarboxamidas se 

realizó siguiendo el esquema de síntesis representado como esquema 7. El 

mPEG2000 activado 11 reaccionó con las aminas de las 

diarilpirazolcarboxamidas 10a-10j y 10l en presencia de TEA con rendimientos 

de moderados a buenos. 

 Esquema 7 

Tras varios intentos no se consiguió la PEGilación de la N-(2-aminofenil)-5-(4-

clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxamida 10k. Lo más 

probable es que se deba al mayor impedimento estérico que presenta el grupo 

amino de 10k que debe reaccionar con el mPEG activado lo que hace que el 

acercamiento entre dicho grupo amino y el grupo succinimidilo del mPEG 11 se 

vea dificultado. 
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3.1.2.- ELUCIDACIÓN ESTRUCTURAL:  

La caracterización estructural de los intermedios descritos en este apartado se 

llevó a cabo en base a sus datos analíticos, de espectrometría de masas, de RMN 

de 
1
H y 

13
C, que están recogidos en la parte experimental.  

Los productos finales, derivados de PEG, son más difíciles de caracterizar. Esto 

es debido a que los polímeros sintéticos están formados por macrocadenas que 

pueden diferir en una o varias unidades repetitivas, sin que por ello varíen sus 

características. Esto hace que no exista un único peso molecular, sino una 

distribución de pesos moleculares. Algunas de las cadenas poliméricas serán 

mucho más grandes que otras, y otras serán mucho más pequeñas, estando el 

mayor número agrupado alrededor de un punto central. Dicha distribución puede 

obtenerse representando en el eje X la cantidad de polímero que hay presente 

frente a un peso molecular determinado representado en el eje Y (figura 19). 

 

Figura 19. Distribución de pesos moleculares de un polímero. 

Por lo tanto, cuando se trata de polímeros, hay que hablar de pesos moleculares 

promedio. Estos a su vez pueden calcularse de diferentes maneras, y cada una 

tiene su propio valor. 

 

 

número de 

moléculas 

peso molecular 
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Peso molecular promedio en número, Mn – Es el cociente entre el peso total de 

todas las moléculas poliméricas contenidas en una muestra, y el número total de 

moléculas poliméricas en dicha muestra: 

 

siendo Ni el número de macromoléculas de peso molecular Mi. 

Peso molecular promedio en peso, Mw – Está basado en el hecho de que una 

molécula más grande contiene más de la masa total de la muestra polimérica que 

las moléculas pequeñas: 

 

Índice de polidispersidad, IP – Ambos pesos moleculares se relacionan entre sí a 

través del llamado índice de polidispersidad (IP), que indica el grado de 

homogeneidad de pesos moleculares que presentan las moléculas del polímero. 

Así, si IP  1.01-1.05 se trata de polímeros monodispersos, si es mayor de estos 

valores, son polímeros polidispersos. Este índice se calcula a través de la 

siguiente expresión: 

 

En la figura 20 se representa una distribución de pesos moleculares para un 

polímero con indicación de sus pesos moleculares promedio. Para obtener dicha 

distribución se emplea, entre otras técnicas analíticas, la espectrometría de masas. 
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Figura 20. Distribución de pesos moleculares en un polímero.  

Se caracterizaron los derivados de PEG 12a-12j y 12l por RMN de 
1
H y 

13
C. El 

peso molecular se determinó por espectrometría de masas por ionización MALDI.  

Tradicionalmente, la espectrometría de masas ha tenido un uso limitado para el 

estudio de especies con alta masa molecular (exceptuando el FAB para proteínas), 

ya que requiere que los analitos sean transferidos a la fase gas como especies 

ionizadas intactas y aisladas. El desarrollo a finales de los años 80 de la 

ionización por electrospray (ESI) y por desorción láser asistida por matriz 

(MALDI, Matrix-Assisted Laser Desorption Ionisation), revolucionaron el 

análisis por espectrometría de masas de moléculas grandes. 

En la ionización MALDI, para poder conseguir iones es necesario mezclar el 

polímero con una sustancia que absorba en el ultravioleta y que recibe el nombre 

de matriz. Para nuestro caso utilizamos el ácido 2,5-dihidroxibenzoico como 

matriz. La mezcla se introduce dentro de la cámara de ionización del 

espectrómetro donde se hace incidir un láser pulsado de nitrógeno lo que provoca 

la desorción de parte de las moléculas de matriz y polímero. 

Una vez que se tienen las moléculas del polímero ionizadas y en estado gas, se 

hacen pasar al analizador para que se produzca su separación. Los iones, una vez 
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separados, llegan al detector TOF (Time Of Flight) en orden creciente de sus 

relaciones masa/carga (m/z), por lo que el registro es una representación del 

número de moléculas que hay de un determinado peso molecular (figura 21) 

 
Figura 21. Espectro de masas de un polímero. 

A partir de los espectrómetros de masas obtenidos por ionización MALDI-TOF, 

se determinaron para cada uno de los conjugados de PEG su peso molecular 

promedio en número (Mn), el peso molecular promedio en peso (Mw) y el índice 

de polidispersidad (IP). Estos datos se encuentran recogidos en la parte 

experimental de la presente memoria. 

Esta técnica nos permitió, además de evaluar el peso molecular de los conjugados 

de PEG, evaluar su pureza. 

3.1.3.- ESTUDIO DE LA SOLUBILIDAD EN AGUA: 

La solubilidad en agua es un parámetro físico-químico muy importante en la 

biodisponibilidad de un fármaco ya que, cuando éste se administra de forma oral, 

debe ser soluble en el contenido acuoso del tracto gastrointestinal antes de pasar a 

través de la membrana intestinal, ya sea por difusión pasiva o transporte activo, 

hacia la sangre para su distribución en el organismo. Incluso si el fármaco no se 

administra por vía oral necesita disolverse en un líquido o gel acuoso para poder 

ser administrado por vía parenteral. Por lo tanto, la medida experimental de la 

m/z 

Intensidad 

(número de 

Moléculas) 
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solubilidad en agua de un compuesto, o bien su predicción, es un aspecto 

importante en el desarrollo de un medicamento. 

Como ya se ha comentado anteriormente en esta tesis, uno de los problemas que 

presentan los compuestos cannabinoides para su desarrollo es su baja o escasa 

solubilidad en agua debido a su lipofilia. Por ello, llevamos a cabo un estudio 

experimental de la solubilidad en agua de los conjugados cannabinoide-mPEG 

sintetizados. 

Para la realización de este estudio, se tomó el conjugado cannabinoide PEGilado 

12f por ser del que disponíamos mayor cantidad, y se suspendió un exceso de 

dicho conjugado en agua desionizada, a pH neutro, y se sonicó. No conseguimos 

una disolución saturada como se esperaba sino que se formó un gel. En la 

bibliografía se describe que los polímeros de PEG son capaces de formar 

hidrogeles. Esto se debe a que forman una red tridimensional de cadenas flexibles 

que retienen cantidades considerables de agua. Han sido utilizados para la 

liberación controlada de fármacos ya que el fármaco puede ser encapsulado o 

unido covalentemente a la red polimérica siendo luego capaz de hidrolizarse, por 

ejemplo por vía enzimática.  

Debido a la formación de este tipo de geles a concentraciones saturadas, se evaluó 

de forma aproximada la solubilidad de nuestros conjugados disolviendo una 

cantidad de cada compuesto en agua desionizada hasta su completa disolución 

visual. Estos datos experimentales se encuentran recogidos en la tabla 3 junto con 

datos teóricos de lipofilia determinados por un método de predicción in sílico. Se 

usó el programa ALOGPS 2.1.
134

 Este programa estima el coeficiente de partición 

octanol-agua (logP) y la solubilidad en agua (logScalc.) de compuestos químicos a 
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partir de sus pesos moleculares e índices del estado electrotopológico con la 

ayuda de redes neuronales artificiales. 

Como se esperaba, la solubilidad en agua disminuye al aumentar el valor de log P. 

Compuesto Espaciador 

Solubilidad 

aprox. 

(mg/mL) 

logSexp 
logP  

(ALOGPS 2.1) 

12b (CH2)4 101 -1.392 1.60 

12c (CH2)5 102 -1.391 1.70 

12d (CH2)6 109 -1.364 1.82 

12f (CH2)8 86 -1.472 2.03 

12g (CH2)9 88 -1.463 2.13 

12j 
 

47 -1.731 2.10 

12l 
 

25 -2.023 2.73 

Tabla 3. Datos de solubilidad experimentales y teóricos. 

3.1.4.- ENSAYOS METABÓLICOS DE BIOTRANSFORMACIÓN:  

Los conjugados PEG-aminoalquilpirazolcarboxamidas se prepararon con el 

objetivo de conseguir profármacos. Esta hipótesis nos llevó a estudiar el posible 

mecanismo metabólico antes de valorar sus propiedades farmacológicas. Para 

ello, elegimos el conjugado polimérico 12e. Dicho conjugado, es un derivado 

pirazólico unido a una cadena alquílica vía enlace amida y que lleva una cadena 

de polietilenglicol unida por enlace carbamato. Por lo tanto, se pueden proponer 

dos vías de hidrólisis enzimática: 

- Hidrólisis del enlace carbamato para dar lugar al derivado aminoalquilo 

10e. 

- Hidrólisis del enlace amida adyacente al núcleo de pirazol para dar lugar 

al ácido 5 indicado en el esquema 8. 
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Esquema 8 

Por consiguiente, este tipo de conjugado podría metabolizarse enzimáticamente, 

in vivo,  por distintos tipos de esterasas como las carboxilesterasas, que son 

enzimas responsables de la detoxificación de xenobióticos y que se ha visto que 

actúan también en carbamatos, tioésteres y amidas.
135

 También podrían 

metabolizarse por enzimas del citocromo P450 que es una gran y diversa 

superfamilia de hemoproteinas asociadas a las membranas citoplasmática, 

mitocondrial y del retículo endoplásmico, donde actúan metabolizando cientos de 

sustancias endógenas y exógenas. Este citocromo está involucrado en el 

metabolismo de los fármacos en nuestro organismo al jugar un papel fundamental 

en la fase oxidativa del metabolismo (conocida como fase I). 

Así, los sistemas enzimáticos que se usaron para la realización de este ensayo 

metabólico con el conjugado de PEG 12e fueron:  

- una mezcla S9 de hígado de rata que contiene enzimas microsomales y 

citosólicas encargadas del metabolismo; 

                                                             
135

 P. M. Potter y R. M. Wadkins "Carboxylesterases - Ddetoxifying Enzymes and Targets 

for Drug Therapy" Current Medicinal Chemistry 2006, 13, 1045. 



 
91 CANNABINOIDES HIDROSOLUBLES 

- microsomas de hígado humano (HLM, Human Liver Microsomes) que 

contiene, entre otras enzimas, citocromo P450, flavin-monooxigenasas, 

carboxilesterasas, epóxido hidrolasa y UDP-glucuronosiltransferasas; y 

- supersomas CYP3A4 que contienen enzima recombinante humana 

citocromo P450 3A4 (CYP3A4) con P450 reductasa, ya que se encuentra 

en la bibliografía que el rimonabant se metaboliza por el CYP3A4. 

Se eligieron estos sistemas enzimáticos teniendo en cuenta que el hígado es el 

principal lugar de biotransformación y que el sistema enzimático CYP3A4 es el 

responsable de la eliminación presistémica intestinal de muchos fármacos que 

presentan escasa biodisponibilidad. 

Los ensayos enzimáticos se realizaron por un método cromatográfico mediante 

HPLC. La detección de los compuestos se hizo mediante DAD (Diode Array 

Detection) a 243, 254, 265 y 280 nm. 

En primer lugar, se procedió a la optimización de la separación analítica para 

conseguir determinar y cuantificar los posibles metabolitos de las reacciones 

enzimáticas, el N-(7-aminoheptil)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-

1H-pirazol-3-carboxamida (10e), el ácido 5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-

metil-1H-pirazol-3-carboxílico (5) y el propio sustrato 12e. En las condiciones 

cromatográficas empleadas (ver punto 1.2.11 de la Parte Experimental), los 

compuestos eluyeron en los siguientes tiempos de retención: 10e a 20.3 min, 5 a 

23.7 min y el sustrato 12e a 24.6 min.  

Se realizaron numerosos ensayos con el sustrato 12e en cada uno de los tres 

sistemas enzimáticos descritos anteriormente. Como se describe en el punto 

1.2.11 de la Parte Experimental, se llevaron a cabo variaciones sobre la 

concentración del sustrato en agua, la concentración del sistema enzimático, 

presencia o no del cofactor NADPH y el tiempo de incubación. Para cada uno de 
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los ensayos realizados, el medio de reacción se centrifugó y congeló a -20ºC hasta 

la inyección en HPLC. 

En los ensayos con la fracción S9 de hígado de rata, con el HLM, y con el 

CYP3A4 tanto con el cofactor NADPH como sin él, no se observó la presencia de 

ningún metabolito de manera significativa por lo que el compuesto 12e es estable 

frente a los sistemas enzimáticos probados. 

También se realizaron algunas pruebas con enzimas proteasas utilizando una 

mezcla de tripsina con quimiotripsina y proteasa bacteriana a una concentración 

de 1 mg/mL (1h a 37ºC) pero tampoco se observó hidrólisis del conjugado 12e. 

Además de estos ensayos, se realizó una prueba de estabilidad química. Para ello 

se incubó 1 mL del compuesto 12e (210 M) con 50 L de HCl concentrado a 

37ºC durante 1h. No se observó una degradación inmediata significativa mediante 

HPLC con lo que se podría decir que el compuesto 12e es relativamente estable 

en estas condiciones. Sin embargo, después de 4 días a temperatura ambiente el 

producto finalmente se descompuso. 

3.1.5.- EVALUACIÓN FARMACOLÓGICA: 

Nuestro objetivo era utilizar la conjugación al polímero de mPEG para obtener 

profármacos hidrosolubles de compuestos cannabinoides. Pues bien, con los 

ensayos metabólicos anteriores se demostró que la parte estructural cannabinoide 

no se libera del mPEG ni enzimática ni hidrolíticamente por lo que, estos 

compuestos conjugados con mPEG se enviaron a ensayos farmacológicos como 

nuevas entidades.  

Ensayos de desplazamiento de radioligando – Como en los demás ensayos de 

desplazamiento de radioligando realizados con otras moléculas incluidas en esta 

tesis, la afinidad por los receptores cannabinoides CB1 y CB2 de los nuevos 

compuestos sintetizados 12a-12j y 12l se evaluó mediante la realización de 
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ensayos de desplazamiento del radioligando [
3
H]-CP55940 en células 

transfectadas con receptores humanos CB1 y CB2. Los valores de desplazamientos 

se expresaron en constantes de afinidad (Ki) como se muestra en la siguiente tabla 

5. 

 
Compuesto Espaciador Ki (nM) CB1 Ki (nM) CB2 

12a (CH2)3 50% >40M 

12b (CH2)4 53% >40M 

12c (CH2)5 55% 62% 

12d (CH2)6 2806  642 5487  2095 

12e (CH2)7 1680  1000 8840  3000 

12f (CH2)8 640  161 3327  1046 

12g (CH2)9 532  81 12180  397 

12h (CH2)10 334  105 12600  6000 

12i (CH2)12 1200  400 8343  591 

12j 
 

1083  80 66% 

12l 
 

255  67 54% 

Rimonabant
a  1.8 > 1000 


9
-THC

a  40.7 36.4 

Tabla 4. Constantes de afinidad. 
a
R. Vidal, E. Castro, A. Pazos, Avances Recientes En 

La Farmacología Del Sistema Endocannabinoide, in Actualización Sobre El Potencial 

Terapéutico De Los Cannabinoides. 2009: Madrid. p. 33 y 37. 

Cuatro de los diarilpirazoles conjugados a PEG estudiados (compuestos 12f, 12g, 

12h y 12l) mostraron valores de constantes de afinidad submicromolar (334 - 640 

nM) para el receptor CB1. Estos datos corresponden a un espaciador de cadena 

alquílica de ocho, nueve y diez metilenos y al espaciador bifenílico. Sin embargo, 

ninguno de los diarilpirazoles conjugados a PEG estudiados mostró una afinidad 

significativa por el receptor cannabinoide CB2 respecto al receptor CB1. 
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Ahora bien, si comparamos estos resultados con los derivados de diarilpirazol 

descritos en el capítulo anterior que llevan la función amina (10a–10l) o el grupo 

Boc (8a–8l), parece muy difícil establecer una relación estructura-actividad (ver 

tablas 6 y 7). Desde un punto de vista general, se puede concluir que la presencia 

del grupo amino (10a–10l) confiere afinidad hacia los dos tipos de receptores 

cannabinoides CB1 y CB2. La presencia del grupo Boc (8a–8l), excepto para los 

compuestos 8a y 8e, impide la unión a dichos receptores. En cuanto a la presencia 

del polímero PEG en la estructura se han obtenido algunos conjugados con 

valores de Ki significativos para el receptor cannabinoide CB1. 

CB1 Boc NH2 PEG 

Espaciador Ki (nM) 8a-8l Ki (nM) 10a-10l Ki (nM) 12a-12l 

(CH2)3 28.5 104  81 50% 

(CH2)4 >40 M 0.61  0.09 53% 

(CH2)5 2160 386  187 55% 

(CH2)6 >40 M 133  28 2806  642 

(CH2)7 261 6  3 1680  1000 

(CH2)8 >40 M 151  85 640  161 

(CH2)9 >40 M 351  283 532  81 

(CH2)10 >40 M 31  11 334  105 

(CH2)12 >40 M Insoluble a 10 mM 1200  400 

 
4520 76  6 1083  80 

 
>40 M 43  14 255  67 

Rimonabant
a 1.8 


9
-THC

a 40.7 

Tabla 5. Valores de afinidades para el receptor CB1. 
a
R. Vidal, E. Castro, A. Pazos, 

Avances Recientes En La Farmacología Del Sistema Endocannabinoide, in 

Actualización Sobre El Potencial Terapéutico De Los Cannabinoides. 2009: Madrid. 

p. 33 y 37. 
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CB2 Boc NH2 PEG 

Espaciador Ki (nM) 8a-8l Ki (nM) 10a-10l Ki (nM) 12a-12l 

(CH2)3 >40 M 2560  1315 >40M 

(CH2)4 >40 M 121  27 >40M 

(CH2)5 >40 M 872  225 62% 

(CH2)6 >40 M 494  256 5487  2095 

(CH2)7 >40 M 349  179 8840  3000 

(CH2)8 >40 M 526  39 3327  1046 

(CH2)9 >40 M 356  58 12180  397 

(CH2)10 >40 M 343  58 12600  6000 

(CH2)12 >40 M Insoluble a 10 mM 8343  591 

 
>40 M 176  48 66% 

 
>40 M >40M 54% 

Rimonabant
a > 1000 


9
-THC

a 36.4 

Tabla 6. Valores de afinidades para el receptor CB2. 
a
R. Vidal, E. Castro, A. Pazos, 

Avances Recientes En La Farmacología Del Sistema Endocannabinoide, in 

Actualización Sobre El Potencial Terapéutico De Los Cannabinoides. 2009: Madrid. 

p. 33 y 37. 

De estos conjugados de mPEG obtenidos se eligieron los compuestos 12e, 12f, 

12g, 12h y 12l para seguir ensayándolos en posteriores pruebas farmacológicas. 

Con el fin de verificar el papel que podría jugar el resto polimérico de 

polietilenglicol sobre el reconocimiento de los receptores cannabinoides, se 

evaluó el desplazamiento del radioligando [
3
H]CP55940 para el compuesto de 

mPEG activado 11 que viene recogido en la figura 22. Su falta de afinidad indica 

que el resto polimérico por sí solo no se une a los receptores cannabinoides.  
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Figura 22. Compuesto de mPEG activado. 

Ensayos en tejidos aislados – Se realizaron ensayos en conducto deferente de 

ratón de los compuestos 12e (Ki(CB1) = 1680 nM), 12f (Ki(CB1) = 640 nM), 12g 

(Ki(CB1) = 532 nM), 12h (Ki(CB1) = 334 nM) y 12l (Ki(CB1) = 255 nM). Con el 

fin de determinar su funcionalidad como agonistas cannabinoides, fueron 

administrados en un intervalo de concentraciones crecientes (10
-7 

- 1.8x10
-5

 M) al 

baño de órganos. Como se puede observar en la figura 23, ninguno de los 

conjugados ensayados presentaron efecto agonista ya que, incluso a altas 

concentraciones (1.8x10
-5

 M) los valores de inhibición no llegaron al 20%. 

 
Figura 23. Representación gráfica del efecto inhibitorio sobre la respuesta contráctil. 

A continuación se ensayó el efecto antagonista de los compuestos 12e, 12f, 12g, 

12h y 12l y para ello, en cada ensayo se administró una dosis única del compuesto 

(10
-6

 M) al baño de órganos. La preparación se incubó y posteriormente se 

determinó la curva por adición de concentraciones crecientes del agonista 

cannabinoide WIN55,2122 (10
-7 

- 1.8x10
-5

 M) ya que un antagonista cannabinoide 
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sería capaz de bloquear el efecto inhibitorio de la contracción producida por el 

agonista patrón WIN.  

Como se indica en las figura 24 los compuestos 12f, 12g y 12l no fueron capaces 

de antagonizar el efecto de WIN, por lo que no se comportan como antagonistas 

cannabinoides. 

 
Figura 24. Representación gráfica del efecto inhibitorio sobre la respuesta contráctil. 

Sin embargo, para los compuestos 12e y 12h se observó actividad antagonista a la 

concentración de 10
-6

 M y 2x10
-6

 M (figuras 25 y 26). En el caso del compuesto 

12h, el antagonismo no fue dosis dependiente. 
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Figura 25. Representación gráfica del efecto inhibitorio sobre la respuesta contráctil 

frente a WIN 55, 212-2: *p<0.05, **p<0.01, ANOVA dos vías, Bonferroni 

 

 
Figura 26. Representación gráfica del efecto inhibitorio sobre la respuesta contráctil 

frente a WIN 55, 212-2: *p<0.05, ANOVA dos vías, Bonferroni 

Por lo tanto, podemos concluir que los conjugados 12e y 12h desplazaron el 

efecto del WIN pudiendo presentar perfil antagonista cannabinoide interesante 

para seguir con ensayos comportamentales in vivo. 

-10 
0 

10 
20 

30 
40 
50 

60 
70 

80 
90 

10-7 3x10-7 9x10-7 2,7x10-6 8,1x10-6 1,8x10-5 

[M] 

WIN 

12e 10-6 

12e 2x10-6 

** 

* 

%INHIBICIÓN 

-10 
0 

10 
20 

30 
40 
50 

60 
70 

80 
90 

10-7 3x10-7 9x10-7 2,7x10-6 8,1x10-6 1,8x10-5 

[M] 

WIN 

12h 10-6 

12h 2x10-6 

* 

* 

%INHIBICIÓN 



 
99 CANNABINOIDES HIDROSOLUBLES 

Tetrada cannabinoide in vivo – La tetrada cannabinoide consiste en un conjunto 

de cuatro ensayos de comportamiento que son la antinocicepción, la hipotermia, 

la actividad locomotora e inmovilidad en el anillo (catalepsia). 

En estos ensayos, el compuesto agonista cannabinoide de referencia WIN55,2122 

a las dosis de 2.5 y 5 mg/kg produce analgesia, hipotermia, catalepsia y 

disminución de la locomoción, siendo antagonizado por 1 mg/kg del compuesto 

agonista cannabinoide AM251. 

Se realizaron los ensayos de tetrada cannabinoide en ratón sobre los compuestos 

12e y 12h administrándolos por vía intraperitoneal. El efecto agonista del WIN se 

estudió a los 20 minutos después de su administración y los conjugados 12e y 12h 

se inyectaron 30 minutos antes que el WIN. 

Como se observa en la figura 27, la administración intraperitoneal del compuesto 

12e a la dosis de 5 mg/kg no produjo ninguna modificación en los parámetros 

evaluados descartando, por tanto, una actividad cannabimimética. En cuanto a la 

evaluación de las propiedades antagonistas, se evaluó la reversión del efecto de 

WIN (2.5 mg/kg) a las dosis de 2 y 5 mg/kg de 12e. A estas concentraciones se 

puede observar en los cuatro ensayos realizados que el compuesto 12e no 

antagoniza el efecto del WIN. 
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Figura 27. Representación gráfica de los resultados de la tetrada cannabinoide del 

compuesto 12e. 

En la figura 28 se puede ver que el compuesto 12h a las dosis de 2 y 5 mg/kg 

tampoco modificó los efectos producidos por el agonista cannabinoide WIN, por 

lo tanto, no se comporta como antagonista cannabinoide en estos ensayos in vivo. 

 

Figura 28. Representación gráfica de los resultados de la tetrada cannabinoide del 

compuesto 12h. 
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El hecho de no modificarse el comportamiento en ninguno de los cuatro ensayos 

de la tetrada cannabinoide se puede deber a que los compuestos no tienen 

actividad in vivo o a que  no son capaces de atravesar la barrera hematoencefálica 

a estas dosis probadas (2 y 5 mg/kg). 

Microdiálisis cerebral en animal despierto – Los agonistas cannabinoides que 

actúan sobre los receptores cannabinoides CB1, lo hacen, generalmente, a nivel 

del sistema nervioso central ya que estos receptores se encuentran en gran medida 

en el cerebro. El hecho de que 12e y 12h no tengan actividad en los ensayos de 

tetrada característicos de los efectos centrales, nos conduce a la hipótesis de que 

no pasen la barrera hematoencefálica. 

Por ello, nos propusimos realizar un ensayo de microdiálisis cerebral en animales 

despiertos eligiendo el compuesto 12h para ello. 

Hacer microdiálisis con compuestos cannabinoides es muy complejo debido a su 

lipofilia. Así, la ventaja del conjugado de mPEG 12h es que es soluble en agua. 

Por otra parte, el método usado es indirecto ya que se trata de medir los niveles de 

serotonina (5-HT) en el cerebro tras la administración del compuesto a evaluar 

porque se ha visto que los cannabinoides alteran esos niveles. 

Con este método se han determinado los niveles de serotonina tras la 

administración del conjugado PEGilado 12h por vía intraperitoneal a ratas Wistar 

macho despiertas a las cuales se les realiza previamente una implantación 

estereotáxica de cánula-guía. El procedimiento de microdiálisis consiste en una 

perfusión continua de líquido cefalorraquídeo de cuyo contenido se analizan los 

niveles de serotonina mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

acoplada a un detector electroquímico (para más información, ver punto 2.3. de la 

Parte Experimental de esta tesis). 

En la figura 29 se representa el efecto del rimonabant sobre los niveles de 

serotonina en corteza cerebral de rata tras su administración intraperitoneal 
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medidos en la microdiálisis. Tras la administración de rimonabant tanto en Cortex 

Prefrontal (PFC), un área terminal de inervación noradrenérgica y serotonérgica, 

como en  Locus Coeruleus (LC), el principal núcleo noradrenérgico del cerebro, 

se observa un aumento de los niveles basales de serotonina a la dosis de 10 

mg/kg, lo que indica el paso de la barrera hematoencefálica del rimonabant. 

Efectivamente, está descrito que la administración de rimonabant a dosis 

superiores a 3 mg/kg incrementa la concentración de serotonina en la corteza 

prefontral.
136
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Figura 29. Representación gráfica de los niveles de serotonina en microdiálisis. La flecha 

indica el momento en el que se administra el rimonabant. 

Para la realización del ensayo de microdiálisis con el conjugado 12h a una dosis 

de 30 mg/kg, se empleó una dosis elevada del compuesto considerando que posee 

menos afinidad por el receptor cannabinoide CB1 (Ki = 334 nM) que el 

antagonista cannabinoide de referencia, rimonabant (Ki = 1.8 nM). Como se 

muestra en la figura 30, el compuesto 12h aumenta los niveles de serotonina a 

dosis de 30 mg/kg. Este dato indica que dicho conjugado PEGilado 12h o algún 

metabolito activo derivado es capaz de atravesar la barrera hematoencefálica. 

                                                             
136

 E. T. Tzavara, R. J. Davis, K. W. Perry, X. Li, C. Salhoff, F. P. Bymaster, J. M. Witkin 

y G. G. Nomikos "The Cb1 Receptor Antagonist Sr141716a Selectively Increases 

Monoaminergic Neurotransmission in the Medial Prefrontal Cortex: Implications for 

Therapeutic Actions" British Journal of Pharmacology 2003, 138, 544. 
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Figura 30. Representación gráfica de los niveles de serotonina en microdiálisis. Las 

flechas indican el momento en el que se administra el rimonabant. 

Así pues, la falta de modificación observada en la conducta comportamental del 

ratón tras la administración de 12h (tetrada cannabinoide descrita previamente), 

puede deberse a una dosis inyectada demasiado baja (la dosis más alta empleada 

fue de 10 mg/kg).  

3.2.- Conjugado PEG-cannabinoide bivalente 

Anteriormente, nuestro grupo de trabajo sintetizó y describió las propiedades 

farmacológicas de ligandos cannabinoides bivalentes
137

 cuyas estructuras se 

representan en la figura 31. 

 

Figura 31. Estructura general de ligandos cannabinoides bivalentes. 

El N,N’-heptano-1,7-diilbis[5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-1H-pirazol-3-

carboxamida] (n=7) mostró una alta afinidad por el receptor cannabinoide CB1. 

Otros compuestos de esta serie (n=4 y n=12) consiguieron desplazar el 

                                                             
137

 F. J. Bermudez Silva, F. Rodriguez de Fonseca, M. Romero Cuevas, N. Jagerovic, C. 

Fernandez Fernandez y M. P. Goya Laza; "Bivalent Pyrazole Derivatives as Food Intake 

Inhibitors"; WO2010128191 
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radioligando del receptor cannabinoide CB2 con un alto porcentaje. Sin embargo, 

debido a la alta lipofilia de dichos compuestos no se consiguieron determinar las 

constantes de afinidad correspondientes. Por lo tanto, nos propusimos sintetizar 

un conjugado PEG-cannabinoide bivalente (figura 32). Por ello, elegimos el 

hexaetilenglicol que tiene una toxicidad más reducida que otros PEG de peso 

molecular más bajo. 

 

Figura 32. Estructura del conjugado PEG-cannabinoide bivalente. 

3.2.1.- SINTESIS DEL CONJUGADO PEG-CANNABINOIDE BIVALENTE: 

Se preparó el conjugado PEG-cannabinoide bivalente 13 como se describe en el 

esquema 9. Al cloruro de ácido 6 se le hizo reaccionar con el hexaetilenglicol 

comercial dando lugar a una mezcla de PEG monosustituído (compuesto 14) y 

disustituído (compuesto 13) en presencia de TEA. Aunque se utilizó un exceso 

del cloruro de ácido del diarilpirazol 6 se obtuvo el compuesto disustituído 13 y el 

monosustituído 14. 

 Esquema 9 
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La caracterización estructural de los intermedios y productos finales descritos en 

este apartado se llevó a cabo en base a sus datos analíticos, de espectrometría de 

masas MALDI-TOF, de RMN de 
1
H y 

13
C, que están recogidos en la parte 

experimental. 

3.2.2.- EVALUACIÓN FARMACOLÓGICA:  

Se hicieron ensayos de afinidad por los receptores cannabinoides CB1 y CB2 del 

compuesto bivalente 13 y del diarilpirazol conjugado con hexaetilenglicol 14. Los 

datos que se obtuvieron en este ensayo se recogen en la siguiente tabla 7. 

Compuesto Ki (nM) CB1 Ki (nM) CB2 

13 386  104 810  334 

14 3500  1760 3280  970 

Tabla 7. Constantes de afinidad. 

Los resultados obtenidos son muy interesantes. Por un lado, el diarilpirazol 

conjugado con mPEG 14 tiene poca afinidad por los receptores cannabinoides, lo 

que concuerda con los resultados de la literatura que sugieren que los grupos 

hidrófobos son necesarios en la posición 1 de la carboxamida
138

. Por otro lado, se 

observa una mejora de la afinidad para los dos tipos de receptores CB1 y CB2 con 

el compuesto bivalente 13. Este aumento de afinidad puede deberse a una 

interacción con los receptores cannabinoides diméricos. 

Los receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) se consideran tradicionalmente 

como entidades monoméricas. Sin embargo, contamos con numerosos datos que 

sugieren que pueden existir complejos oligoméricos y, en particular, homo o 

heterodímeros. Por lo tanto, el hecho de que el compuesto bivalente 13 posee más 

afinidad que el propio compuesto monomérico 14, sugiere que la presencia de un 
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Pertwee, L. A. Stevenson y B. F. Thomas "Synthesis and Structure-Activity Relationships 
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segundo farmacóforo podría interaccionar con el sitio de unión de un receptor 

próximo (figura 33). 

 
Figura 33. Farmacóforos en los compuestos 13 y 14. 

Según estudios de modelización molecular realizados con receptores de rodopsina 

bovina y otros estudios realizados con receptores opioides, la distancia entre los 

sitios de unión es de aproximadamente 20-30 Å para receptores acoplados a 

proteínas G (GPCRs).
139

 

Portoghese y colaboradores han descrito en la literatura estudios de ligandos 

bivalentes para los receptores opioides.
140

 Variando el espaciador, consiguieron 

los mejores resultados con un espaciador de 19 metilenos, lo que corresponde a 

unos 22 Å. 
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El espaciador de PEG utilizado en nuestro caso es de 17 átomos 

(aproximadamente 20 Å), una distancia coherente con los datos de la literatura. 

Posteriormente a nuestros estudios, han aparecido publicados por Brian F. 

Thomas y colaboradores
141

 ligandos bivalentes del receptor cannabinoide CB1 

(figura 34). Los espaciadores que se emplearon fueron aminoalquilos 

consiguiendo la mejor actividad con el espaciador de 15 átomos. 

 
Figura 34. Estructuras cannabinoides bivalentes obtenidas por el grupo de Brian F. 

Thomas y colaboradores. 

Nuestros resultados obtenidos para el compuesto bivalente 13 son muy 

preliminares pero son consistentes con la hipótesis de interacción con dímeros de 

receptores cannabinoides. 

3.3.- Conjugados 
9
-THC-mPEG: 

En la actualidad, el uso terapéutico del 
9
-THC está autorizado en varios países 

como antiemético y analgésico. Sin embargo, su desarrollo no está a la altura de 

su potencial debido a las consideraciones legales pero también a su forma de 

administración. Esto es, la cantidad de 
9
-THC que se absorbe y la velocidad de 

absorción dependen de su vía de administración
142

. Así, por ejemplo, la 

biodisponibilidad del 
9
-THC por vía oral es de un 10-25%, debido a que es 

destruido parcialmente por el jugo gástrico y a que está sometido a 
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Receptor" Journal of Medicinal Chemistry 2010, 53, 7048. 
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metabolización hepática. Los efectos se inician entre 30 min y 2 h después de su 

ingesta y duran de 2 a 6 h. Las concentraciones plasmáticas de 
9
-THC que se 

alcanzan tras la administración por vía oral pueden resultar modificadas por la 

presencia de alimentos, sobre todo lípidos, los cuales aumentarían su 

biodisponibilidad
143

. 

En los ensayos clínicos, se suele usar la vía oral como vía de administración. Así, 

el Marinol
®
 (Solvay Pharmaceutical), 

9
-THC sintético, se administra en cápsulas 

disuelto en aceite de sésamo. El Cannador
®
 (Society for Clinical Research) que 

contiene extractos de la planta, se encuentra igualmente en forma de cápsulas. 

Respecto al Sativex
®
 (GW Pharmaceuticals), la mezcla 1:1 de 

9
-THC y 

cannabidiol se administra por vía oromucal. 

Con objetivo de modificar la biodisponibilidad y solubilidad del 
9
-THC y 

teniendo en consideración el problema que conlleva su alta lipofilia y las 

características del PEG expuestas en la introducción de este capítulo, nos pareció 

interesante tratar de conseguir un derivado de 
9
-THC cuya estructura estuviera 

conjugada con un polímero de tipo PEG. 

3.3.1.- SÍNTESIS DE LOS CONJUGADOS:  

3.3.1.1.- Conjugado 
9
-THC-mPEG vía enlace carbonato: 

Para obtener el conjugado de 
9
-THC-mPEG con enlace carbonato entre las dos 

especies (como los compuestos del apartado anterior 3.1.1), nos propusimos 

llevar a cabo la reacción representada en el siguiente esquema 10:  
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Esquema 10 

Así, se intentó realizar la síntesis del conjugado del 
9
-THC con el mPEG para lo 

cual, y siguiendo un procedimiento parecido a la síntesis del PEG activado 11, se 

hizo reaccionar al 
9
-THC comercial con el mPEG activado 11 en ligero exceso 

en presencia de DMAP según se indica en el esquema 10. 

Sin embargo, no se consiguió una reacción completa. A pesar de emplear tiempos 

de reacción de varios días, se observó que no se consumía todo el 
9
-THC de 

partida dificultando las purificaciones.. 

El hecho de que el 
9
-THC sea una molécula relativamente inestable ya que es 

susceptible de oxidarse y reordenarse para formar, en su mayoría, cannabinol (ver 

esquema 11);
144

 limitó considerablemente las variaciones de las condiciones de 

reacción que se realiza a temperatura ambiente y en ausencia de luz. 

 

Esquema 11. Oxidación del 
9
-THC a cannabinol 

Debido a la serie de normativas y formularios de seguridad necesarios para la 

obtención de 
9
-THC, realizamos un estudio metodológico utilizando el 2-t-

butilfenol en vez del 
9
-THC. Se emplearon las condiciones de reacción 

recogidas en la tabla 8. 
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Disolvente Base Condiciones 

EtOH/DCM Cs2CO3 3eq t.a. 15 horas 

EtOH/DCM TEA 1eq t.a. 15 horas 

DCM TEA 1eq t.a. 15 horas 

DCM Cs2CO3 3eq t.a. 15 horas 

DMF TEA 1eq t.a.  3 días 

DMF TEA 3eq t.a.  4 días 

DMF Cs2CO3 3eq t.a.  4 días / 60
o
C 15 horas 

DCM DMAP 1.5eq t.a.  1+2h 

DCM DMAP 1.5eq m.o. (40º) 5+2+5+15min 

DCM DMAP 2eq t.a.  6 días 

DCM TEA 3eq t.a.  6 días 

Tabla 8. Condiciones de reacción estudiadas. 

Para todos los casos, la proporción de los reactivos mPEG:t-butilfenol fue de 1:1. 

Para ninguna de las condiciones de reacción probadas se consiguió una reacción 

completa. 
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3.3.1.2.- Conjugado 
9
-THC-mPEG vía enlace éter: 

Con el fin de conseguir un conjugado 
9
-THC-mPEG cuyas estructuras 

estuvieran unidas por un enlace éter, se llevó a cabo la reacción descrita en el 

esquema 12.  

 
Esquema 12 

Para ello, fue necesaria la obtención del yoduro de metoxipolietilenglicol. Se hizo 

reaccionar metoxipolietilenglicol de 2000 de peso molecular con cloruro de p-

toluensulfonilo en presencia de trietilamina para así obtener el tosilato de 

metoxipolietilenglicol. Tras reaccionar con yoduro potásico se condujo a la 

obtención del yoduro de metoxipolietilenglicol 1 con un rendimiento moderado 

tras su purificación mediante cromatografía en columna (esquema 13).  

 
Esquema 13 

En un primer intento de conjugación se hizo reaccionar 
9
-THC (1eq) con un 

exceso de mPEGI (1) (2eq) a temperatura ambiente durante varios días pero el 

exceso de mPEGI no nos permitió aislar el conjugado THC-mPEG 2 deseado 

(HPLC-MS en la figura 35). 
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22-06-2011 (G2-95_tg15+5)

Time
8.60 8.80 9.00 9.20 9.40 9.60 9.80 10.00 10.20 10.40 10.60 10.80 11.00 11.20 11.40 11.60 11.80

A
U
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3.0e-3

3.5e-3

4.0e-3

4.5e-3

5.0e-3

5.5e-3

6.0e-3

6.5e-3

7.0e-3

8.60 8.80 9.00 9.20 9.40 9.60 9.80 10.00 10.20 10.40 10.60 10.80 11.00 11.20 11.40 11.60 11.80

%

5

LMC 3-54 2: Scan ES+ 
TIC

1.14e10

10.79

9.64

11.24

LMC 3-54 4: Diode Array 
254

Range: 5.354e-3

11.19

10.52

9.69

11.52

 

Figura 35. Cromatograma HPLC/MS de la conjugación del 
9
-THC con 

exceso de mPEGI. Se representa el espectro de masas (superior) y de Diodo 

Array en el rango ultravioleta-visible (inferior). 

Sin embargo, al utilizar un exceso de 
9
-THC (1.5eq) respecto al polímero 

mPEGI (1eq), sí se consiguió aislar el producto de síntesis 
9
-THC-mPEG 2, 

como se puede ver en el cromatograma de HPLC/MS de la figura 36. 

 

 

mPEGI 

THC-mPEG 

THC-mPEG 
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04-07-2011 (G2-95_tg15+5)

Time
6.00 6.25 6.50 6.75 7.00 7.25 7.50 7.75 8.00 8.25 8.50 8.75 9.00 9.25 9.50 9.75 10.00 10.25 10.50 10.75 11.00 11.25 11.50

A
U
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4.0

4.5

5.0

5.5

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

6.00 6.25 6.50 6.75 7.00 7.25 7.50 7.75 8.00 8.25 8.50 8.75 9.00 9.25 9.50 9.75 10.00 10.25 10.50 10.75 11.00 11.25 11.50

%

11

LMC 3-58_4 2: Scan ES+ 
TIC

1.63e10

10.94

9.88

7.826.71

LMC 3-58_4 4: Diode Array 
Range: 5.4636.38

11.02

7.78
8.14

9.73
9.49

 

Figura 36. Cromatograma HPLC/MS de la conjugación del exceso de 
9
-

THC con 1eq de mPEGI. Se representa el espectro de masas (superior) y de 

Diodo Array en el rango ultravioleta-visible (inferior). 

La caracterización estructural de los intermedios y productos finales descritos en 

este apartado se llevó a cabo en base a sus datos analíticos, de espectrometría de 

masas MALDI-TOF, de RMN de 
1
H y 

13
C, que están recogidos en la parte 

experimental. 

3.3.2.- EVALUACIÓN FARMACOLÓGICA: 

Ensayos de desplazamiento de radioligando – Se realizaron ensayos de 

desplazamiento del radioligando cannabinoide [
3
H]-CP55940 con el fin de 

determinar la afinidad del conjugado 
9
-THC-mPEG por los receptores 

cannabinoides CB1 y CB2. 

Estos datos están recogidos en la tabla 9 conjuntamente con los valores de 

constantes de afinidad del propio 
9
-THC. 

 

 

THC-mPEG 

THC-mPEG THC 
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Compuesto Ki (nM) CB1 Ki (nM) CB2 

2 (THC-mPEG) >40M 11260  510 


9
-THC

a
 40.7 36.4 

Tabla 9. Constantes de afinidad. 
a
R. Vidal, E. Castro, A. Pazos, Avances 

Recientes En La Farmacología Del Sistema Endocannabinoide, in 

Actualización Sobre El Potencial Terapéutico De Los Cannabinoides. 2009: 

Madrid. p. 33 y 37. 

Como se puede observar por los resultados obtenidos, el 
9
-THC al conjugarse 

con un polietilenglicol pierde su afinidad por los dos tipos de receptores 

cannabinoides. Desafortunadamente, los éteres no son profármacos adecuados ya 

que su desalquilación es lenta. 

3.4.- Conjugados cromenopirazol-mPEG: 

Desde hace varios años, nuestro grupo de trabajo ha desarrollado una línea de 

investigación centrada en la búsqueda de nuevos ligandos cannabinoides. En este 

contexto, se descubrió una familia de cromenopirazoles capaces de actuar sobre el 

sistema endocannabinoide. 

El 1-etil-4,4-dimetil-1,4-dihidrocromeno[4,3-c]pirazol-9-ol es el compuesto de la 

serie en el que más se ha avanzado en cuanto a estudios farmacológicos se 

refiere.
145

 Es un ligando selectivo y potente del receptor cannabinoide CB1 y tiene 

la particularidad de tener propiedades analgésicas periféricas como se demostró 

mediante un modelo orofacial en ratones. 

Teniendo en cuenta esta propiedad periférica, nos pareció interesante el hecho de 

poder conjugar esta molécula a un polietilenglicol para formar un conjugado 

hidrosoluble. 
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Gomez-Canas, M. Gomez-Ruiz, D. C. G. A. Pinto, P. Goya, P. H. Reggio, M. Isabel 
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3.4.1.- SÍNTESIS DEL CONJUGADO: 

Habiendo observado que la reacción con el mPEGI 1 era la que dio mejor 

resultado para el caso del 
9
-THC, llevamos a cabo la formación del conjugado 

cromenopirazol-mPEG según se indica en el esquema 14 obteniéndose el 

compuesto 3 con un rendimiento moderado tras su aislamiento mediante 

cromatografía líquida semipreparativa de alta eficacia. 

Esquema 14 

En este caso, sí se pudo llevar a cabo la reacción calentando el sistema ya que el 

cromenopirazol es una molécula estable a la temperatura y a la luz, a diferencia 

del 
9
-THC. Así, creemos que ésta puede ser la razón por la que el rendimiento de 

esta reacción es mejor para el conjugado 3 (cromenopirazol-mPEG) que para el 2 

(
9
-THC-mPEG). 

La caracterización estructural de los intermedios y productos finales descritos en 

este apartado se llevó a cabo en base a sus datos analíticos, de espectrometría de 

masas MALDI-TOF, de RMN de 
1
H y 

13
C, que están recogidos en la parte 

experimental. 

3.4.2.- EVALUACIÓN FARMACOLÓGICA: 

Ensayos de desplazamiento de radioligando – Se determinaron los valores de 

constante de afinidad por los dos tipos de receptores cannabinoides mediante 

ensayos de desplazamiento del radioligando [
3
H]-CP55940. 
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Como se indica en la tabla 10, el conjugado 3 pierde afinidad por el receptor CB1, 

sin embargo, se une al receptor CB2 con valores de afinidad en el rango 

micromolar. 

Compuesto Ki (nM) CB1 Ki (nM) CB2 

3 (cromenopirazol-mPEG) >40M 3100  1520 

Cromenopirazol 5  1 >40M 

Tabla 10. Constantes de afinidad. 

Por lo tanto, la unión del cromenopirazol estudiado al mPEG hace que pierda su 

afinidad por el receptor CB1 y que muestre una cierta afinidad por el receptor 

CB2. 

La obtención de un cannabinoide hidrosoluble y capaz de unirse selectivamente al 

receptor cannabinoide CB2 es de gran interés. 

3.5.- Conjugados LH21-PEG:  

Anteriormente en nuestro grupo de investigación y dentro de un programa 

dirigido hacia ligandos cannabinoides se identificó el 1,2,4-triazol como esqueleto 

cannabinoide. Dentro de esta serie el 5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-3-hexil-

1H-1,2,4-triazol (conocido como LH21) presentó el mejor perfil farmacológico.
146

 

En ensayos in vivo, el LH21 presentó propiedades de antagonista CB1 reduciendo 

significativamente la ingesta en ratas normales y obesas
147

 mostrando una 
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potencia similar al compuesto de referencia, el antagonista CB1 rimonabant, pero 

con la particularidad de ser un antagonista periférico. Así pues, en estos estudios, 

el LH21 se comportó como un anorexigénico exento de efectos centrales 

indeseables tales como los efectos psicoactivos. Este hecho tiene especial 

relevancia ya que numerosos trabajos farmacológicos han mostrado que el 

rimonabant atraviesa la barrera hematoencefálica y que sus efectos son mediados 

a nivel central y periférico. Pero como cualquier cannabinoide, el LH21 es poco 

soluble en agua por lo que nos propusimos sintetizar derivados del LH21 

conjugados con PEG (figura 37). 

 

Figura 37. Derivados de LH21 conjugados a mPEG. 

3.5.1.- SÍNTESIS DE LOS CONJUGADOS LH21-PEG:  

Para la preparación de los conjugados propuestos, se llevaron a cabo varios 

intentos de reacción. 

En un primer objetivo, nos propusimos la síntesis del catión piridinio 

representado en el siguiente esquema 15.  

                                                                                                                                                         
Obesity: Effects of Lh-21, a Peripherally Acting Neutral Cannabinoid Receptor 

Antagonist, in Zucker Rats" Journal of Neuroendocrinology 2008, 20, 116. 
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Esquema 15 

Pero debido a que disponíamos de poca cantidad del compuesto de partida LH202 

decidimos llevar a cabo la búsqueda de condiciones de reacción adecuadas con 4-

cianopiridina en vez de con LH202 (ver tabla 11) en presencia del yoduro de 

mPEG 1, cuya síntesis se describió anteriormente en este capítulo. 

 

Sistema Temperatura Tiempo 

microondas 120
o
C 1 hora 

microondas 120
o
C 3 horas 

microondas 140
o
C 4 horas 

tubo sellado 150
o
C 7 días  

Tabla 11. Condiciones de reacción estudiadas. 

Para esta reacción se empleó una proporción de reactivos 1:1. El mejor resultado 

obtenido fue en tubo sellado a 150 ºC durante 7 días aunque no se consiguió una 

reacción total quedando algo de producto de partida. En estas condiciones, no se 

consiguió la reacción con el triazol LH202 de partida.  

Decidimos intentar la formación de otro conjugado derivado del LH21 como es el 

representado en el siguiente esquema 16. 
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Esquema 16 

Para ello, se hizo reaccionar el heptanaldehído comercial en proporción 1:1 con la 

2,4-diclorofenilhidracina comercial a temperatura ambiente durante una noche 

para obtener la especie intermedia A que con NCS en presencia de DMS durante 

dos horas a -78ºC nos condujo a la especie clorada B. Dicha especie se purificó 

por cromatografía en columna obteniéndose con un rendimiento del 11%. Ahora 

bien, para el siguiente paso de síntesis se necesitó la preparación del mPEG con 

un grupo amino terminal 15. Por ello, se hizo reaccionar el metoxipolietilenglicol 

comercial con bromoetilamina en presencia de TEA a temperatura ambiente 

durante un día que, tras purificación por cromatografía en columna, nos condujo 

al compuesto 15 deseado con un rendimiento del 82% (esquema 17). 

 
Esquema 17 

Desafortunadamente no conseguimos que reaccionara el compuesto B con el 

mPEG-NH2 en presencia de TEA. Los esfuerzos de síntesis realizados para la 

obtención de derivados de LH21 conjugados con mPEG resultaron infructuosos. 
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4.- PARACETAMOL HIDROSOLUBLE:  

4.1.- Introducción sobre el paracetamol: 

El paracetamol (acetaminofeno) es uno de los medicamentos más populares y más 

ampliamente utilizado para el tratamiento del dolor y la fiebre. Fue sintetizado en 

1878 por Morse y utilizado clínicamente por primera vez por von Mering en 

1887. A diferencia de los AINEs se considera que casi no tiene actividad anti-

inflamatoria y no produce daños gastrointestinales o trastornos cardiorrenales.  

En comparación con los opiáceos, el paracetamol es prácticamente ineficaz en el 

dolor intenso y no tiene efecto depresor sobre la respiración. Aunque se ha 

utilizado clínicamente desde hace más de un siglo, su modo de acción ha sido 

desconocido hasta hace unos años, cuando dos grupos independientes (Zygmunt y 

sus colaboradores, y Bertolini y sus colaboradores) obtuvieron de manera 

inequívoca datos experimentales que demuestran que parte del efecto analgésico 

del paracetamol es debido a la activación indirecta de los receptores 

cannabinoides CB1.
143

 Como se observa en el esquema 18, en la médula espinal y 

en el cerebro, el paracetamol, tras su desacetilación a su amina primaria (p-

aminofenol), se conjuga con el ácido araquidónico para formar N-

araquidonoilfenolamina, AM404, un compuesto ya conocido como cannabinoide 

endógeno. La enzima de degradación implicada en ello es la FAAH. 
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Esquema 18 

La N-araquidonoilfenolamina o AM404 es un agonista de los receptores TRPV1 y 

un inhibidor de la recaptación de anandamida celular, lo que conduce a mayores 

niveles de cannabinoides endógenos y, además, inhibe las ciclooxigenasas en el 

cerebro, si bien en concentraciones que probablemente no son alcanzables con 

dosis analgésicas del paracetamol. Un estudio independiente ha demostrado que el 

bloqueo de los receptores CB1 afecta a las propiedades antinociceptivas del 

paracetamol lo que sugiere que esta ruta metabólica puede al menos contribuir a 

las propiedades farmacológicas del paracetamol.
144

 

Por lo tanto, el paracetamol actúa como un profármaco. Estos hallazgos, explican 

el mecanismo de acción del paracetamol y la peculiaridad de sus efectos. 

Debido a su acción antipirética y analgésica, el paracetamol se utiliza en muchas 

formulaciones sólidas mientras que las formas líquidas están limitadas por su 

poca solubilidad en agua,
145

 como se puede observar por los datos de la siguiente 

tabla 12. 
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SOLUBILIDAD (mg/mL H2O) 

Sacarosa (azúcar) 2039 

NaCl (sal común) 359 

Paracetamol 12.78 

ác. acetilsalicílico (aspirina) 1 

Ibuprofeno < 1 

Tabla 12. Datos de solubilidad de sustancias conocidas. 

Como se observa en la tabla 12, la aspirina y el ibuprofeno son menos solubles en 

agua que el paracetamol sin embargo, el paracetamol tiene una solubilidad en 

agua bastante baja con 12.78 mg de paracetamol por cada mL de agua. 

4.2.- Síntesis de los compuestos derivados del paracetamol. N-(4-

(metoxipolietilenglicol)fenil)-acetamida 

En la bibliografía se recogen datos sobre la síntesis de conjugados de PEG con 

analgésicos comunes tales como la aspirina
146

 o el ibuprofeno
147

 pero, no se 

encuentra nada descrito sobre el conjugado del paracetamol con el PEG. Debido a 

esto y a la baja solubilidad del paracetamol, comentada anteriormente, nos 

propusimos sintetizar un conjugado de paracetamol con mPEG. Por ello, 

utilizamos el mPEG 11. 

Para que la formación del producto deseado tuviera lugar, realizamos un estudio 

metodológico con las condiciones de reacción más adecuadas (tabla 13) ya que 

cuando realizamos la primera síntesis, observamos que la reacción no finalizaba 

completamente quedando ambos reactivos sin reaccionar.  
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Empezamos por variar la temperatura, los tiempos de reacción y la utilización del 

microondas. A continuación, se empleó un exceso de paracetamol y se probaron 

varias bases y disolventes. En ningún caso se completó la reacción, observándose 

mPEG activado 11 sin reaccionar. 

 

Disolvente Base parac.:PEGactiv. Condiciones 

DCM TEA 1eq 1 : 1 t.a. 2 días 

DCM TEA 1eq 1 : 1 m.o. (50º) 30min 

DCM TEA 1eq 1 : 1 
m.o. (50º) 30min + (90º) 

15min 

DCM TEA 1eq 1 : 1 
m.o. (50º) 30min + (90º) 

15min + t.a. 5 días 

DCM TEA 1eq 1 : 1 
m.o. (50º) 30min + (90º) 

15min + t.a. 7 días 

DCM TEA 1eq 1 : 1 
m.o. (50º) 30min + (90º) 

15min + t.a. 10 días 

DCM TEA 1 eq 1.2 : 1 t.a. 10 días 

DCM Cs2CO3 3eq 1 : 1 t.a. 7 días 

H2O NaOH 2eq 1.34 : 1 t.a. 3 días 

H2O NaOH 3eq 1.34 : 1 t.a. 2 días 

THF Cs2CO3 3eq 1.37 : 1 t.a. 6 días 

THF TEA 3eq 1.37 : 1 t.a. 6 días 

DCM TEA 3eq 1.2 : 1 t.a. 8 días 

DCM TEA 3eq 1.3 : 1 
m.o. (50º) 1h + (70º) 1h + 

(90º) 4.5h 

Tabla 13. Condiciones de reacción estudiadas. 

Para corroborar que realmente teníamos producto formado en la mezcla de 

reacción, se realizó un estudio DOSY de mezclas de dicha reacción. 
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El DOSY (Diffusion Ordered Spectroscopy) es un experimento de RMN en el que 

adicionalmente se discrimina la señal por efecto de la difusión de los núcleos 

detectados en la solución de muestra. Esta difusión es dependiente del tamaño de 

molécula, es decir, depende del peso molecular de cada molécula de la mezcla a 

estudiar. Así, cuanta mayor diferencia de pesos moleculares haya entre las 

moléculas, mejor será la separación por difusión y, por tanto, más separadas 

estarán las señales de las moléculas implicadas en la mezcla de reacción. Suele 

representarse como un arreglo bidimensional de coeficiente de difusión frente al 

desplazamiento químico. 

Así, para nuestro caso, en nuestra mezcla de reacción tendríamos tres moléculas, 

dos de las cuales con un peso molecular del mismo orden (producto 16 y mPEG 

activado 11) mientras que la tercera (paracetamol) tiene un peso molecular 

bastante alejado de las otras dos, tal y como se puede ver en la siguiente figura 38.  

 

Figura 38. Estructuras presentes en la mezcla analizada. Los grupos estructurales 

marcados son cuyas señales se aprecian en el espectro de la figura 39. 

Sin embargo, la molécula 11 puede diferenciarse de la 16 debido a que esta última 

tiene un grupo aromático en su estructura que da lugar a señales aromáticas en 

análisis de 
1
H-RMN y como el experimento DOSY es un experimento 

bidimensional de 
1
H-RMN frente a coeficiente de difusión, tenemos que las 

estructuras se pueden apreciar en dicho análisis. Así, como se observa en la figura 

39, tenemos tres franjas diferenciadas (1, 2 y 3) y cada una correspondiente a un 

compuesto. 
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Figura 39. Espectro DOSY de la mezcla con paracetamol. 

Por lo tanto, como se puede observar en el espectro de DOSY, la franja 1 

corresponde al mPEG activado 11, la franja 2 al compuesto de reacción 16 y la 

franja 3 sería al paracetamol de partida. 

Así, una vez comprobado que tenemos el compuesto deseado, lo intentamos 

purificar mediante cromatografía líquida semipreparativa de alta eficacia. Para 

ello se buscaron las condiciones más adecuadas de separación y se llevó acabo la 

purificación. Obtuvimos 3 mg de lo que consideramos era nuestro producto por lo 

que realizamos los análisis de caracterización pertinentes de 
1
H-RMN y MALDI.  

En el caso del experimento de 
1
H-RMN, se observaron claramente las señales del 

conjugado paracetamol-mPEG 16 como se puede ver en la siguiente figura 40. 

aromáticos cadena PEG 

1 

2 

3 
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Figura 40. Espectro 

1
H-RMN del conjugado paracetamol-mPEG. 

Sin embargo, cuando se estudiaron los resultados obtenidos en el experimento de 

masas MALDI (figura 41), además de la señal del compuesto 16 se encuentra una 

señal, aunque menos intensa, de un derivado de PEG distinto del reactivo 11 y 

que no conseguimos caracterizar. 
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Figura 41. Espectro de masas MALDI del conjugado paracetamol-mPEG. 

Por lo tanto, decidimos cambiar de estrategia y unir el paracetamol al mPEG 

mediante un enlace éter. 

Así, se hicieron reaccionar 1.3 equivalentes del paracetamol comercial con 1 eq 

del mPEGI 1 en presencia de Cs2CO3 como base, como se observa en el siguiente 

esquema 19. Se eligieron las mismas condiciones de reacción que las empleadas 

para la síntesis del conjugado 
9
-THC-mPEG 2 ya descrito anteriormente en esta 

tesis y con la que obtuvimos buen resultado. 

 
Esquema 19 
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Tras 1.5 horas de calentamiento por microondas a 90 ºC y 2 horas de 

calentamiento por microondas a 160 ºC, se necesitó calentar el medio de reacción 

a reflujo de DMF durante una semana para completar la reacción 

Así obtuvimos el conjugado paracetamol-mPEG 17 con un rendimiento moderado 

del 31% tras su purificación por cromatografía sobre gel de sílice. 

4.3.- Evaluación farmacológica: 

Se realizaron estudios farmacológicos in vitro de desplazamiento de radioligando 

al conjugado 17 obtenido. 

Ensayos de desplazamiento de radioligando – La afinidad por los receptores 

cannabinoides CB1 y CB2 del nuevo compuesto 17 sintetizado se evaluó mediante 

la realización de ensayos de desplazamiento del radioligando [
3
H]-CP55940. La 

tabla 14 recoge los datos de desplazamiento del paracetamol conjugado al mPEG 

y del propio paracetamol libre. 

Compuesto Ki (nM) CB1 Ki (nM) CB2 

17 >40M >40M 

paracetamol 62% >40M 

Tabla 14. Constantes de afinidad. 

Como se puede observar tanto el paracetamol libre como el conjugado con mPEG 

no presentan afinidad por los receptores CB1 y CB2 como cabría esperar puesto 

que, como ya se comentó en la introducción sobre el paracetamol, el efecto 

cannabinoide que podría tener esta especie se observa tras unirse al ácido 

araquidonónico mediante un proceso metabólico. 

Por ello, el siguiente paso en el estudio farmacológico de nuestro conjugado 17 

sintetizado sería el de realizar estudios in vivo donde realmente se observe si 

dicho conjugado es un profármaco como el paracetamol libre o no. 
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Los ensayos como analgésico del conjugado paracetamol-mPEG 17 están 

pendientes de realización. 
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5.- CONCLUSIÓN:  

En este capítulo de la tesis doctoral se describe la síntesis de compuestos conjugados 

con mPEG y la evaluación farmacológica de dichos compuestos frente a los receptores 

cannabinoides CB1 y CB2. En concreto, las conclusiones más significativas del capítulo 

son las siguientes: 

- Se sintetizaron derivados de rimonabant conjugados a un polímero de 

polietilenglicol mediante un espaciador de longitud variable dando lugar a 

compuestos hidrosolubles. 

- Se estudió la estabilidad de estos conjugados cannabinoides de mPEG mediante 

ensayos de biotransformación metabólica in vitro obteniéndose como resultado 

que son estables frente a varios sistemas enzimáticos. 

- Se evaluó la unión de dichos compuestos hidrosolubles a los receptores 

cannabinoides CB1 y CB2. Cuatro de ellos (12f, 12g, 12h y 12l) presentaron una 

afinidad significativa por el receptor CB1, dos de los cuales (12e y 12h) se 

comportaron como antagonistas cannabinoides en ensayos de tejidos aislados. 

- Se realizaron ensayos comportamentales in vivo en ratones (antinocicepción, 

hipotermia, inmovilidad en el anillo, actividad locomotora) sobre dos de los 

conjugados (12e y 12h). La falta de actividad con 10 mg/kg puede deberse a 

compuestos inactivos in vivo o que no tienen efectos sobre el sistema nervioso 

central. 

- Se hicieron estudios de microdiálisis cerebral en animal despierto con el 

compuesto 12h apreciándose un aumento de los niveles de serotonina a dosis 

altas de 30 mg/kg, lo que indica que dicho conjugado atraviesa la barrera 

hematoencefálica a esta dosis. 
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- Se preparó un ligando cannabinoide bivalente cuya estructura corresponde a dos 

farmacóforos de rimonabant separados por un polietilenglicol. Los resultados de 

estudio de unión a receptor sugieren una interacción con las entidades 

oligoméricas de los receptores cannabinoides. 

- Se consiguió la preparación de un derivado de 
9
-THC conjugado con mPEG 

dando lugar a un compuesto hidrosoluble. 

- Se sintetizó un conjugado cromenopirazol-mPEG con una afinidad débil por el 

receptor cannabinoide CB2 mientras que el propio cromenopirazol presenta 

afinidad por el receptor CB1. 
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1. PARTE EXPERIMENTAL QUÍMICA: 

1.1. Materiales y métodos generales: 

Los experimentos que involucraron compuestos sensibles al H2O se realizaron en 

condiciones anhidras bajo atmósfera de nitrógeno. El CH2Cl2 se secó destilándolo 

sobre CaCl2 y el THF se destiló sobre Na /benzofenona. 

El seguimiento de las reacciones se efectuó por cromatografía en capa fina 

empleando cromatofolios de gel de sílice tipo F254 (Merck), de un espesor de 

capa de 0,2 mm. Los compuestos se detectaron con luz UV de 254 y 365 nm. Y se 

revelaron utilizando PMA como agente revelador. 

El reactor de microondas utilizado fue el Biotage Initiator 2.0. 

La purificación de los productos de reacción se realizó por cromatografía en 

columna bajo presión (cromatografía flash) utilizando como soporte gel de sílice 

60 Merck 230-400 mesh. 

La cromatografía líquida de alta resolución acoplada a un detector de masas 

(HPLC/EM) se realizó en un cromatógrafo Waters integrado por un módulo de 

separación Alliance 2695, un detector Photodiode Array 2996 y un espectrómetro 

de masas Micromass ZQ 2000, utilizando unas columnas de fase reversa Waters 

XBridge C18-3,5 μm de dimensiones 2,1 mm x 150 mm y Sunfire
TM

 C18-3,5 μm 

de dimensiones 4.6 mm x 50 mm. Como fase móvil se emplearon mezclas de A: 

MeCN + 0,1 % Ac. fórmico y B: H2O + 0,1 % Ac. fórmico. El gradiente y tiempo 

utilizados vienen indicados en cada caso, a un flujo de 0,25 mL/min para la 

columna XBridge y un flujo de 1 mL/min para la columna Sunfire. La detección 

de masas se realizó mediante el equipo MicroMass ZQ acoplado al módulo de 

HPLC utilizando tres voltajes de cono diferentes (20, 40 y 60V) y detección por 

ESI-MS positiva. Los datos obtenidos de la detección de masas vienen expresados 
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en unidades de relación masa/carga (m/z) y el valor entre paréntesis indica la 

intensidad relativa de la señal frente al pico base (100%). 

La separación por cromatografía líquida de alta resolución semipreparativa se 

realizó en un cromatógrafo Waters integrado por un módulo inyector/colector 

2767 Sample Manager, por un módulo de separación System Fluidic Organizer, 

una bomba 2545 Binary Gradient, un detector Photodiode Array 2998 (UV-

visible) y un espectrómetro de masas 3100 Mass Detector. Como columnas de 

fase reversa para la separación se utilizaron la Sunfire
TM

 C18-5 μm de 

dimensiones 10 mm x 150 mm con flujo de 8 mL/min y de 19 mm x 150 mm con 

flujo de 24 mL/min. Como columna de fase reversa para el análisis se utilizó la 

Sunfire
TM

 C18-5 μm de dimensiones 4.6 mm x 150 mm con flujo de 1 mL/min. 

Como fase móvil se emplearon mezclas de A: MeCN + 0,08 % Ac. fórmico y B: 

H2O + 0,1 % Ac. fórmico.   

Los análisis de RMN fueron registrados en un espectrómetro Bruker 300 MHz a 

25 ºC y utilizando CDCl3 como disolvente a no ser que se indique lo contrario. 

Los desplazamientos químicos se describen en la escala δ (en ppm) tomando 

como referencia la señal del disolvente empleado. En los espectros de 
1
H RMN se 

indica además la multiplicidad (s, singlete; d, doblete; dd, doblete de dobletes; t, 

triplete; c, cuartete; q, quintuplete; m, multiplete; sa, singlete ancho), el valor de 

las constantes de acoplamiento (J, en Hz), el número de protones 

correspondientes a cada señal y la asignación de las señales más significativas. 

Los análisis de MALDI se llevaron a cabo usando un espectrómetro de masas 

Voyager DE-PRO (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) equipado con un 

láser pulsado de nitrógeno (=337 nm, 3 ns anchura de pulso, y 3 Hz de 

frecuencia). Los iones positivos generados por la desorción láser se introdujeron 

en el tubo de vuelo con un voltaje de aceleración de 25 kV, trabajando en el modo 

lineal y con extracción retardada de los iones. Los espectros de masas se 

obtuvieron en el intervalo de m/z de 1000-6000 u. Como calibración externa se 
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usó angiotensina I, hormona adrenocorticotropa (fragmentos 1-17, 18-39 y 7-38) e 

insulina bovina. Las muestras se disolvieron en agua, llevándolas a una 

concentración de 3mM. Se tomó 1 µL de disolución y se mezcló con 4 µL de la 

matriz (ácido 2,5-dihidroxibenzoico, 10 mg/ml en acetonitrilo). Después, 1µl de 

esta disolución se depositó sobre una placa de muestras de acero inoxidable y se 

secó con aire. Los datos obtenidos vienen expresados en unidades de relación 

masa/carga (m/z) y el valor entre paréntesis indica la intensidad relativa de la 

señal frente al pico base (100%). 

Los análisis elementales se realizaron en el laboratorio de microanálisis del centro 

de Química Orgánica “Lora Tamayo”, con un analizador LECO CHNS-932. 

Los puntos de fusión no están corregidos y se midieron en un aparato MP 70 

Melting Point System de Mettler Toledo. 

La numeración empleada en la parte experimental no ha seguido los criterios de la 

IUPAC en todos los casos, por lo que sólo se ha empleado para la caracterización 

de los compuestos sintetizados. 

1.2. Procedimientos experimentales: 

1.2.1. Síntesis de los compuestos derivados 
9
-THC-PEG y cromenopirazol-

PEG 

Yoduro de metoxipolietilenglicol (1) 

Sobre una disolución de 2.0 g (1.0 mmol) de mPEG en 10.0 mL de DCM seco se 

le añaden 272.0 L de TEA y se enfría a 0ºC. Se adiciona gota a gota una 

disolución de 202.0 mg (1.1 mmol) de cloruro de p-toluensulfonilo en 2.0 mL de 

DCM y la mezcla de reacción se agita a temperatura ambiente durante 24 h. La 

reacción se hidroliza con 10.0 mL de agua. Se adiciona una disolución saturada de 

NaCl y la fase orgánica se separa, se seca sobre MgSO4, se filtra. El disolvente se 
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elimina a presión reducida obteniéndose 2.0 g del producto tosilado que se utiliza 

posteriormente sin purificar. 

A continuación, los 2.0 g (0.9 mmol) del producto tosilado se disuelven en 20.0 

mL de acetona seca y se añaden 310.0 mg (1.9 mmol) de KI. La reacción se agita 

a reflujo durante 24 horas. Tras enfriar, la mezcla de reacción se filtra bajo vacío 

y se lava el residuo con acetona. La disolución se colecta, se concentra y se 

redisuelve en 50.0 mL de DCM. Se lava sucesivamente con una disolución 1 N de 

Na2S2O3 y con una disolución saturada de NaCl. La fase orgánica se colecta, se 

seca sobre MgSO4, se filtra y el disolvente se elimina a vacío. El producto se 

purifica por cromatografía en columna utilizando como eluyente una mezcla de 

DCM:MeOH (20:1). Rendimiento: 26 %, sólido amarillo. 

P.f. 49.4 ºC 

1
H RMN  3.83-3.34 (m, 126H [PEG]), 3.26 (s, 3H [3]), 3.14 

(t, J = 6.8 Hz, 2H [1]). 

13
C RMN 71.5 [1], 70.2 [PEG], 58.6 [3]. 

6,6,9-Trimetil-1-metoxipolietilenglicol-3-pentil-6a,7,8,10a-tetrahidro-6H-

benzo[c]cromeno (2)  

Una mezcla de 115.0 mg (0.4 mmol) de 
9
-THC y 357.8 mg (1.1 mmol) de 

Cs2CO3 en 6.0 mL de DMF se agita a temperatura ambiente durante una hora. 

Entonces se adiciona una disolución de 514.4 mg (0.2 mmol) del yoduro de 

metoxipolietilenglicol 1 en 8.0 mL de DMF y la mezcla se agita a temperatura 

ambiente durante una semana. Se adiciona una disolución saturada de NaCl y la 

fase acuosa se extrae tres veces con DCM. La fase orgánica se seca sobre Na2SO4, 

se filtra y se elimina el disolvente a vacío. El crudo de reacción se liofiliza para 

eliminar los restos de DMF y el producto se purifica una vez por cromatografía en 

columna utilizando como eluyente una mezcla de DCM:MeOH (20:1) y 

posteriormente se aisla por HPLC semipreparativo. Rendimiento: 7 %, sólido 

blanco. 
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P.f. se descompone a 50 ºC 

1
H RMN (Varian Unity 500 MHz) 6.34 (s,1H [2]), 

6.28 (s, 1H [4]), 6.22 (d, J = 1.5 Hz, 1H [10]), 4.17-

4.08 (m, 2H [12]), 3.92-3.82 (m, 2H [13]), 3.80-3.42 

(m, 111H [PEG]), 3.37 (s, 3H [14]), 3.16 (m, 1H [10a]), 2.46 (c, J = 6.6 Hz, 2H 

[15]), 2.12 (m, 1H [6a]), 1.75 (m, 4H [8]), 1.64 (s, 6H [20, 21]), 1.55 (m, 4H 

[7]),1.39 (s, 3H [22]), 1.35-1.19 (m, 6H [16, 17, 18]), 0.87 (t, J = 6.8 Hz, 3H 

[19]). 

13
C RMN  (Varian Unity 500 MHz) 195.5 [1], 157.5, 142.5, 132.9, 125.1 [2], 

110.3 [4], 103.8 [10], 72.0 [CH3OCH2 PEG], 70.6 [PEG], 69.9 [13], 67.3 [12], 

59.0 [14], 45.8, 36.0 [15], 33.9 [10a], 31.5 [6a], 31.3 [7], 30.8, 27.6 [22], 25.1, 

23.5 [20, 21], 22.6, 19.2, 14.0 [19]. 

EM (MALDI-TOF) Mn: 2129.97, Mw: 2151.68 y IP: 1.01. 

1-Etil-4,4-dimetil-7-(2-metiloctan-2-il)-9-metoxipolietilenglicol-1,4-

dihidrocromeno[4,3-c]pirazol (3) 

Una mezcla de 30.0 mg (0.1 mmol) de 1-etil-4,4-dimetil-1,4-dihidrocromeno[4,3-

c]pirazol-9-ol y 79.2 mg (0.2 mmol) de Cs2CO3 en 2.0 mL de DMF se agita a 

temperatura ambiente durante una hora. Entonces se adiciona una disolución de 

113.9 mg (0.1 mmol) del yoduro de metoxipolietilenglicol 1 en 2.0 mL de DMF y 

la mezcla se calienta a 90ºC mediante microondas durante 4.5 horas. Se adiciona 

una disolución saturada de NaCl y la fase acuosa se extrae tres veces con DCM. 

La fase orgánica se seca sobre Na2SO4, se filtra y se elimina el disolvente a vacío. 

El crudo de reacción se liofiliza para eliminar los restos de DMF y el producto se 

purifica una vez por cromatografía en columna utilizando como eluyente una 

mezcla de DCM:MeOH (20:1) y posteriormente se aisla por HPLC 

semipreparativo. Rendimiento: 40 %, sólido amarillo. 
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P.f. 48.7 ºC 

1
H RMN (Varian Unity 500 MHz) 7.30 (s,1H 

[3]), 6.66 (s, 1H [8]), 6.54 (s,1H [6]), 4.55 (c, J = 

7.1 Hz, 2H [10]), 4.25 (t, J = 4.9 Hz, 2H [24]), 3.87 

(t, J = 4.9 Hz, 2H [25]), 3.81-3.44 (m, 115H [PEG]), 3.37 (s, 3H [26]), 1.54 (s, 6H 

[12, 13]), 1.35 (t, J = 7.1 Hz, 3H [11]), 1.30-1.01 (m, 16H [15, 16, 17, 18, 19, 21, 

22]), 0.83 (t, J = 7.1 Hz, 3H [20]). 

13
C RMN  (Varian Unity 500 MHz) 153.9 [9], 153.0 [5a], 152.1 [7], 132.1 [3], 

131.7 [9b], 123.3 [3a], 109.8 [8], 104.7 [9a], 103.5 [6], 76.4 [4], 71.9 [CH3OCH2 

PEG], 70.5 [PEG], 69.4 [25], 67.8 [24], 59.0 [26], 48.0 [10], 44.4, 38.0, 31.7, 

29.9, 28.7, 27.2 [12, 13], 24.6, 22.6, 15.5[11], 14.0 [20]. 

EM (MALDI-TOF) Mn: 2457.4, Mw: 2491.4, IP: 1.01. 

1.2.2. Síntesis de los productos intermedios. 

5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxilato de etilo 

(4) 

La síntesis del compuesto etil carboxilato se realizó según el procedimiento 

descrito en la bibliografía
165

. Rendimiento: 26 %, sólido amarillo anaranjado. 

P.f. 123.3 ºC (P.f. lit.156-158 ºC) 

1
H RMN  7.48-7.20 (m, 5H [8, 10, 11, 17, 21]), 7.07 

(d, J = 8.4 Hz, 2H [18, 20]), 4.45 (c, J = 7.1 Hz, 2H 

[13]), 2.33 (s, 3H [15]), 1.43 (t, J = 7.1 Hz, 3H [14]). 

13
C RMN 142.8 [3], 136.0 [6, 

7], 135.0 [19], 133.0 [9], 130.8 [18, 20], 130.7 [8], 130.1 [10], 129.0 [17, 21], 

127.7 [11], 127.0 [16], 119.1 [4], 60.9 [13], 14.4 [14], 9.6 [15]. 
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Ácido 5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxílico 

(5) 

La síntesis del ácido carboxílico representado se realizó según el procedimiento 

descrito en la bibliografía
166

. Rendimiento: 97 %, sólido amarillo. 

P.f. 175.3 ºC  

1
H RMN (CD3OD)  7.76-7.20 (m, 5H [8, 10, 11, 15, 19]), 

7.40 (d, J = 8.4 Hz, 2H [16, 18]), 2.49 (s, 3H [13]). 

13
C RMN 144.3 [3], 137.6 [6], 

137.1 [7], 136.3 [17], 134.2 [9], 132.5 [16, 18], 131.1 [8], 

129.9 [10], 129.7 [15, 19], 129.3 [11], 128.4 [14], 120.0 [4], 9.8 [13]. 

Cloruro de 5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxilato de ácido (6) 

A una disolución de 987.0 mg del compuesto 5 (2.5 mmol) 

en tolueno se adicionan 291.0 L de cloruro de tionilo (4.0 

mmol). La mezcla de reacción se calienta a reflujo durante 3 

horas. El disolvente se elimina a presión reducida. El 

residuo se redisuelve en tolueno y el disolvente se vuelve a eliminar a presión 

reducida. Se utiliza en las etapas siguientes sin purificación previa. 

1.2.2.2. terc-BUTIL AMINOALQUIL CARBAMATOS (7A-M). 

PROCEDIMIENTO GENERAL  

Sobre una disolución de la diamina indicada en cada caso en cloroformo a 0ºC se 

adiciona otra disolución de Boc2O en cloroformo. La mezcla de reacción se agita 

a temperatura ambiente durante una noche y se filtra sobre celita. El disolvente se 

elimina a presión reducida y el aceite obtenido se redisuelve en AcOEt y se lava 
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con una disolución de NaCl al 50 %. Los extractos orgánicos se secan sobre 

MgSO4. El disolvente se elimina a presión reducida. La purificación del producto 

se lleva a cabo mediante cromatografía en columna si fuera necesario. 

3-Aminopropil carbamato de terc-butilo (7a) 

Se emplea 1.3 mL (15.0 mmol) de 1,3-diaminopropano 

como diamina y 0.7 mL (3.0 mmol) de Boc2O. El producto 

se obtiene sin necesidad de posterior purificación. Rendimiento: 98 %, sólido 

blanco. 

P.f. 141.1 ºC 

1
H RMN  4.93 (sa, 1H [NH]), 3.33-3.08 (m, 2H [3]), 2.79 (t, J = 6.5 Hz, 2H [1]), 

1.70-1.52 (m, 2H [2]), 1.44 (s, 9H [(CH3)3]). 

13
C RMN  156.2 [C=O], 79.3 [C(CH3)3], 39.5 [1], 38.4 [3], 33.0 [2], 28.4 

[(CH3)3]. 

4-Aminobutil carbamato de terc-butilo (7b) 

 Se emplea 1.3 g (15.0 mmol) de 1,4-diaminobutano como 

diamina y 0.7 mL (3.0 mmol) de Boc2O. El producto se 

obtiene sin necesidad de posterior purificación. Rendimiento: 32 %, aceite 

amarillo. 

1
H RMN  4.74 (sa, 1H [NH]), 3.30-2.95 (m, 2H [4]), 2.74 (t, J = 5.8 Hz, 2H [1]), 

2.29 (sa, 2H [NH2]), 1.66-1.11 (m, 4H [2,3]), 1.43 (s, 9H [(CH3)3]). 

13
C RMN  156.0 [C=O], 79.1 [C(CH3)3], 41.5 [1], 40.4 [4], 33.2, 28.4 [(CH3)3], 

27.4. 
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5-Aminopentil carbamato de terc-butilo (7c) 

 Se emplea 1.8 mL (15.0 mmol) de 1,5-diaminopentano 

como diamina y 0.7 mL (3.0 mmol) de Boc2O. El producto 

se obtiene sin necesidad de posterior purificación. Rendimiento: 55 %, sólido 

amarillo. 

P.f. 94.8 ºC 

1
H RMN  4.98 (sa, 1H [NH]), 3.32-2.61 (m, 4H [1, 5]), 1.86-1.01 (m, 6H [2-4]), 

1.42 (s, 9H [(CH3)3]). 

13
C RMN  156.2 [C=O], 79.0 [C(CH3)3], 40.4 [1, 5], 29.8, 28.5 [(CH3)3], 24.0, 

23.9.    

6-Aminohexil carbamato de terc-butilo (7d) 

 Se emplea 6.7 g (57.3 mmol) de 1,6-diaminohexano como 

diamina y 2.6 mL (11.5 mmol) de Boc2O. El producto se 

obtiene sin necesidad de posterior purificación. Rendimiento: 46 %, aceite 

amarillo. 

1
H RMN  4.64 (sa, 1H [NH]), 3.31-2.93 (m, 2H [6]), 2.90-2.55 (m, 2H [1]), 

1.66-1.10 (m, 8H [2-5]), 1.43 (s, 9H [(CH3)3]). 

13
C RMN  156.0 [C=O], 79.0 [C(CH3)3], 41.6 [1], 40.5 [6], 32.4, 30.1, 29.9, 28.4 

[(CH3)3], 26.5. 

7-Aminoheptil carbamato de terc-butilo (7e) 

 Se emplea 20.5 g (157.7 mmol) de 1,7-diaminoheptano 

como diamina y 7.3 mL (31.5 mmol) de Boc2O. El producto 

se obtiene sin necesidad de posterior purificación. Rendimiento: 72 %, aceite 

anaranjado. 

1
H RMN  4.51 (sa, 1H [NH]), 3.19-2.96 (m, 2H [7]), 2.67 (t, J = 6.9 Hz, 2H [1]), 

1.77-1.05 (m, 10H [2-6]), 1.43 (s, 9H [(CH3)3]). 

EM (ESI+) m/z 231.0 [M+H]
+
 (100%). 



 
144 PARTE EXPERIMENTAL 

8-Aminooctil carbamato de terc-butilo (7f) 

 Se emplea 2.2 g (15.0 mmol) de 1,8-diaminooctano como 

diamina y 0.7 mL (3.0 mmol) de Boc2O. El producto se 

obtiene sin necesidad de posterior purificación. Rendimiento: 60 %, sólido 

amarillo. 

P.f. 79.7 ºC 

1
H RMN  4.52 (sa, 1H [NH]), 3.30-2.92 (m, 2H [8]), 2.67 (t, J = 6.8 Hz, 2H [1]), 

1.83-1.05 (m, 12H [2-7]), 1.43 (s, 9H [(CH3)3]). 

13
C RMN  156.0 [C=O], 79.0 [C(CH3)3], 42.1 [1], 40.6 [8], 33.5, 30.0, 29.3, 

29.2, 28.4 [(CH3)3], 26.8, 26.7. 

9-Aminononil carbamato de terc-butilo (7g) 

 Se emplea 2.3 g (15.0 mmol) de 1,9-diaminononano como 

diamina y 0.7 mL (3.0 mmol) de Boc2O. El producto se 

obtiene sin necesidad de posterior purificación. Rendimiento: 90 %, sólido 

blanco. 

P.f. 120.4 ºC 

1
H RMN  4.51 (sa, 1H [NH]), 3.29-2.94 (m, 2H [9]), 2.67 (t, J = 6.8 Hz, 2H [1]), 

1.70-1.00 (m, 14H [2-8]), 1.43 (s, 9H [(CH3)3]). 

13
C RMN  156.0 [C=O], 79.0 [C(CH3)3], 42.3 [1], 41.1 [9], 33.9, 32.9, 30.0, 

29.4, 28.4 [(CH3)3], 27.4, 26.8, 25.9. 

10-Aminodecil carbamato de terc-butilo (7h) 

 Se emplea 2.6 g (15.0 mmol) de 1,10-diaminodecano como 

diamina y 0.7 mL (3.0 mmol) de Boc2O. El producto se 

obtiene sin necesidad de posterior purificación. Rendimiento: 52 %, sólido 

amarillo pálido. 

P.f. 91.4 ºC 
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1
H RMN  4.56 (sa, 1H [NH]), 3.25-2.96 (m, 2H [10]), 2.65 (t, J = 6.8 Hz, 2H 

[1]), 1.60-1.02 (m, 16H [2-9]), 1.41 (s, 9H [(CH3)3]). 

13
C RMN  156.0 [C=O], 78.9 [C(CH3)3], 42.1 [1], 40.6 [10], 39.6, 33.7, 30.0, 

29.5, 29.4, 29.2, 28.4 [(CH3)3], 26.8, 23.2. 

12-Aminododecil carbamato de terc-butilo (7i) 

 Se emplea 3.0 g (15.0 mmol) de 1,12-diaminododecano 

como diamina y 0.7 mL (3.0 mmol) de Boc2O. El producto 

se obtiene sin necesidad de posterior purificación. Rendimiento: 77 %, sólido 

blanco. 

P.f. 96.4 ºC 

1
H RMN  4.51 (sa, 1H [NH]), 3.24-2.94 (m, 2H [12]), 2.67 (t, J = 6.8 Hz, 2H 

[1]), 1.73-0.99 (m, 20H [2-11]), 1.43 (s, 9H [(CH3)3]). 

13
C RMN  155.5 [C=O], 78.5 [C(CH3)3], 41.8 [1], 40.1 [12], 33.4, 29.9, 29.7, 

29.6, 29.1, 29.0, 28.8, 28.7, 27.9 [(CH3)3], 27.3, 26.3.  

3-Aminofenil carbamato de terc-butilo (7j) 

 Se emplea 1.6 g (15.0 mmol) de 1,3-fenilendiamina como 

diamina y 0.7 mL (3.0 mmol) de Boc2O. Se purifica por 

cromatografía en columna utilizando como eluyente una 

mezcla de AcOEt-hexano (1:3)  Rendimiento: 69 %, sólido gris. 

P.f. 188.8 ºC 

1
H RMN  7.15-6.88 (m, 1H [3]), 6.65-6.23 (m, 3H [2, 4, 6], 3.64 (sa, 2H [NH2]), 

1.51 (s, 9H [(CH3)3]). 

EM (ESI+) m/z 209.0 [M+H]
+
 (100%). 
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2-Aminofenil carbamato de terc-butilo (7k) 

 Se emplea 1.6 g (15.0 mmol) de 1,2-fenilendiamina como 

diamina y 0.7 mL (3.0 mmol) de Boc2O. Se purifica por 

cromatografía en columna utilizando como eluyente una mezcla 

de AcOEt-hexano (1:3)  Rendimiento: 88 %, sólido marrón. 

P.f. 113.2 ºC 

1
H RMN  7.31-7.20 (m, 1H [5]), 7.05-6.94 (m, 1H [3]), 6.83-6.69 (m, 2H [2, 4]), 

6.28 (sa, 1H [NH]), 3.63 (sa, 2H [NH2]), 1.51 (s, 9H [(CH3)3]). 

EM (ESI+) m/z 209.0 [M+H]
+
 (100%). 

4-(4-Aminobencil)fenil)carbamato de terc-butilo (7l) 

 Se emplea 3.4 g (17.0 mmol) de 4,4’-

diaminodifenilmetano como diamina y 0.7 mL (3.0 

mmol) de Boc2O. Se purifica por cromatografía en columna utilizando como 

eluyente un gradiente de la mezcla de AcOEt-hexano (0:1 a 1:2)  Rendimiento: 95 

%, sólido blanco. 

P.f. 131.7 ºC 

1
H RMN  7.38-6.76 (m, 6H [3, 5, 9, 10, 12, 13]), 6.66-6.46 (m, 2H [2, 6]), 6.34 

(sa, 1H [NH]), 3.75 (s, 2H [7]), 3.49 (sa, 2H [NH2]), 1.44 (s, 9H [(CH3)3]). 

EM (ESI+) m/z 299.0 [M+H]
+
 (55%), 244.0 (100%). 

4-(4-Aminociclohexil)metil)carbamato de terc-butilo (7m) 

 Se emplea 3.5 g (16.5 mmol) de 4,4’-

metilenebis(ciclohexilamina) como diamina y 0.8 mL 

(3.0 mmol) de Boc2O. El producto se obtiene sin 

necesidad de posterior purificación. Rendimiento: 97 %, sólido marrón. 

P.f. 158.7 ºC 

1
H RMN  4.48 (sa, 1H [NH]), 2.98-2.81 (m, 1H [11]), 2.61-2.43 (m, 1H [1]), 

2.03-0.61 (m, 29H [biciclohexilo]), 1.38 (s, 9H [(CH3)3]). 
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EM (ESI+) m/z 311.0 [M+H]
+
 (100%). 

1.2.3. Síntesis de n-(5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)alquil carbamatos de terc-butilo. Procedimiento general.  

Sobre una disolución de la amina monoprotegida de Boc indicada en cada caso 

con TEA en DCM se adiciona una disolución del cloruro de ácido 6 en DCM. La 

mezcla de reacción se agita a temperatura ambiente durante una noche y el 

disolvente se elimina a presión reducida. La purificación del producto se lleva a 

cabo mediante cromatografía en columna en las condiciones indicadas en cada 

caso.  

3-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)propil carbamato de terc-butilo (8a) 

Se emplea 104.5 mg (0.6 mmol) de la amina 

7a,  84.0 L (0.6 mmol) de TEA y 200.0 mg 

(0.5 mmol) del cloruro de ácido 6. Se purifica 

por cromatografía en columna utilizando 

como eluyente una mezcla de AcOEt-hexano 

(1:3). Rendimiento: 69 %, sólido amarillo. 

P.f. 224.9 ºC 

1
H RMN  7.42 (d, J= 1.6 Hz, 1H [8]), 7.34-7.27 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.12-

7.01 (m, 3H [17, 19, 21]), 5.08 (sa, 1H, [13]), 3.48 (c, J = 6.4 Hz, 2H [1’]), 3.19 

(c, J = 6.2 Hz, 2H [3’]), 2.37 (s, 3H [14]), 1.80-1.69 (m, 2H [2’]), 1.43 (s, 9H 

[(CH3)3]). 

13
C RMN 143.5 [3], 136.4 [6, 7], 135.3 [18], 133.4 [9], 

131.2 [17, 19], 130.9 [10], 130.7 [8], 129.3 [16, 20], 128.3 [11], 127.6 [15], 118.1 

[4], 79.5 [C(CH3)3], 38.0 [3’], 36.4 [1’], 30.8 [2’], 28.8 [(CH3)3], 9.8 [14]. 

MS (ESI+) m/z: 539.3 [M+H]
+
 (100%). 
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Anal. calculado C25H27Cl3N4O3: C 55.83, H 5.06, N 10.42, Cl 19.77. Encontrado: 

C 55.67, H 5.21, N 10.44, Cl 19.95. 

4-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)butil carbamato de terc-butilo (8b) 

Se emplea 80.0 mg (0.4 mmol) de la amina 

7b,  56.0 L (0.4 mmol) de TEA y 120.0 

mg (0.3 mmol) del cloruro de ácido 6. Se 

purifica por cromatografía en columna 

utilizando como eluyente un gradiente de la mezcla de AcOEt-hexano (1:3 a 1:2). 

Rendimiento: 85 %, sólido blanco. 

P.f. 233 ºC 

1
H RMN  7.42 (d, J = 1.8 Hz, 1H [8]), 7.33-7.27 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.06 

(d, J = 8.1 Hz, 2H [17, 19]), 6.99 (t, J = 6.1 Hz, 1H [21]), 4.58 (sa, 1H [13]), 3.42 

(c, J = 6.2 Hz, 2H [1’]), 3.14 (c, J = 5.6 Hz, 2H [4’]), 2.37 (s, 3H [14]), 1.77-1.49 

(m, 4H [2’, 3’]), 1.43 (s, 9H [(CH3)3]). 

13
C RMN  163.1 , 145.4 [5], 143.5 [3], 136.4 [6, 7], 135.3 [18], 133.4 [9], 

131.2 [17, 19], 130.9 [10], 130.7 [8], 129.3 [16, 20], 128.3 [11], 127.6 [15], 118.1 

[4], 79.5 [C(CH3)3], 40.7 [4’], 39.0 [1’], 28.8 [(CH3)3] 28.0 y 27.6 [2’y 3’], 9.8 

[14]. 

MS (ESI+) m/z: 553.4 [M+H]
+
 (100%). 

Anal. calculado C26H29Cl3N4O3: C 56.58, H 5.30, N 10.15, Cl 19.27. Encontrado: 

C 56.39, H 5.60, N 9.89, Cl 19.61. 
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5-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)pentil carbamato de terc-butilo (8c) 

Se emplea 120.8 mg (0.6 mmol) de la 

amina 7c,  84.0 L (0.6 mmol) de TEA y 

200.0 mg (0.5 mmol) del cloruro de ácido 

6. Se purifica por cromatografía en 

columna utilizando como eluyente un 

gradiente de la mezcla de AcOEt-hexano (1:3 a 1:2). Rendimiento: 87 %, sólido 

blanco. 

P.f. 90.1 ºC 

1
H RMN  7.42 (d, J = 1.7 Hz, 1H [8]), 7.35-7.19 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.07 

(d, J = 8.5 Hz, 2H [17, 19]), 6.96 (t, J = 6.0 Hz, 1H [21]), 4.55 (sa, 1H [13]), 3.41 

(c, J = 7.2 Hz, 2H [1’]), 3.10 (c, J = 6.5 Hz, 2H [5’]), 2.37 (s, 3H [14]), 1.74-1.56 

(m, 2H [2’]), 1.56-1.46 (m, 2H [4’]), 1.46-1.33 (m, 11H [(CH3)3y 3’]).  

13
C RMN  171.6 [C=O Boc], 163.1 , 145.4 [5], 143.4 [3], 136.4 [6, 7], 135.3 

[18], 133.4 [9], 131.2 [17, 19], 130.9 [10], 130.7 [8], 129.3 [16, 20], 128.3 [11], 

127.7 [15], 118.1 [4], 79.5 [C(CH3)3], 40.9 [5’], 39.1 [1’], 30.1 [4’], 29.9 [2’], 

28.8 [(CH3)3], 24.5 [3’], 9.8 [14]. 

MS (ESI+) m/z: 567.3 [M+H]
+
 (100%). 

Anal. calculado C27H31Cl3N4O3: C 57.30, H 5.52, N 9.90, Cl 18.79. Encontrado: 

C 57.02, H 5.73, N 9.71, Cl 19.52. 
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6-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)hexil carbamato de terc-butilo (8d) 

Se emplea 128.6 mg (0.6 mmol) de la amina 

7d,  84.0 L (0.6 mmol) de TEA y 200.0 mg 

(0.5 mmol) del cloruro de ácido 6. Se 

purifica por cromatografía en columna 

utilizando como eluyente un gradiente de la mezcla de AcOEt-hexano (1:3 a 1:2). 

Rendimiento: 92 %, sólido amarillo. 

P.f. 231.9 ºC 

1
H RMN  7.42 (d, J = 1.5 Hz, 1H [8]), 7.33-7.22 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.06 

(d, J = 8.2 Hz, 2H [17, 19]), 6.95 (t, J = 5.9 Hz, 1H [21]), 4.43 (sa, 1H [13]), 3.41 

(c, J = 6.5 Hz, 2H [1’]), 3.08 (sa, 2H [6’]), 2.37 (s, 3H [14]), 1.75-1.29 (m, 8H 

[2’-5’]), 1.43 (s, 9H [(CH3)3]). 

13
C RMN  163.1 , 145.5 [5], 143.4 [3], 136.4 [6, 7], 135.3 [18], 133.4 [9], 

131.2 [17, 19], 131.0 [10], 130.7 [8], 129.3 [16, 20], 128.3 [11], 127.7 [15], 118.1 

[4], 79.5 [C(CH3)3], 40.9 [6’], 39.2 [1’], 30.4, 30.1, 28.8 [(CH3)3], 27.0, 26.8, 9.8 

[14]. 

MS (ESI+) m/z: 581.5 [M+H]
+
 (100%). 

Anal. calculado C28H33Cl3N4O3: C 57.99, H 5.74, N 9.66, Cl 18.34. Encontrado: 

C 57.82, H 5.71, N 9.66, Cl 17.96. 

7-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)heptil carbamato de terc-butilo (8e) 

Se emplea 103.0 mg (0.5 mmol) de la amina 

7e,  62.0 L (0.5 mmol) de TEA y 150.0 mg 

(0.4 mmol) del cloruro de ácido 6. Se 

purifica por cromatografía en columna 

utilizando como eluyente una mezcla de 

AcOEt-hexano (1:3). Rendimiento: 81 %, sólido blanco. 
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P.f. 156.2 ºC 

1
H RMN  7.43 (d, J = 1.7 Hz, 1H [8]), 7.33-7.23 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.06 

(d, J = 8.3 Hz, 2H [17, 19]), 6.94 (t, J = 6.0 Hz, 1H [21]), 4.49 (sa, 1H [13]), 3.40 

(c, J = 6.7 Hz, 2H [1’]), 3.09 (c, J = 5.7 Hz, 2H [7’]), 2.37 (s, 3H [14]), 1.67-1.29 

(m, 10H [2’-6’]), 1.43 (s, 9H [(CH3)3]). 

13
C RMN  163.0 , 145.5 [5], 143.4 [3], 136.4 [6, 7], 135.3 [18], 133.4 [9], 

131.2 [17, 19], 130.9 [10], 130.7 [8], 129.3 [16, 20], 128.3 [11], 127.7 [15], 118.1 

[4], 79.4 [C(CH3)3], 41.0 [7’], 39.4 [1’], 30.4, 30.1, 29.4, 28.8 [(CH3)3], 27.3, 

27.1, 9.8 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 595.5 [M+H]
+
 (100%). 

Anal. calculado C29H35Cl3N4O3: C 58.64, H 5.94, N 9.43, Cl 18.34. Encontrado: 

C 58.47, H 5.89, N 9.31, Cl 18.35. 

8-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)octil carbamato de terc-butilo (8f) 

Se emplea 144.2 mg (0.6 mmol) de la 

amina 7f,  84.0 L (0.6 mmol) de TEA y 

200.0 mg (0.5 mmol) del cloruro de ácido 

6. Se purifica por cromatografía en 

columna utilizando como eluyente un gradiente de la mezcla de AcOEt-hexano 

(1:3 a 1:2). Rendimiento: 90 %, sólido amarillo. 

P.f. 101.4 ºC 

1
H RMN  7.43 (d, J = 1.7 Hz, 1H [8]), 7.35-7.22 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.06 

(d, J = 8.2 Hz, 2H [17, 19]), 6.94 (t, J = 5.7 Hz, 1H [21]), 4.49 (sa, 1H [13]), 3.40 

(c, J = 6.7 Hz, 2H [1’]), 3.09 (c, J = 6.1 Hz, 2H [8’]), 2.37 (s, 3H [14]), 1.71-1.51 

(m, 4H [2’, 7’]), 1.44 (s, 9H [(CH3)3]), 1.38-1.26 (m, 8H [3’-6’]). 

13
C RMN  171.6 [C=O Boc], 163.0 , 145.5 [5], 143.4 [3], 136.3 [6, 7], 135.3 

[18], 133.4 [9], 131.2 (2C) [17, 19], 130.9 [10], 130.7 [8], 129.3 [16, 20], 128.3 
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[11], 127.7 [15], 118.1 [4], 79.4 [C(CH3)3], 41.0 [8’], 39.4 [1’], 30.4, 30.1, 29.6 

(2C), 28.8 [(CH3)3], 27.3, 27.1, 9.8 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 609.5 [M+H]
+
 (100%). 

Anal. calculado C30H37Cl3N4O3: C 59.26, H 6.13, N 9.21, Cl 17.49. Encontrado: 

C 59.18, H 6.12, N 9.11, Cl 17.19. 

9-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)nonil carbamato de terc-butilo (8g) 

Se emplea 152.0 mg (0.6 mmol) de la 

amina 7g,  84.0 L (0.6 mmol) de TEA y 

200.0 mg (0.5 mmol) del cloruro de 

ácido 6. Se purifica por cromatografía en 

columna utilizando como eluyente un 

gradiente de la mezcla de AcOEt-hexano (1:3 a 1:2). Rendimiento: 51 %, sólido 

anaranjado. 

P.f. 183.5 ºC 

1
H RMN  7.43 (d, J = 1.6 Hz, 1H [8]), 7.33-7.22 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.06 

(d, J = 8.6 Hz, 2H [17, 19]), 6.94 (t, J = 6.1 Hz, 1H [21]), 4.49 (sa, 1H [13]), 3.40 

(c, J = 6.8 Hz, 2H [1’]), 3.09 (c, J = 6.1 Hz, 2H [9’]), 2.37 (s, 3H [14]), 1.71-1.49 

(m, 4H [2’, 8’]), 1.44 (s, 9H [(CH3)3]), 1.38-1.22 (m, 10H [3’-7’]). 

13
C RMN  171.6 [C=O Boc], 163.0 , 145.5 [5], 143.4 [3], 136.3 [6, 7], 135.3 

[18], 133.4 [9], 131.2 [17, 19], 131.0 [10], 130.7 [8], 129.3 [16, 20], 128.3 [11], 

127.7 [15], 118.1 [4], 79.4 [C(CH3)3], 41.0 [9’], 39.4 [1’], 30.4, 30.1, 29.8, 29.6 

(2C), 28.8 [(CH3)3], 27.3, 27.2, 9.9 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 623.5 [M+H]
+
 (100%). 

Anal. calculado C31H39Cl3N4O3: C 59.86, H 6.32, N 9.01, Cl 17.10. Encontrado: 

C 59.57, H 6.61, N 8.89, Cl 18.73. 
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10-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)decil carbamato de terc-butilo (8h) 

Se emplea 159.8 mg (0.6 mmol) de la 

amina 7h,  84.0 L (0.6 mmol) de TEA y 

200.0 mg (0.5 mmol) del cloruro de 

ácido 6. Se purifica por cromatografía en 

columna utilizando como eluyente un 

gradiente de la mezcla de AcOEt-hexano (1:3 a 1:2). Rendimiento: 71 %, sólido 

anaranjado. 

P.f. 110.7 ºC 

1
H RMN  7.41 (d, J = 1.8 Hz, 1H [8]), 7.31-7.21 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.04 

(d, J = 8.4 Hz, 2H [17, 19]), 6.93 (t, J = 5.8 Hz, 1H [21]), 4.51 (sa, 1H [13]), 3.39 

(c, J = 6.8 Hz, 2H [1’]), 3.07 (c, J = 6.2 Hz, 2H [10’]), 2.36 (s, 3H [14]), 1.66-

1.45 (m, 4H [2’, 9’]), 1.42 (s, 9H [(CH3)3]), 1.38-1.20 (m, 12H [3’-8’]). 

13
C RMN  162.6 , 145.1 [5], 142.9 [3], 135.9 [6, 7], 134.8 [18], 133.0 [9], 

130.8 [17, 19], 130.5 [10], 130.3 [8], 128.8 [16, 20], 127.8 [11], 127.2 [15], 117.6 

[4], 78.9 [C(CH3)3], 40.6 [10’], 39.0 [1’], 30.0, 29.7, 29.4 (2C), 29.2 (2C), 28.4 

(3C) [(CH3)3], 27.0, 26.7, 9.4 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 637.6 [M+H]
+
 (100%). 

Anal. calculado C32H41Cl3N4O3: C 60.43, H 6.50, N 8.81, Cl 16.72. Encontrado: 

C 60.63, H 6.83, N 9.27, Cl 16.99. 
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12-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)dodecil carbamato de terc-butilo (8i) 

Se emplea 175.4 mg (0.6 mmol) de la 

amina 7i, 84.0 L (0.6 mmol) de TEA y 

200.0 mg (0.5 mmol) del cloruro de 

ácido 6. Se purifica por cromatografía en 

columna utilizando como eluyente un 

gradiente de la mezcla de AcOEt-hexano (1:3 a 1:2). Rendimiento: 70 %, sólido 

amarillo. 

P.f. 190.0 ºC 

1
H RMN  7.43 (d, J = 1.7 Hz, 1H [8]), 7.36-7.20 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.06 

(d, J = 8.5 Hz, 2H [17, 19]), 6.94 (t, J = 6.0 Hz, 1H [21]), 4.49 (sa, 1H [13]), 3.41 

(c, J = 6.7 Hz, 2H [1’]), 3.09 (c, J = 6.4 Hz, 2H [12’]), 2.37 (s, 3H [14]), 1.72-

1.50 (m, 4H [2’, 11’]), 1.44 (s, 9H [(CH3)3]), 1.37-1.16 (m, 16H [3’-10’]). 

13
C RMN  171.6 [C=O Boc], 163.0 , 145.6 [5], 143.4 [3], 136.4 [6, 7], 135.3 

[18], 133.4 [9], 131.2 [17, 19], 130.9 [10], 130.7 [8], 129.3 [16, 20], 128.3 [11], 

127.7 [15], 118.1 [4], 79.4 [C(CH3)3], 41.1 [12’], 39.5 [1’], 30.5, 30.2, 30.0 (3C), 

29.7 (2C), 28.8 [(CH3)3], 27.4, 27.2, 9.8 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 665.6 [M+H]
+
 (100%). 

Anal. calculado C34H45Cl3N4O3: C 61.49, H 6.83, N 8.44, Cl 16.02. Encontrado: 

C 61.59, H 6.62, N 8.42, Cl 16.52. 

 

 

 

 



 
155 PARTE EXPERIMENTAL 

3-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)fenil carbamato de terc-butilo (8j) 

Se emplea 125.0 mg (0.6 mmol) de la amina 

7j, 84.0 L (0.6 mmol) de TEA y 200.0 mg 

(0.5 mmol) del cloruro de ácido 6. Se purifica 

por cromatografía en columna utilizando 

como eluyente una mezcla de AcOEt-hexano 

(1:5). Rendimiento: 80 %, sólido amarillo. 

P.f. 260.4 ºC 

1
H RMN  8.77 (s, 1H [21]), 7.76 (t, J = 2.0 Hz, 1H [6’]), 7.50-6.91 (m, 10Har), 

6.59 (sa, 1H [13]), 2.35 (s, 3H [14]), 1.44 (s, 9H [(CH3)3]). 

13
C RMN  160.9 [C=O Boc], 153.1 , 145.1 [5], 143.8 [3], 139.5 [5’], 139.0 

[1’], 136.5 [6], 136.2 [7], 135.4 [18], 133.4 [9], 131.3 [17, 19], 131.0 [10], 130.7 

[8], 129.9 [3’], 129.3 [16, 20], 128.3 [11], 127.5 [15], 118.6 [4], 114.6 [6’], 114.3, 

109.9 [2’, 4’], 80.9 [C(CH3)3], 28.7 [(CH3)3], 9.9 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 573.3 [M+H]
+
 (100%). 

Anal. calculado C28H25Cl3N4O3: C 58.81, H 4.41, N 9.80, Cl 18.60. Encontrado: 

C 58.48, H 4.04, N 9.47, Cl 18.97. 

2-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)fenil carbamato de terc-butilo (8k) 

Se emplea 125.0 mg (0.6 mmol) de la amina 7k, 

84.0 L (0.6 mmol) de TEA y 200.0 mg (0.5 

mmol) del cloruro de ácido 6. Se purifica por 

cromatografía en columna utilizando como 

eluyente un gradiente de la mezcla de AcOEt-

hexano (1:5 a 1:3). Rendimiento: 95 %, sólido amarillo. 

P.f. 214.1 ºC 
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1
H RMN  8.85 (s, 1H [21]), 7.95 (sa, 1H), 7.77-7.01 (m, 10H), 6.76 (sa, 1H 

[13]), 2.36 (s, 3H [14]), 1.29 (s, 9H [(CH3)3]). 

13
C RMN  161.5 [C=O Boc], 153.4 [12], 144.1, 136.3, 135.6, 135.0, 133.0, 

131.5 [17, 19], 129.9, 129.4 [16, 20], 128.4, 127.4, 127.3, 126.7, 124.6, 123.8, 

118.4, 81.2 [C(CH3)3], 28.3 [(CH3)3], 10.0 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 573.3 [M+H]
+
 (100%). 

Anal. calculado C28H25Cl3N4O3: C 58.81, H 4.41, N 9.80, Cl 18.60. Encontrado: 

C 58.44, H 4.04, N 9.47, Cl 18.97. 

4-(4-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)bencil)fenil carbamato de terc-butilo (8l) 

Se emplea 143.0 mg (0.5 mmol) de la 

amina 7l,  66.8 L (0.5 mmol) de 

TEA y 156.0 mg (0.4 mmol) del 

cloruro de ácido 6. Se purifica por 

cromatografía en columna utilizando 

como eluyente un gradiente de la mezcla de AcOEt-hexano (1:4 a 1:2). 

Rendimiento: 96 %, aceite amarillo. 

1
H RMN  8.68 (s, 1H [21]), 7.53 (d, J = 8.6 Hz, 2Har [16, 20]), 7.39 (t, J = 1.2 

Hz, 1H [8]), 7.30-6.93 (m, 12Har), 6.39 (sa, 1H [13]), 3.85 (s, 2H [7’]), 2.37 (s, 3H 

[14]), 1.46 (s, 9H [(CH3)3]). 

13
C RMN  160.8 , 153.3, 145.3, 143.8, 137.5, 136.8, 136.5, 136.3 (2C), 

135.5, 133.4, 131.3 [17, 19], 131.0, 130.8, 129.8 (2C), 129.7 (2C), 129.3 (2C), 

128.3, 127.5, 120.3 (2C), 119.2, 118.6, 80.8 [C(CH3)3], 41.1 [7’], 28.8 [(CH3)3], 

9.9 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 663.6 [M+H]
+
 (100%). 

Anal. calculado C35H31Cl3N4O3: C 63.50, H 4.72, N 8.46, Cl 16.07. Encontrado: 

C 62.06, H 4.89, N 7.95, Cl 15.49. 
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4-((4-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)ciclohexil)metil)ciclohexil carbamato de terc-butilo (8m) 

Se emplean 186.0 mg (0.6 mmol) de 

la amina 7m,  84.0 L (0.6 mmol) de 

TEA y 200.0 mg (0.5 mmol) del 

cloruro de ácido 6. Se purifica por 

cromatografía en columna utilizando 

como eluyente un gradiente de la mezcla de AcOEt-hexano (6:1). Rendimiento: 

24 %, sólido amarillo. 

P.f. 138.8 ºC 

1
H RMN  7.42-7.36 (m, 1H [8]), 7.31-7.19 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.02 (d, J = 

8.3 Hz, 2H [17, 19]), 6.74 (d, J = 8.1 Hz, 1H [21]), 4.48 (sa, 1H [13]), 2.34 (s, 3H 

[14]), 2.17-0.75 (m, 21H [1’-13’]), 1.41 (s, 9H [(CH3)3]). 

13
C RMN  161.9 , 145.2 [5], 143.0 [3], 135.9 [6, 7], 134.8 [18], 133.0 [9], 

130.8 [17, 19], 130.5 [10], 130.3 [8], 128.8 [16, 20], 127.9 [11], 127.3 [15], 117.7 

[4], 79.0 [C(CH3)3], 50.0, 48.4, 46.6, 44.1, 42.9, 33.8, 33.7, 33.5, 33.1, 32.6, 32.1, 

29.7, 28.4 [(CH3)3], 28.1, 9.4 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 675.0 [M+H]
+
 (100%). 

Anal. calculado C35H43Cl3N4O3: C 62.36, H 6.43, N 8.31, Cl 15.78. Encontrado: 

C 62.63, H 6.76, N 8.53, Cl 16.08  

1.2.4. Síntesis de 5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamida (9)  

Sobre una disolución de 117.0 mg (0.3 mmol) del cloruro de ácido 6 en 2.0 mL de 

DCM a 0 ºC, se adiciona gota a gota 0.9 mL de NH3 comercial (disolución al 30% 

en agua). La mezcla de reacción se agita a temperatura ambiente durante una 

noche. La reacción se extrae con DCM (2x), las fases orgánicas se combinan y se 

lavan sucesivamente con agua, se secan sobre MgSO4 y el disolvente se elimina a 
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presión reducida. Obteniéndose el producto sin necesidad de posteriores 

purificaciones. Rendimiento: 96 %, sólido amarillo. 

P.f. 183.7 ºC 

1
H RMN  7.43-7.37 (m, 1H [8]), 7.34-7.23 (m, 4H [10, 

11, 16, 20]), 7.05 (d, J = 8.4 Hz, 2H [17, 19]), 6.84 (sa, 1H 

[13]), 5.89 (sa, 1H [13]), 2.34 (s, 3H [14]). 

13
C RMN 143.0 [3], 135.9 [6], 

135.8 [7], 134.8 [18], 132.8 [9], 130.7 [17, 19], 130.4 [10], 130.2 [8], 128.8 [16, 

20], 127.8 [11], 127.1 [15], 117.9 [4], 9.4 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 382.3 [M+H]
+
 (100%). 

Anal. calculado C17H12Cl3N3O: C 53.64, H 3.18, N 11.04, Cl 27.94. Encontrado: 

C 53.91, H 3.35, N 10.98, Cl 27.53. 

1.2.5. Síntesis de N-(n-aminoalquil)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-

metil-1H-pirazol-3-carboxamida. Procedimiento general. 

Una disolución de la amina protegida indicada en cada caso en una mezcla al 50 

% TFA/DCM se agita a temperatura ambiente durante 30 min. Los disolventes se 

eliminan a presión reducida. El crudo de reacción se redisuelve en éter etílico y se 

vuelve a eliminar el disolvente a presión reducida para obtener el producto en 

forma de sal de TFA. Sobre una disolución de la sal de TFA en éter etílico, se 

adiciona otra disolución de NaOH al 10 %. La mezcla se agita a temperatura 

ambiente durante 1 h. Se extrae y los extractos orgánicos se secan sobre MgSO4. 

El disolvente se elimina a presión reducida. 
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N-(3-Aminopropil)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamida (10a) 

Se emplea 54.0 mg (0.1 mmol) de la amina 

monoprotegida 8a y 5.0 mL de la mezcla 

TFA/DCM al 50 %. Rendimiento: 77 %, sólido 

amarillo. 

P.f. 114.6 ºC 

1
H RMN  7.55-6.96 (m, 6H [8, 10, 11, 13, 16, 20]), 7.06 (d, J = 8.2 Hz, 2H [17, 

19]), 3.54 (c, J = 5.5 Hz, 2H [1’]), 2.87 (t, J = 6.1 Hz, 2H [3’]), 2.37 (s, 3H [14]), 

1.89-1.69 (m, 2H [2’]). 

13
C RMN 143.1 [3], 136.0 [6], 135.9 [7], 134.9 [18], 

133.0 [9], 130.8 [17, 19], 130.5 [10], 130.3 [8], 128.9 [16, 20], 127.9 [11], 127.2 

[15], 117.8 [4], 39.2 [3’], 36.4 [1’], 32.4 [2’], 9.4 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 439.0 [M+H]
+
 (100%). 

Anal.  calculado C20H19Cl3N4O: C 54.87, H 4.37, N 12.80, Cl 24.30. Encontrado: 

C 54.53, H 4.17, N 12.45, Cl 24.71. 

N-(4-Aminobutil)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamida (10b) 

Se emplea 60.7 mg (0.1 mmol) de la amina 

monoprotegida 8b y 5.0 mL de la mezcla 

TFA/DCM al 50 %. Rendimiento: 37 %, sólido 

amarillo. 

P.f. 79.0 ºC 

1
H RMN  7.57-7.17 (m, 6H [8, 10, 11, 13, 16, 20]), 7.04 (d, J = 8.3 Hz, 2H [17, 

19]), 3.42 (c, J = 6.4 Hz, 2H [1’]), 2.76 (c, J = 6.5 Hz, 2H [4’]), 2.35 (s, 3H [14]), 

1.72-1.47 (m, 4H [2’, 3’]). 
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13
C RMN  162.7 , 145.0 [5], 142.6 [3], 135.9 [6, 7], 134.9 [18], 133.0 [9], 

130.8 [17, 19], 130.4 [10], 130.1 [8], 128.9 [16, 20], 127.9 [11], 127.2 [15], 117.7 

[4], 41.7 [4’], 38.8 [1’], 30.6, 27.2, 9.4 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 431.1 [M+H]
+
 (100%). 

Anal.  calculado C21H21Cl3N4O: C 55.83, H 4.69, N 12.40, Cl 23.54. Encontrado: 

C 55.53, H 4.30, N 12.25, Cl 23.80. 

N-(5-Aminopentil)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamida (10c) 

Se emplea 62.4 mg (0.1 mmol) de la amina 

monoprotegida 8c y 5.0 mL de la mezcla 

TFA/DCM al 50 %. Rendimiento: 55 %, sólido 

amarillo. 

P.f. 66.3 ºC 

1
H RMN  7.41 (d, J = 1.9 Hz, 1H [8]), 7.32-7.22 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.04 

(d, J = 8.3 Hz, 2H [17, 19]), 6.95 (t, J = 6.0 Hz, 1H [13]), 3.41 (c, J = 6.7 Hz, 2H 

[1’]), 2.68 (t, J = 6.5 Hz, 2H [5’]), 2.35 (s, 3H [14]), 1.69-1.31 (m, 6H [2’-4’]).  

13
C RMN  163.1 , 145.5 [5], 143.5 [3], 136.4 [6, 7], 135.1 [18], 133.4 [9], 

131.2 [17, 19], 130.9 [10], 130.8 [8], 129.3 [16, 20], 128.3 [11], 127.7 [15], 118.1 

[4], 40.4 [5’], 39.3 [1’], 33.4, 30.1, 24.7, 9.8 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 467.1 [M+H]
+
 (100%). 

Anal.  calculado C22H23Cl3N4O: C 56.73, H 4.98, N 12.03, Cl 22.83. Encontrado: 

C 56.82, H 5.12, N 12.27, Cl 22.56. 
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N-(6-Aminohexil)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamida (10d) 

Se emplea 58.0 mg (0.1 mmol) de la amina 

monoprotegida 8d y 5.0 mL de la mezcla 

TFA/DCM al 50 %. Rendimiento: 52 %, sólido 

amarillo. 

P.f. 71.4 ºC 

1
H RMN  7.55-7.20 (m, 5H [8, 10, 11, 16, 20]), 7.04 (d, J = 8.4 Hz, 2H [17, 

19]), 6.94 (t, J = 5.8 Hz, 1H [13]), 3.40 (c, J = 6.6 Hz, 2H [1’]), 2.79-2.61 (m, 2H 

[6’]), 2.35 (s, 3H [14]), 1.73-1.21 (m, 8H [2’-5’]). 

13
C RMN  163.1 , 145.5 [5], 143.4 [3], 136.4 [6, 7], 135.3 [18], 133.4 [9], 

131.2 [17, 19], 131.0 [10], 130.8 [8], 129.3 [16, 20], 128.3 [11], 127.7 [15], 118.1 

[4], 42.5 [6’], 39.3 [1’], 34.0, 30.2, 27.3, 27.0, 9.9 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 481.1 [M+H]
+
 (100%). 

Anal.  calculado C23H25Cl3N4O: C 57.57, H 5.25, N 11.68, Cl 22.17. Encontrado: 

C 57.82, H 5.30, N 11.84, Cl 22.48. 

N-(7-Aminoheptil)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamida (10e) 

Se emplea 59.4 mg (0.1 mmol) de la amina 

monoprotegida 8e y 5.0 mL de la mezcla 

TFA/DCM al 50 %. Rendimiento: 30 %, sólido 

amarillo. 

P.f. 63.7 ºC 

1
H RMN  7.46-7.39 (m, 1H [8]), 7.34-7.21 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.05 (d, J = 

8.4 Hz, 2H [17, 19]), 6.77 (d, J = 8.1 Hz, 1H [13]), 3.88 (c, J = 6.7 Hz, 2H [1’]), 

3.35 (m, 2H [7’]), 2.37 (s, 3H [14]), 1.66-1.29 (m, 10H [2’-6’]). 
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13
C RMN  161.9 , 145.2 [5], 143.0 [3], 136.0 [6, 7], 134.9 [18], 133.0 [9], 

130.8 [17, 19], 130.6 [10], 130.3 [8], 128.9 [16, 20], 127.9 [11], 127.3 [15], 117.8 

[4], 48.5 [7’], 44.2 [1’], 33.8, 33.1, 32.1, 29.8, 28.4, 9.4 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 495.3 [M+H]
+
 (100%). 

Anal.  calculado C24H27Cl3N4O: C 58.37, H 5.51, N 11.34, Cl 21.54. Encontrado: 

C 58.07, H 5.34, N 11.07, Cl 21.86. 

N-(8-Aminooctil)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamida (10f) 

Se emplea 58.0 mg (0.1 mmol) de la amina 

monoprotegida 8f y 5.0 mL de la mezcla 

TFA/DCM al 50 %. Rendimiento: 77 %, sólido 

amarillo. 

P.f. 71.5 ºC 

1
H RMN  7.40 (d, J = 1.9 Hz, 1H [8]), 7.29-7.23 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.04 

(d, J = 8.6 Hz, 2H [17, 19]), 6.97 (t, J = 5.9 Hz, 1H [13]), 3.98 (sa, 2H [21]), 3.37 

(c, J = 6.5 Hz, 2H [1’]), 2.76 (t, J = 7.3 Hz, 2H [8’]), 2.34 (s, 3H [14]), 1.61-1.16 

(m, 4H [2’-7’]). 

13
C RMN 162.6 , 145.0 [5], 143.0 [3], 135.9 [6], 135.8 [7], 134.8 [18], 

132.9 [9], 130.8 [17, 19], 130.5 [10], 130.3 [8], 128.8 [16, 20], 127.9 [11], 127.1 

[15], 117.6 [4], 41.1 [8’], 38.9 [1’], 29.7, 29.6, 29.1, 29.0, 26.8, 26.5, 9.4 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 509.3 [M+H]
+
 (100%). 

Anal.  calculado C25H29Cl3N4O: C 59.12, H 5.76, N 11.03, Cl 20.94. Encontrado: 

C 59.05, H 5.63, N 12.97, Cl 20.77. 
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N-(9-Aminononil)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamida (10g) 

Se emplea 51.1 mg (0.1 mmol) de la amina 

monoprotegida 8g y 4.0 mL de la mezcla 

TFA/DCM al 50 %. Rendimiento: 75 %, sólido 

amarillo. 

P.f. 63.6 ºC 

1
H RMN  7.40 (d, J = 1.9 Hz, 1H [8]), 7.29-7.23 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.04 

(d, J = 8.4 Hz, 2H [17, 19]), 6.93 (t, J = 5.9 Hz, 1H [13]), 3.38 (c, J = 6.8 Hz, 2H 

[1’]), 2.65 (t, J = 7.1 Hz, 2H [9’]), 2.35 (s, 3H [14]), 1.67-1.18 (m, 14H [2’-8’]). 

13
C RMN  162.6 , 145.1 [5], 143.0 [3], 136.0 [6, 7], 134.8 [18], 133.0 [9], 

130.8 [17, 19], 130.5 [10], 130.3 [8], 128.8 [16, 20], 127.8 [11], 127.2 [15], 117.6 

[4], 42.1 [9’], 39.0 [1’], 33.6, 29.7, 29.4, 29.3, 29.2, 27.0, 26.8, 9.4 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 523.2 [M+H]
+
 (100%). 

Anal.  calculado C26H31Cl3N4O: C 59.83, H 5.99, N 10.73, Cl 20.38. Encontrado: 

C 59.50, H 5.64, N 10.68, Cl 20.66. 

N-(10-Aminodecil)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamida (10h) 

Se emplea 86.0 mg (0.1 mmol) de la amina 

monoprotegida 8h y 6.8 mL de la mezcla 

TFA/DCM al 50 %. Rendimiento: 55 %, sólido 

amarillo. 

P.f. 77.1 ºC 

1
H RMN  7.40 (d, J = 2.2 Hz, 1H [8]), 7.29-7.23 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.04 

(d, J = 8.6 Hz, 2H [17, 19]), 6.93 (t, J = 5.7 Hz, 1H [13]), 3.38 (c, J = 6.9 Hz, 2H 

[1’]), 2.71-2.62 (m, 2H [10’]), 2.35 (s, 3H [14]), 1.62-1.14 (m, 16H [2’, 9’]). 
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13
C RMN  162.6 , 145.1 [5], 143.0 [3], 135.9 [6, 7], 134.8 [18], 133.0 [9], 

130.8 [17, 19], 130.5 [10], 130.3 [8], 128.8 [16, 20], 127.8 [11], 127.2 [15], 117.7 

[4], 42.0 [10’], 39.0 [1’], 33.3, 29.7, 29.5, 29.4, 29.3, 29.2, 27.0, 26.8, 9.4 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 537.3 [M+H]
+
 (100%). 

Anal.  calculado C27H33Cl3N4O: C 60.51, H 6.21, N 10.45, Cl 19.85. Encontrado: 

C 60.39, H 6.28, N 10.50, Cl 20.06. 

N-(12-Aminododecil)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-

3-carboxamida (10i) 

Se emplea 40.5 mg (0.1 mmol) de la amina 

monoprotegida 8i y 3.0 mL de la mezcla 

TFA/DCM al 50 %. Rendimiento: 45 %, sólido 

amarillo. 

P.f. 72.8 ºC 

1
H RMN  7.44-7.41 (m, 1H [8]), 7.32-7.24 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.06 (d, J = 

8.3 Hz, 2H [17, 19]), 6.97-6.92 (m, 1H [13]), 3.40 (c, J = 6.6 Hz, 2H [1’]), 2.76-

2.68 (m, 2H [12’]), 2.37 (s, 3H [14]), 1.64-1.15 (m, 20H [2’-11’]). 

13
C RMN  162.6 , 145.1 [5], 143.0 [3], 136.0 [6], 135.9 [7], 134.8 [18], 

133.0 [9], 130.8 [17, 19], 130.5 [10], 130.3 [8], 128.9 [16, 20], 127.9 [11], 127.3 

[15], 117.7 [4], 39.1 [12’], 29.8 [1’], 29.7, 29.6, 29.5 (2C), 29.4, 29.3, 27.0, 9.4 

[14]. 

EM (ESI+) m/z: 565.4 [M+H]
+
 (100%). 

Anal.  calculado C29H37Cl3N4O: C 61.76, H 6.61, N 9.93, Cl 18.86. Encontrado: C 

61.63, H 6.65, N 10.02, Cl 19.14. 

 

 

 



 
165 PARTE EXPERIMENTAL 

N-(3-Aminofenil)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamida (10j) 

Se emplea 57.1 mg (0.1 mmol) de la amina 

monoprotegida 8j y 5.0 mL de la mezcla 

TFA/DCM al 50 %. Rendimiento: 66 %, sólido 

marrón claro. 

P.f. 134.6 ºC 

1
H RMN  8.69 (s, 2H [21]), 7.49-6.77 (m, 11H [aromáticos]), 6.46 (d, J= 8.0 Hz, 

1H [13]), 2.42 (s, 3H [14]). 

13
C RMN  160.4 , 147.2 [5], 144.9 [3], 143.4 [5’], 138.9 [1’], 136.1 [6], 

135.8 [7], 135.0 [18], 133.0 [9], 130.8 [17, 19], 130.5 [10], 130.3 [8], 129.7 [3’], 

128.9 [16, 20], 127.9 [11], 127.0 [15], 118.2 [4], 110.8 [6’], 109.7, 106.3 [2’, 4’], 

9.5 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 473.4 [M+H]
+
 (100%). 

Anal.  calculado C23H17Cl3N4O: C 58.56, H 3.63, N 11.88, Cl 22.54. Encontrado: 

C 58.50, H 3.80, N 11.96, Cl 22.28. 

N-(2-Aminofenil)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamida (10k) 

Se emplea 57.5 mg (0.1 mmol) de la amina 

monoprotegida 8k y 5.0 mL de la mezcla TFA/DCM 

al 50 %. Rendimiento: 87 %, sólido marrón 

anaranjado. 

P.f. 181.7 ºC 

1
H RMN  8.64 (s, 2H [21]), 7.49-6.77 (m, 12H [aromáticos y 13]), 2.41 (s, 3H 

[14]). 

13
C RMN  160.9 [12], 144.6, 143.3, 140.8, 136.1, 135.8, 135.0, 132.9, 130.8 [17, 

19], 130.5, 130.4, 128.9 [16, 20], 127.9, 127.1, 126.9, 125.2, 123.9, 119.4, 118.3, 

117.9, 9.5 [14]. 
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EM (ESI+) m/z: 473.5 [M+H]
+
 (100%). 

Anal.  calculado C23H17Cl3N4O: C 58.56, H 3.63, N 11.88, Cl 22.54. Encontrado: 

C 58.40, H 3.54, N 11.75, Cl 22.26. 

N-(4-(4-Aminobencil)fenil)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-

pirazol-3-carboxamida (10l) 

Se emplea 60.0 mg (0.1 mmol) de la amina 

monoprotegida 8l y 5.0 mL de la mezcla 

TFA/DCM al 50 %. Rendimiento: 44 %, 

sólido naranja claro. 

P.f. 146.2 ºC 

1
H RMN  8.68 (s, 1H [13]), 7.53 (d, J = 8.3 Hz, 2H [16, 20]), 7.40-7.39 (m, 1H 

[8]), 7.29-6.90 (m, 12Har), 6.39 (sa, 1H [13]), 3.80 (s, 2H [7’]), 2.37 (s, 3H [14]). 

13
C RMN  160.4 , 144.9, 144.4, 143.4, 137.6, 136.1, 135.8, 135.7, 135.0, 

133.0, 131.2, 130.8 [17, 19], 130.5, 130.3, 129.7 [16, 20], 129.3 (2C), 128.9 (2C), 

127.9, 127.0, 119.8 (2C), 118.2, 115.3 (2C), 40.5 [7’], 9.5 [14]. 

EM (ESI+) m/z: 563.3 [M+H]
+
 (100%). 

Anal.  calculado C30H23Cl3N4O: C 64.13, H 4.13, N 9.97, Cl 18.93. Encontrado: C 

64.27, H 4.30, N 10.02, Cl 19.26. 
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1.2.6. Síntesis de 2,5-dioxopirrolidin-1-il carbonato de metoxipolietilenglicol 

(11) 

Una mezcla de 1.0 g (0.5 mmol) de mPEG-2000 en dioxano anhidro se calienta en 

baño de agua hasta su completa disolución. Se enfría y se adiciona otra disolución 

de 0.9 g (3.5 mmol) de N,N’-disuccinimidil carbonato en acetona anhidra. 

Posteriormente se adiciona una disolución de 423.0 mg (3.5 mmol) de DMAP en 

acetona anhidra. La mezcla se agita a temperatura ambiente durante una noche. Se 

adiciona éter etílico hasta que se observa la precipitación del producto. Se filtra y 

se seca a vacío. Rendimiento: 62 %, sólido blanco. 

P.f. 48.1 ºC 

1
H RMN  4.46 (t, J = 4.5 Hz, 2H [3]), 3.88 (t, J = 

4.9 Hz, 2H [4]), 3.82-3.52 (m, 145H [PEG]), 3.38 (s, 

3H [5]), 2.84 (s, 4H [1, 2]). 

1.2.7. Síntesis de n-(5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)alquil carbamatos de metoxipolietilenglicol. Procedimiento 

general.  

A una disolución de las aminoalquil y aminoaril carboxamidas indicadas en cada 

caso en DCM seco se le adiciona TEA y una disolución del mPEG activado 11 en 

DCM seco. La mezcla de reacción se agita a temperatura ambiente durante una 

noche y el disolvente se elimina a presión reducida. La purificación del producto 

se lleva a cabo mediante cromatografía en columna en las condiciones indicadas 

en cada caso. 

 

 

 



 
168 PARTE EXPERIMENTAL 

3-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)propil carbamato de metoxipolietilenglicol (12a) 

Se emplea 33.6 mg (0.1 mmol) de 

la amina 10a en 2.6 mL de DCM 

seco, 10.7 L (0.1 mmol) de TEA 

y 168.9 mg (0.1 mmol) del mPEG 

activado 11 en 2.0 mL de DCM 

seco. Se purifica por cromatografía en columna utilizando como eluyente una 

mezcla de CHCl3:MeOH (50:1). Rendimiento: 23 %, sólido blanco. 

P.f. 49.4 ºC 

1
H RMN  7.41 (d, J = 1.9 Hz, 1H [8]), 7.32-7.24 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.13 

(t, J = 6.3 Hz, 1H [21]), 7.05 (d, J = 8.4 Hz, 2H [17, 19]), 5.54 (t, J = 6.0 Hz, 1H 

[13]), 4.19 (t, J = 4.6 Hz, 2H [1’’]), 3.90-3.51 (m, 128H [PEG]), 3.47 (c, J = 6.4 

Hz, 2H [1’]), 3.37 (s, 3H [3’’]), 3.24 (c, J = 6.2 Hz, 2H [3’]), 2.35 (s, 3H [14]), 

1.75 (m, 2H [2’]). 

13
C RMN C=O PEG145.2 [5], 143.5 [3], 136.4 [6], 136.3 

[7], 135.3 [18], 133.3 [9], 131.2 [17, 19], 131.0 [10], 130.7 [8], 129.3 [16, 20], 

128.3 [11], 127.6 [15], 118.1 [4], 72.3 [PEG], 70.9 [PEG], 64.3 [1’’], 59.4 [3’’], 

38.3 [3’], 36.2 [1’], 30.6 [2’], 9.8 [14]. 

EM (MALDI-TOF) Mn: 2298.1, Mw: 2339.1 y IP: 1.02.  
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4-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)butil carbamato de metoxipolietilenglicol (12b) 

Se emplea 18.4 mg (0.04 mmol) 

de la amina 10b en 1.0 mL de 

DCM seco, 5.6 L (0.04 mmol) 

de TEA y 88.0 mg (0.04 mmol) 

del mPEG activado 11 en 1.0 mL de DCM seco. Se purifica por cromatografía en 

columna utilizando como eluyente una mezcla de CHCl3:MeOH (50:1). 

Rendimiento: 64 %, sólido amarillo. 

P.f. 50.5 ºC 

1
H RMN  7.42 (d, J = 1.9 Hz, 1H [8]), 7.33-7.24 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.06 

(d, J = 8.5 Hz, 2H [17, 19]), 6.99 (t, J = 5.7 Hz, 1H [21]), 4.93 (t, J = 5.4 Hz, 1H 

[13]), 4.20 (t, J = 4.6 Hz, 2H [1’’]), 3.87 (t, J = 4.6 Hz, 2H [2’’]), 3.80-3.49 (m, 

155H [PEG]), 3.49-3.39 (m, 2H [1’]), 3.38 (s, 3H [3’’]), 3.20 (c, J = 6.2 Hz, 2H 

[4’]), 2.36 (s, 3H [14]), 1.90-1.50 (m, 4H [2’-3’]).  

13
C RMN  161.7 C=O PEG, 155.4 [12], 144.0 [5], 142.0 [3], 134.9 [6, 7], 

133.9 [18], 132.0 [9], 129.8 [17, 19], 129.6 [10], 129.3 [8], 127.9 [16, 20], 126.9 

[11], 126.2 [15], 116.7 [4], 70.9 [PEG], 70.1 [PEG], 62.9 [1’’], 58.0 [3’’], 39.7 

[4’], 37.5 [1’], 26.5, 26.1, 9.4 [14]. 

EM (MALDI-TOF) Mn: 2560.0, Mw: 2585.8 y IP: 1.01.  

5-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)pentil carbamato de metoxipolietilenglicol (12c) 

Se emplea 27.0 mg (0.1 mmol) 

de la amina 10c en 2.0 mL de 

DCM seco, 8.4 L (0.1 mmol) de 

TEA y 132.0 mg (0.1 mmol) del 

mPEG activado 11 en 2.0 mL de 
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DCM seco. Se purifica por cromatografía en columna utilizando como eluyente 

una mezcla de CHCl3:MeOH (50:1). Rendimiento: 37 %, sólido amarillo. 

P.f. 55.9 ºC 

1
H RMN  7.43 (d, J = 1.8 Hz, 1H [8]), 7.33-7.24 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.06 

(d, J = 8.5 Hz, 2H [17, 19]), 6.96 (t, J = 6.1 Hz, 1H [21]), 4.89 (t, J = 5.7 Hz, 1H 

[13]), 4.20 (t, J = 4.6 Hz, 2H [1’’]), 3.87 (t, J = 4.9 Hz, 2H [2’’]), 3.79-3.51 (m, 

150H [PEG]), 3.47-3.39 (m, 2H [1’]), 3.38 (s, 3H [3’’]), 3.17 (c, J = 6.8 Hz, 2H 

[5’]), 2.37 (s, 3H [14]), 1.95-1.14 (m, 6H [2’-4]).  

13
C RMN 161.7 C=O PEG, 152.1 [12], 144.0 [5], 142.0 [3], 134.5 [6, 7], 133.9 

[18], 132.0 [9], 129.8 [17, 19], 129.6 [10], 129.3 [8], 127.9 [16, 20], 126.9 [11], 

126.3 [15], 116.7 [4], 70.9 [PEG], 69.6 [PEG], 62.8 [1’’], 58.0 [3’’], 39.9 [5’], 

37.7 [1’], 28.6, 28.5, 23.1, 9.4 [14]. 

EM (MALDI-TOF) Mn: 2349.0, Mw: 2372.3 y IP: 1.01.  

6-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)hexil carbamato de metoxipolietilenglicol (12d) 

Se emplea 25.0 mg (0.05 mmol) 

de la amina 10d en 2.0 mL de 

DCM seco, 7.0 L (0.05 mmol) 

de TEA y 110.0 mg (0.05 mmol) 

del mPEG activado 11 en 2.0 mL de DCM seco. Se purifica por cromatografía en 

columna utilizando como eluyente una mezcla de CHCl3:MeOH (50:1). 

Rendimiento: 55 %, sólido amarillo. 

P.f. 49.7 ºC 

1
H RMN  7.43 (d, J = 1.9 Hz, 1H [8]), 7.34-7.24 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.06 

(d, J = 8.5 Hz, 2H [17, 19]), 6.96 (t, J = 5.3 Hz, 1H [21]), 4.92 (m, 1H [13]), 4.21 

(c, J = 4.6 Hz, 2H [1’’]), 3.87 (t, J = 4.8 Hz, 2H [2’’]), 3.81-3.51 (m, 151H 

[PEG]), 3.46-3.39 (m, 2H [1’]), 3.38 (s, 3H [3’’]), 3.20-3.18 (m, 2H [6’]), 2.37 (s, 

3H [14]), 2.08-1.16 (m, 8H [2’-5’]). 
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13
C RMN  163.6 C=O PEG, 155.4 [12], 144.0 [5], 141.1 [3], 134.9 [6, 7], 

133.6 [18], 132.0 [9], 129.8 [17, 19], 129.5 [10], 129.3 [8], 127.9 [16, 20], 126.9 

[11], 126.0 [15], 115.8 [4], 70.9 [PEG], 69.5 [PEG], 62.8 [1’’], 58.0 [3’’], 39.9 

[6’], 37.8 [1’], 28.7, 25.5, 25.3, 24.4, 8.4 [14]. 

EM (MALDI-TOF) Mn: 2452.2, Mw: 2508.1 y IP: 1.02.  

7-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)heptil carbamato de metoxipolietilenglicol (12e) 

Se emplea 17.1 mg (0.03 mmol) 

de la amina 10e en 1.0 mL de 

DCM seco, 4.0 L (0.03 mmol) 

de TEA y 66.0 mg (0.03 mmol) 

del mPEG activado 11 en 1.0 

mL de DCM seco. Se purifica por cromatografía en columna utilizando como 

eluyente una mezcla de CHCl3:MeOH (50:1). Rendimiento: 95 %, sólido 

amarillo. 

P.f. 49.1 ºC 

1
H RMN  7.41 (d, J = 1.8 Hz, 1H [8]), 7.31-7.23 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.04 

(d, J = 8.6 Hz, 2H [17, 19]), 6.93 (t, J = 6.1 Hz, 1H [21]), 4.83 (t, J = 5.8 Hz, 1H 

[13]), 4.18 (t, J = 4.6 Hz, 2H [1’’]), 3.85 (t, J = 4.9 Hz, 2H [2’’]), 3.72-3.49 (m, 

172H [PEG]), 3.41-3.36 (m, 2H [1’]), 3.35 (s, 3H [3’’]), 3.12 (c, J = 6.7 Hz, 2H 

[7’]), 2.35 (s, 3H [14]), 1.64-1.20 (m, 10H [2’-6’]). 

13
C RMN  163.0 [C=O PEG], 156.8 , 145.5 [5], 143.4 [3], 136.4 [6], 136.3 

[7], 135.3 [18], 133.4 [9], 131.2 [17, 19], 130.9 [10], 130.7 [8], 129.3 [16, 20], 

128.3 [11], 127.7 [15], 118.1 [4], 72.3 [PEG], 71.0 [PEG], 64.2 [1’’], 59.4 [3’’], 

41.4 [7’], 39.3 [1’], 30.3, 30.1, 29.3, 27.3, 27.0, 9.8 [14]. 

EM (MALDI-TOF) Mn: 2670.5, Mw: 2708.1 y IP: 1.01.  
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8-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)octil carbamato de metoxipolietilenglicol (12f) 

Se emplea 150.0 mg (0.3 mmol) 

de la amina 10f en 10.0 mL de 

DCM seco, 8.5 L (0.1 mmol) 

de TEA y 649.8 mg (0.3 mmol) 

del mPEG activado 11 en 10.0 

mL de DCM seco. Se purifica por cromatografía en columna utilizando como 

eluyente una mezcla de CHCl3:MeOH (50:1). Rendimiento: 25 %, sólido blanco. 

P.f. 40.7 ºC 

1
H RMN  7.36 (d, J = 1.6 Hz, 1H [8]), 7.28-7.18 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 6.99 

(d, J = 8.5 Hz, 2H [17, 19]), 6.88 (t, J = 5.8 Hz, 1H [21]), 4.79 (t, J = 5.2 Hz, 1H 

[13]), 4.14 (t, J = 4.5 Hz, 2H [1’’]), 3.81 (t, J = 4.9 Hz, 2H [2’’]), 3.72-3.44 (m, 

190H [PEG]), 3.39-3.32 (m, 2H [1’]), 3.31 (s, 3H [3’’]), 3.07 (c, J = 6.4 Hz, 2H 

[8’]), 2.30 (s, 3H [14]), 1.60-1.11 (m, 12H [2’-7’]). 

13
C RMN  162.5 [C=O PEG], 156.3 , 145.0 [5], 142.9 [3], 135.8 [6, 7], 

134.8 [18], 132.9 [9], 130.7 [17, 19], 130.5 [10], 130.2 [8], 128.8 [16, 20], 127.8 

[11], 127.2 [15], 117.6 [4], 71.8 [PEG], 70.5 [PEG], 63.7 [1’’], 58.9 [3’’], 40.9 

[8’], 38.9 [1’], 29.8, 29.6, 29.1 (2C), 26.8, 26.6, 9.3 [14]. 

EM (MALDI-TOF) Mn: 2495.4, Mw: 2528.2 y IP: 1.01.  

9-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)nonil carbamato de metoxipolietilenglicol (12g) 

Se emplea 32.1 mg (0.1 mmol) 

de la amina 10g en 2.5 mL de 

DCM seco, 8.6 L (0.1 mmol) de 

TEA y 136.0 mg (0.1 mmol) del 

mPEG activado 11 en 2.5 mL de 
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DCM seco. Se purifica por cromatografía en columna utilizando como eluyente 

una mezcla de CHCl3:MeOH (50:1). Rendimiento: 74 %, sólido blanco. 

P.f. 51.2 ºC 

1
H RMN  7.40 (d, J = 1.8 Hz, 1H [8]), 7.31-7.22 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.03 

(d, J = 8.4 Hz, 2H [17, 19]), 6.92 (t, J = 5.8 Hz, 1H [21]), 4.83 (t, J = 5.4 Hz, 1H 

[13]), 4.18 (t, J = 4.5 Hz, 2H [1’’]), 3.85 (t, J = 4.9 Hz, 2H [2’’]), 3.77-3.49 (m, 

189H [PEG]), 3.43-3.36 (m, 2H [1’]), 3.35 (s, 3H [3’’]), 3.11 (c, J = 6.7 Hz, 2H 

[9’]), 2.34 (s, 3H [14]), 1.64-1.15 (m, 14H [2’-8’]). 

13
C RMN  161.6 [C=O PEG], 155.4 , 144.1 [5], 142.0 [3], 135.0 (2C) [6, 7], 

133.9 [18], 132.0 [9], 129.8 [17, 19], 129.5 [10], 129.3 [8], 127.9 [16, 20], 126.9 

[11], 126.3 [15], 116.7 [4], 70.9 [PEG], 70.1 [PEG], 62.8 [1’’], 58.0 [3’’], 40.0 

[9’], 38.0 [1’], 28.9, 28.7, 28.3, 28.2 (2C), 25.9, 25.7, 8.4 [14]. 

EM (MALDI-TOF) Mn: 2427.1, Mw: 2485.6 y IP: 1.02.  

10-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)decil carbamato de metoxipolietilenglicol (12h) 

Se emplea 39.8 mg (0.1 mmol) 

de la amina 10h en 3.0 mL de 

DCM seco, 10.3 L (0.1 mmol) 

de TEA y 163.0 mg (0.1 mmol) 

del mPEG activado 11 en 3.0 

mL de DCM seco. Se purifica por cromatografía en columna utilizando como 

eluyente una mezcla de CHCl3:MeOH (50:1). Rendimiento: 49 %, sólido 

amarillo. 

P.f. 62.2 ºC 

1
H RMN  7.36 (d, J = 1.9 Hz, 1H [8]), 7.28-7.18 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.00 

(d, J = 8.4 Hz, 2H [17, 19]), 6.89 (t, J = 5.8 Hz, 1H [21]), 4.81 (t, J = 5.6 Hz, 1H 

[13]), 4.14 (t, J = 4.5 Hz, 2H [1’’]), 3.81 (t, J = 4.8 Hz, 2H [2’’]), 3.69-3.41 (m, 
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182H [PEG]), 3.38-3.32 (m, 2H [1’]), 3.31 (s, 3H [3’’]), 3.08 (c, J = 6.6 Hz, 2H 

[10’]), 2.31 (s, 3H [14]), 1.59-1.08 (m, 16H [2’-9’]). 

13
C RMN  161.6 [C=O PEG], 155.4 , 144.1 [5], 142.0 [3], 135.0 [6], 134.9 

[7], 133.8 [18], 132.0 [9], 129.8 [17, 19], 129.6 [10], 129.3 [8], 127.9 [16, 20], 

126.9 [11], 126.3 [15], 116.7 [4], 70.9 [PEG], 69.6 [PEG], 62.8 [1’’], 58.0 [3’’], 

40.0 [10’], 38.0 [1’], 28.9, 28.7, 28.4 (2C), 28.3, 28.2, 26.0, 25.7, 8.4 [14]. 

EM (MALDI-TOF) Mn: 2492.2, Mw: 2531.9 y IP: 1.02.  

12-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)dodecil carbamato de metoxipolietilenglicol (12i) 

Se emplea 15.3 mg (0.03 mmol) 

de la amina 10i en 1.0 mL de 

DCM seco,  3.8 L (0.03 mmol) 

de TEA y 59.7 mg (0.03 mmol) 

del mPEG activado 11 en 1.0 mL 

de DCM seco. Se purifica por cromatografía en columna utilizando como 

eluyente una mezcla de CHCl3:MeOH (50:1). Rendimiento: 50 %, sólido blanco. 

P.f. 52.7 ºC 

1
H RMN  7.42 (d, J = 1.8 Hz, 1H [8]), 7.35-7.23 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.05 

(d, J = 8.4 Hz, 2H [17, 19]), 6.93 (t, J = 5.7 Hz, 1H [21]), 4.82 (t, J = 5.5 Hz, 1H 

[13]), 4.20 (t, J = 4.5 Hz, 2H [1’’]), 3.87 (t, J = 4.9 Hz, 2H [2’’]), 3.74-3.48 (m, 

138H [PEG]), 3.45-3.38 (m, 2H [1’]), 3.37 (s, 3H [3’’]), 3.14 (c, J = 6.5 Hz, 2H 

[12’]), 2.37 (s, 3H [14]), 1.71-1.01 (m, 20H [2’-11’]). 

13
C RMN  161.6 [C=O PEG], 152.6 , 144.2 [5], 142.0 [3], 135.0 [6], 134.9 

[7], 133.9 [18], 132.0 [9], 129.8 [17, 19], 129.5 [10], 129.3 [8], 127.9 [16, 20], 

126.9 [11], 126.3 [15], 116.7 [4], 70.9 [PEG], 69.6 [PEG], 62.8 [1’’], 58.0 [3’’], 

40.0 [12’], 38.0 [1’], 28.9, 28.7 (2C), 28.5 (3C), 28.3 (2C), 26.0, 25.7, 8.4 [14]. 

EM (MALDI-TOF) Mn: 1639.5, Mw: 1651.9 y IP: 1.01. 
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3-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)fenil carbamato de metoxipolietilenglicol (12j) 

Se emplea 31 mg (0.1 mmol) de 

la amina 10j en 2.2 mL de DCM 

seco, 9.2 L (0.1 mmol) de TEA 

y 144.6 mg (0.1 mmol) del 

mPEG activado 11 en 2.2 mL de 

DCM seco. Se purifica por cromatografía en columna utilizando como eluyente 

una mezcla de CHCl3:MeOH (50:1). Rendimiento: 56 %, sólido amarillo. 

P.f. 123.4 ºC 

1
H RMN  8.81 (s, 1H [21]), 7.82-7.77 (m, 1H [6’]), 7.54-7.03 (m, 10Har), 4.30 

(t, J = 4.5 Hz, 2H [1’’]), 3.85 (t, J = 4.9 Hz, 2H [2’’]), 3.81-3.43 (m, 141H 

[PEG]), 3.36 (s, 3H [3’’]), 2.40 (s, 3H [14]). 

13
C RMN  160.4 [C=O PEG], 153.3 , 144.7 [5], 143.4 [3], 138.7 [5’], 138.6 

[1’], 136.1 [6], 135.8 [7], 135.0 [18], 132.9 [9], 130.8 [17, 19], 130.5 [10], 130.3 

[8], 129.5 [3’], 128.9 [16, 20], 127.9 [11], 127.0 [15], 118.1[4], 114.4 [6’], 114.0, 

109.6 [2’, 4’], 71.9 [PEG], 70.6 [PEG], 64.1 [1’’], 59.0 [3’’], 9.4 [14]. 

EM (MALDI-TOF) Mn: 2465.9, Mw: 2496.9 y IP: 1.01.  

4-(4-(5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxamido)bencil)fenil carbamato de metoxipolietilenglicol (12l) 

Se emplea 20.5 mg (0.04 

mmol) de la amina 10l en 

1.3 mL de DCM seco, 5.1 

L (0.04 mmol) de TEA 

y 80.3 mg (0.04 mmol) 

del mPEG activado 11 en 1.3 mL de DCM seco. Se purifica por cromatografía en 

columna utilizando como eluyente una mezcla de CHCl3:MeOH (50:1). 

Rendimiento: 66 %, sólido anaranjado. 
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P.f. 46.4 ºC 

1
H RMN  8.72 (s, 1H [21]), 7.58 (d, J = 8.3 Hz, 2H [16, 20]), 7.46-7.42 (m, 1H 

[8]), 7.38-7.02 (m, 12Har), 4.29 (t, J = 4.3 Hz, 2H [1’’]), 3.96-3.80 (m, 4H [2’’, 

7’]), 3.79-3.44 (m, 146H [PEG]), 3.36 (s, 3H [3’’]), 2.40 (s, 3H [14]). 

13
C RMN  160.4 C=O PEG, 153.5 [12], 144.8, 143.4, 136.9, 136.1, 135.9, 

135.8, 135.0, 133.0, 130.8 [17, 19], 130.5, 130.3, 129.4 (2C), 129.3 (2C), 128.9 

(2C), 127.9, 127.0, 119.8 (3C), 118.8, 118.1, 71.9 [PEG], 70.5 [PEG], 64.0 [1’’], 

59.9 [3’’], 40.6 [7’], 9.4 [14]. 

EM (MALDI-TOF) Mn: 2415.8, Mw: 2441.0 y IP: 1.01.  

1.2.8 Síntesis de derivados SR-PEG6 sin espaciador 

Sobre una disolución de 73.3 L (0.3 mmol) de hexaetilenglicol comercial con 

100.0 L (0.7 mmol) de TEA en 3.0 mL de DCM a 0ºC, se adiciona gota a gota 

una disolución de 234.0 mg (0.6 mmol) del cloruro de ácido 6 en 3.8 mL de 

DCM. La mezcla de reacción se agita a temperatura ambiente durante una noche y 

el disolvente se elimina a presión reducida. La purificación del producto se lleva a 

cabo mediante cromatografía en columna utilizando como eluyente una mezcla de 

DCM:MeOH (50:1). Obteniéndose los dos compuestos siguientes: 

3,6,9,12,15-Pentaoxaheptadecano-1,17-diil bis(5-(4-clorofenil)-1-(2,4-

diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxylato) (13) 

Rendimiento: 4 %, aceite 

amarillo. 

1
H RMN  7.38 (d, J = 1.9 

Hz, 2H [8]), 7.33-7.27 (m, 

8H [10, 11, 16, 20]), 7.06 (d, 

J = 8.6 Hz, 4H [17, 19]), 4.53 (t, J = 4.9 Hz, 4H [1’]), 3.84 (t, J = 5.0 Hz, 4H 

[2’]), 3.70-3.59 (m, 16H [PEG]), 2.31 (s, 6H [14]). 
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13
C RMN 12142.9 [5], 142.7 [3], 136.0 [6], 135.9 [7], 135.0 [18], 

132.9 [9], 130.9 [17, 19], 130.7 [10], 130.1 [8], 128.9 [16, 20], 127.8 [11], 127.0 

[15], 119.1 [4], 70.5 [PEG], 69.0 [2’], 63.7 [1’], 9.7 [14].  

MS (ESI+) m/z 1011.9 [M+H]
+
 (100%).  

Anal.  calculado C46H44Cl6N4O9: C 54.72, H 4.39, N 5.55, Cl 21.07. Encontrado: 

C 54.86, H 4.59, N 5.62, Cl 21.34. 

5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxilato de 

hexaetilenglicol  (14) 

Rendimiento: 25 %, aceite amarillo. 

1
H RMN  7.35 (d, J = 1.9 Hz, 1H [8]), 

7.32-7.23 (m, 4H [10, 11, 16, 20]), 7.04 

(d, J = 8.5 Hz, 2H [17, 19]), 4.51 (t, J = 

4.9 Hz, 2H [1’]), 3.83 (t, J = 4.8 Hz, 2H 

[2’]), 3.74-3.45 (m, 20H [PEG]), 2.29 (s, 3H [14]). 

13
C RMN 12142.8 [5], 142.7 [3], 136.0 [6], 135.8 [7], 135.0 [18], 

132.9 [9], 130.8 [17, 19], 130.7 [10], 130.1 [8], 128.9 [16, 20], 127.8 [11], 127.0 

[15], 119.1 [4], 70.5 [PEG], 69.0 [2’], 63.6 [1’], 61.6 [4’], 9.7 [14].  

MS (ESI+) m/z 647.4 [M+H]
+
 (100%).  

Anal.  calculado C29H35Cl3N2O8: C 53.92, H 5.46, N 4.34, Cl 16.47. Encontrado: 

C 54.13, H 5.71, N 4.18, Cl 16.68. 
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1.2.9. Síntesis de los compuestos derivados del LH21 

Amina de metoxipolietilenglicol (15) 

Sobre una disolución de 4.0 g (2.0 mmol) de mPEG en 15.0 mL de DCM seco se 

le añaden 420.0 L de TEA. Se adiciona gota a gota una disolución de 410.0 mg 

(2.0 mmol) de 2-bromoetilamina en 5.0 mL de DCM y la mezcla de reacción se 

agita a temperatura ambiente durante 24 h. El disolvente se elimina a presión 

reducida y el producto se purifica por cromatografía en columna utilizando como 

eluyente una mezcla de DCM:MeOH (20:1). Rendimiento: 82 %, sólido blanco. 

P.f. 47.8 ºC 

1
H RMN  3.88-3.45 (m, 114H [PEG]), 3.34 (s, 3H [4]), 

2.75 (sa, 2H [1]). 

13
C RMN 72.4 [3], 70.5 [PEG], 61.6 [4], 58.9 [2].  

1.2.10. Síntesis de los compuestos derivados del paracetamol. N-(4-

(metoxipolietilenglicol)fenil)acetamida (17) 

Una mezcla de 9.7 mg (0.1 mmol) de paracetamol y 62.6 mg (0.2 mmol) de 

Cs2CO3 en 2.0 mL de DMF se agita a temperatura ambiente durante una hora. 

Entonces se adiciona una disolución de 101.3 mg (0.05 mmol) del yoduro 1 en 2.0 

mL de DMF y la mezcla se agita a reflujo durante 10 días. La muestra se seca en 

el liofilizador y el producto es purificado una vez por cromatografía en columna 

utilizando como eluyente una mezcla de DCM:MeOH (20:1) y posteriormente se 

realiza una separación por HPLC semipreparativo.  Rendimiento: 31 %, sólido 

anaranjado. 

P.f. 44.4 ºC 

1
H RMN  7.73 (sa, 1H [7]), 7.43 (d, J = 9.0 Hz, 

2H [2, 6]), 6.84 (d, J = 8.8 Hz, 2H [3, 5]), 4.09 (t, 

J = 4.6 Hz, 2H [1’]), 3.82 (t, J = 4.9 Hz, 2H [2’]), 3.79-3.45 (m, 150H [PEG]), 

3.36 (s, 3H [3’]), 2.13 (s, 3H [9]) 
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13
C RMN  168.3 [8], 155.3 [4], 131.6 [1], 121.4 [2, 6], 114.8 [3, 5], 70.5 [PEG], 

69.7 [2’], 67.7 [1’], 59.0 [3’], 24.3 [9]. 

EM (MALDI-TOF) Mn: 2197.9, Mw: 2266.1 y IP: 1.03. 

1.2.11. Ensayos metabólicos de biotransformación 

1.2.11.1 FRACCIONES Y SISTEMAS ENZIMÁTICOS PROBADOS: 

Para los ensayos metabólicos de biotransformación realizados al compuesto 12e 

se utilizaron las siguientes fracciones y sistemas enzimáticos: Fracción S9 mix de 

rata (Sprague-Dawley) (Sigma), HLM (human liver microsomes) (BD), CYP3A4 

supersomas que contienen enzima recombinante humana Citocromo P450 3A4 

(CYP3A4) más P450 reductasa (BD). 

La fracción S9 hepática puede contener enzimas microsomales y citosólicas 

encargadas del metabolismo. La fracción microsomal puede contener las enzimas 

del metabolismo fase 1 y fase 2, incluido citocromos, reductasas y otras. Tanto 

una como otra pueden tener contaminación de enzimas mitocondriales. Por tanto, 

se pensó que estos sistemas podrían dar una hidrólisis del conjugado 12e. 

1.2.11.2 PROCEDIMIENTO ANALÍTICO: 

Se optimizó la separación analítica para conseguir determinar y cuantificar los 

posibles metabolitos de las reacciones enzimáticas. El método final fue: 

Columna C18. Nova-pak 3.9 x 150 mm 4 m (Waters). Se optimizó la separación 

cromatográfica para conseguir la separación del sustrato 12e y de los posibles 

metabolitos 10e y 5. El programa final fue:  

Eluyente A: 100 mM tampón fosfato amónico ajustado a pH 3; 

Eluyente B: 20% de A en acetonitrilo. 
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Programa de elución: 0 min, 100% de A; 8 min, 32% de B; 28 min, 90% de B; 35 

min, 100% de B. 

Los compuestos eluyeron en los siguientes tiempos: 10e a 20.30 min, 5 a 23.67 

min y el sustrato 12e a 24.61 min. Detección DAD (Diode Array Detection) a 

243, 254, 265 y 280 nm. 

1.2.11.3 ENSAYOS DE BIOTRANSFORMACIÓN METABÓLICA DE 12e: 

Se realizaron numerosos ensayos con los tres sistemas enzimáticos descritos 

anteriormente. Se partió del sustrato 12e disuelto en agua y se varió la 

concentración del sustrato y del sistema enzimático, y se realizaron ensayos con y 

sin NADPH (Sigma) como cofactor necesario para las enzimas reductasas 

acopladas al sistema citocromo P450. También se varió la parada de la reacción 

enzimática y los tiempos de incubación (25-60 min). Los medios de reacción se 

centrifugaron y congelaron (-20ºC hasta su inyección en HPLC). 

1.2.11.4 PROCEDIMIENTO ESTÁNDAR DEL ENSAYO: 

El procedimiento estándar fue como se indica a continuación: 

a) A tubos Eppendorf que contienen de 10 a 100 M de 12e en 100 mM de 

tampón fosfato a pH 7.4, se les adicionó CYP3A4 (823.5 g prot./mL), se 

les preincubó a 37ºC durante 3 min, y se les añadió NADPH (1mM) hasta 

alcanzar un volumen final de 200 L. La incubación se llevó a cabo a 

37ºC durante 25 min, y la reacción fue parada con 100 L de 

HClO4:MeOH (1:1) o 100 L de acetonitrilo. Los tubos fueron 

centrifugados a 10000 rpm durante 10 min, y 20 L del supernadante se 

inyectaron en el HPLC-DAD. Los ensayos se realizaron por duplicado y 

se usaron controles sin enzima y sin cofactor NADPH. 
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b) A tubos Eppendorf que contienen de 10 a 100 M de 12e en 100 mM de 

tampón fosfato a pH 7.4, se les adicionó mezcla S9 de rata (de 1 a 5 

mg/mL) con y sin 1mM de NADPH como cofactor (volumen final 200 

L). La incubación se llevó a cabo a 37ºC durante 60 min, y la reacción 

fue parada con 100 L de HClO4:MeOH (1:1) o 100 L de acetonitrilo. 

Los ensayos se realizaron por duplicado y se usaron controles sin enzima 

y sin cofactor NADPH. Los tubos fueron centrifugados a 10000 rpm 

durante 10 min, y 20 L del supernadante se inyectaron en el HPLC-

DAD. 

c) A tubos Eppendorf que contienen de 10 a 100 M de 12e en 100 mM de 

tampón fosfato a pH 7.4, se les adicionó HLM (Human Liver 

Microsomes) (700 g prot./mL), se les preincubó a 37ºC durante 3 min, y 

se les añadió NADPH (1mM) hasta alcanzar un volumen final de 200 L. 

La incubación se llevó a cabo a 37ºC durante 25 min, y la reacción fue 

parada con 100 L de HClO4:MeOH (1:1) o 100 L de acetonitrilo. Los 

ensayos se realizaron por duplicado y los tubos fueron centrifugados a 

10000 rpm durante 10 min, y 20 L del supernadante se inyectaron en el 

HPLC-DAD. Se usaron controles sin enzima y sin cofactor NADPH.  

2. PARTE EXPERIMENTAL FARMACOLOGÍA:  

2.1. Ensayos de desplazamiento de radioligando: 

Las membranas de células transfectadas con los receptores humanos CB1 y CB2 

(RBHCB1M400UA y RBXCB2M400UA) fueron suministradas por Perkin-Elmer 

Life y Analytical Sciences (Boston, MA). La concentración de las membranas del 

receptor CB1 utilizado fue 2,33 pmol/mg o 3,60 pmol/mg dependiendo del lote 

comercial. La concentración proteica en el ensayo fue de 8,0 mg/ml. En el caso 

del receptor CB2 la concentración fue de 5,20 pmol/mg o 6,20 pmol/mg según el 

lote. La concentración de proteína en cada ensayo fue de 4.0 mg/ml. La 
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membrana comercial se diluyó (1:20) con la correspondiente disolución tampón 

(50 mM TrisCl, 5 mM MgCl2.H2O, 2,5 mM EDTA, 0,5 mg/mL BSA y pH = 7,4 

para CB1; 50 mM TrisCl, 5 mM MgCl2.H2O, 2,5 mM EGTA, 1 mg/mL BSA y pH 

= 7,5 para CB2). El radioligando empleado fue [
3
H]-CP55940 (PerkinElmer) a 

una concentración de KD x 0,8 nM (siendo KD la constante de la membrana 

empleada). El volumen final fue de 200 µL para los ensayos de binding de CB1 y 

600 µL para CB2. Se utilizaron placas de 96 pocillos previamente siliconizadas 

para la realización del experimento.  

Las membranas fueron resuspendidas en el correspondiente tampón e incubadas 

con el radioligando y cada compuesto (10
-4

-10
-11

 M) durante 90 minutos a 30 ºC. 

Las uniones no específicas fueron determinadas con 10 µM de WIN55212-2. La 

unión del 100 % de radioligando a la membrana fue comprobada mediante su 

incubación con la membrana sin añadir compuesto. La filtración se llevó a cabo 

con un equipo FiltermateHarvester
® 

(Perkin-Elmer) y filtros Filtermat A GF/C 

pretratados con polietilenimina al 0.05%. Tras el filtrado, se lava nueve veces el 

filtro con el tampón correspondiente, se seca y se fusiona con líquido de centelleo 

(Meltilex
TM 

A, Perkin Elmer). Tras ello, se cuantifica la radioactividad mediante 

un espectrofotómetro de líquido de centelleo (Wallac MicroBeta Trilux, Perkin-

Elmer). Los datos del ensayo de competición fueron analizados usando el 

programa GraphPad Prism, los valores de Ki se expresan como la media de los 

valores obtenidos ± el error estándar de la media (E.E.M.) de al menos tres 

experimentos llevados a cabo por triplicado para cada punto. 

2.2. Ensayos in vitro en tejido deferente de ratón aislado: 

Se usaron ratones macho ICR, cuyos conductos deferentes se aislaron según la 

técnica descrita por Hughes, y se montaron en un baño de órganos. Se 

sometieron a periodos alternos de estimulación eléctrica (trenes de 5 pulsos 

rectangulares de 70 V, 15 Hz y 2 ms de duración cada uno, que se aplican a cada 
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minuto) y de descanso (10 min). La fuerza isométrica se monitorizó utilizando un 

sistema de registro y análisis de datos MacLab.  

1. Actividad agonista: El efecto agonista de los nuevos compuestos se 

evaluó realizando curvas concentración-respuesta no acumulativas (10
-7

–

2x10
-5

 M). Su efecto se comparó con el del agonista cannabinoide sintético 

no selectivo CB1/CB2 WIN55212-2.  

2. Actividad antagonista: Para llevar a cabo estos ensayos, el efecto del 

agonista cannabinoide WIN55212-2, se evaluó tras la incubación con los 

compuestos en una concentración de 10
-6 

M. Se realizaron curvas 

concentración-respuesta no acumulativas del agonista de referencia, y el 

efecto de los nuevos compuestos se comparó con el efecto antagonista 

ejercido por AM251, cannabinoide selectivo del receptor CB1. Para los 

compuestos que presentaron un perfil antagonista más interesante, se evaluó 

el efecto del agonista cannabinoide WIN 55,212-2, tras la incubación con 

dos concentraciones distintas (2x10
-6

 y 10
-6

) de dichos compuestos. 

2.3. Ensayos de microdiálisis cerebral en animal despierto: 

2.3.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN: 

Los animales de experimentación utilizados en este estudio fueron ratas macho 

Sprague-Dawley de peso comprendido entre 250-300 gramos procedentes de 

Harlan interfauna Ibérica, S.A. (Barcelona, España). Hasta el momento de la 

realización de los experimentos los animales permanecieron estabulados, en 

grupos de entre tres y cinco, en las dependencias del animalario a una temperatura 

constante de 22ºC, una humedad relativa del 65-70% y un ciclo luz/oscuridad de 

12 h con acceso libre a agua y comida. El tratamiento de los animales se hizo 

acorde con la regulación europea para el uso de animales de experimentación 

(O.J. of E.C. L358/1 18/12/1986). 
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2.3.2. ADMINISTRACIÓN AGUDA DE FÁRMACOS: 

La administración sistémica se realizó mediante inyección intraperitoneal del 

fármaco disuelto en solución salina (NaCl 0,9%). La dosis a administrar fue 

disuelta en 1 ml total de solución salina. El volumen total administrado no 

excedió de 0,3 ml. El grupo control consistió en la administración intraperitoneal 

(1 ml/kg) de solución salina.  

2.3.3. PREPARACIÓN DE LAS SONDAS DE MICRODIÁLISIS. 

Se emplearon como materiales, tubo de polietileno (0,28 mm (ID; diámetro 

interno) x 0,61 mm (OD; diámetro externo)) (ref. 800/110/100, Portex Limited, 

Hythe, Kent, U.K.), tubo de acero 27 G (0,2 mm ID x 0,4 mm OD) cortado a 0,7 

cm de longitud y tubo de acero 25 G (0,3 mm ID x 0,5 mm OD) cortado a 2 cm 

de longitud (A-M Systems Inc; Carlsborg, WA, U.S.A.), tubo de sílice (Polymicro 

Technologies Inc., Phoenix, AZ, U.S.A.), membrana de diálisis de cuprophan 

(diámetro máximo de poro:10000 Da) de 0,25 mm de diámetro (Idemsa, Segovia, 

España), loctite gel (Super Glue-3©, Loctite España S.A., Madrid), pegamento 

Araldit© (Ciba-Geigy, Basilea, Switzeland), cemento dental TAB 2000 (Kerr©, 

Scafati, Italy) y plástico de bajo punto de fusión. 

Las sondas de microdiálisis se construyeron ensamblando los diferentes 

materiales previamente enumerados en varias fases (figura 42). Estas sondas 

consisten básicamente en un sistema de canalización de sílice cubierto con un 

segundo sistema de tubería duro que sirve de guía y además mejora su resistencia. 

En el extremo inferior se inserta y sella una membrana de diálisis que será a 

posteriori la parte crítica de la sonda ya que es la que queda en las inmediaciones 

del área cerebral en estudio y permite el intercambio de sustancias. El tamaño del 

poro hace que la muestra de dializado obtenida quede libre de proteínas y 

sustancias de medio-alto peso molecular, lo que significa que la muestra no 

necesita ser purificada para su posterior análisis.  
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Figura 42. Secuencia de montaje para la construcción de las sondas de 

microdiálisis. En primer lugar se ensamblan las diferentes partes (pasos 1 y 

2); se fijan (pasos 3 y 4). Posteriormente se añaden y sellan los tubos de 

polietileno que permitirán llevar el dializado hasta el vial (pasos 5 y 6) y 

finalmente se coloca y fija la membrana de diálisis (pasos 7 y 8). 

 

2.3.4. CIRUGÍA ESTEREOTÁXICA. 

Las sondas de microdiálisis se implantaron mediante cirugía estereotáxica 

utilizando un equipo Kopf® (David Kopf Instruments, Tujunga, CA, U.S.A.), 

(figura 43). Dicho equipo consta de dos brazos independientes que permiten la 

implantación simultánea de dos sondas de microdiálisis cerebral. Los bastones 

utilizados para la fijación del cráneo durante la cirugía fueron del modelo 957 18° 

(David Kopf Instruments, Tujunga, CA, U.S.A.). 
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Figura 43: Fotografía  de uno de los equipos de cirugía estereotáxica utilizados. 

Los animales, tras ser anestesiados mediante una inyección intraperitoneal de 

hidrato de cloral (400 mg/kg i.p.), se colocaron en el equipo de estereotaxia. Se 

practicó una incisión longitudinal en la porción dorsal de la cabeza y un legrado 

sobre la superficie ósea quedando expuestas las suturas longitudinal, coronal y 

lamboidea. La cabeza fue orientada hacia abajo con un ángulo de 15º respecto a la 

superficie horizontal, de tal modo que la fontanela bregmática quedó 2 mm por 

debajo del plano que pasaba por la fontanela lamboidea (figuras 44 y 45). 

A partir de este momento se hizo uso de un microscopio quirúrgico (OPMI 99, 

Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) que permitió mejorar la precisión del proceso. 

Con una fresa de acero acoplada a una turbina eléctrica (Elco 5118, Salzburg, 

Austria; 0-25000 r.p.m.) se perforó un agujero de 3 mm de diámetro sobre las 

coordenadas elegidas para el núcleo LC derecho o la CPF derecha, calculadas con 

ayuda del atlas de Paxinos y Watson (1986). La duramadre, la aracnoides y los 

vasos sanguíneos meníngeos fueron desprendidos. Por el mismo procedimiento se 

practicaron dos agujeros de 0,5-1 mm y se insertó un pequeño tornillo en cada 

uno de ellos con el fin de fijar las sondas implantadas una vez terminada la 

cirugía. 
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Posteriormente se implantó una sonda de microdiálisis de 2 mm de longitud de 

membrana hasta las proximidades del LC, siguiendo los parámetros marcados por 

el atlas Paxinos y Watson. Para calcular la coordenada antero-posterior (AP) y la 

coordenada lateral (L) se utilizó como referencia la sutura lambda en lugar del 

punto lambda como indica el atlas Paxinos y Watson, con objeto de mantener al 

máximo la homogeneidad en las coordenadas observadas para los distintos 

animales. La referencia para la coordenada dorsoventral (V) fue la superficie de 

tejido cerebral. Dichas coordenadas fueron:  

 AP: -3,7 mm. 

  L: -1,3 mm. 

  V: -8,2 mm. 

Una segunda sonda de 4 mm de longitud de superficie de membrana se implantó 

en la corteza prefrontal. Las coordenadas estereotáxicas para esta segunda sonda 

se calcularon en referencia a bregma para la coordenada antero-posterior (AP) y la 

coordenada lateral (L). De nuevo la superficie cerebral fue el punto de referencia 

para la coordenada dorsoventral (V). Estas coordenadas fueron:  

 AP: +2,8 mm. 

 L: +1,0 mm. 

 V: –5,0 mm. 

Una vez implantadas las sondas, se comprobó (haciendo pasar LCRa a flujo 

elevado) que funcionaban correctamente y se selló la entrada quemando los 

extremos de los tubos de polietileno. A continuación se fijaron las sondas con 

cemento dental utilizando dos tornillos que sirvieron como base de anclaje para la 

fijación de este. 
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Figura 44. Foto representativa de la implantación cerebral de dos sondas de 

microdiálisis mediante cirugía estereotáxica. 

            A                                                                    B 

L C

Bregma
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I

                      

Cg

Cg

2 mm  

Figura 45. Diagramas de localización de las sondas de microdiálisis cerebral. Antes de la 

implantación de las sondas la cabeza fue orientada 15 hacia abajo, moviendo el cráneo 

sobre el eje interaural. (I: eje interaural). (A) LC; (B) CPF. 

2.3.5. COLECCIÓN DE LAS MUESTRAS DE DIALIZADO. 

La técnica de microdiálisis cerebral en animal despierto requiere de un complejo 

equipo que mantenga un flujo constante a través de las sondas implantadas 

mientras el animal se mueve con total libertad por la jaula. El equipo empleado 

(CMA/Microdialysis AB, Stockholm, Sweden) (figuras 46 y 47) consta de: 

a. Jaula especial donde permanece el animal tras la cirugía hasta el final del 

experimento. 
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b. Una bomba de precisión (CMA/102, CMA/Microdialysis AB, Stockholm 

Sweden) con capacidad para trabajar a flujos constantes entre 0,1 y 20 

μl/min con dos jeringas independientes. 

c. Un intercambiador de jeringas o “swich” (CMA/110, CMA/Microdialysis 

AB, Stockholm, Sweden) cuya función consiste en permitir el 

intercambio de jeringas sin entrada de aire en el sistema. 

d. Una conexión giratoria o “swivel” (CMA/120, CMA/Microdialysis AB, 

Stockholm, Sweden) que permite el movimiento libre del animal y que 

posee dos soportes para la colocación de los insertos de viales donde se 

recogen las muestras. 

e. Un sistema de tuberías que interconectan todos los elementos del equipo 

de microdiálisis con las sondas implantadas sobre el animal de 

experimentación (FEP-tubing, Metalant AB, Stockholm, Sweden, 

volumen muerto de 1,2 μl/10 cm). Las conexiones de las tuberías con los 

distintos módulos se realizó por medio de unos adaptadores especiales 

(Tubing Adapters Metalant AB, Stockholm, Sweden). 

Tras la implantación de las sondas de microdiálisis se dejó recuperar al animal un 

periodo aproximado de 20 h, estabulándose en una jaula individual con acceso a 

comida y agua ad libitum. 

Posteriormente se colocó la rata en el equipo de microdiálisis y se conectó el 

sistema de tuberías del equipo de microdiálisis a las sondas. A través de cada una 

de ellas se hace pasar líquido de perfusión que consiste en una solución 

modificada de líquido cefalorraquídeo artificial (LCRa) (148 mM NaCl, 2,7 mM 

KCl, 1,2 mM CaCl2 y 0,85 mM MgCl2). El pH se ajusta a 7,4 con K2HPO4 1 mM. 

El flujo de perfusión tanto para la sonda del LC como para la de la CPF fue de 1 

l/min y se mantuvo constante a lo largo de todo el experimento. 
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El LCRa, impulsado por la bomba recorre todo el sistema de microdiálisis (figura 

42, paso 8) hasta llegar a la sonda, entra por la tubería de entrada y llega a la 

membrana de diálisis donde se realiza el intercambio de sustancias. Es importante 

destacar que la diálisis realizada es osmótica y que se da en ambos sentidos, 

permitiendo de esta manera recoger las diferentes moléculas que por su tamaño 

son capaces de atravesar la membrana porosa; así como administrar diferentes 

fármacos disueltos en el LCRa perfundido. Por el flujo constante mantenido por la 

bomba, el líquido dializado es empujado a lo largo de la tubería de salida y 

canalizado hasta un microvial. Llegado a este punto la muestra está lista para ser 

analizada en el equipo de cromatografía líquida. 

Antes de comenzar la recogida de muestras se esperó un periodo de estabilización 

de diálisis de 1 hora. Una vez pasado este tiempo se recogieron muestras cada 35 

minutos. Las tres últimas muestras previas a la manipulación farmacológica se 

consideraron como los niveles basales.  

 

 

Figura 46. Esquema del equipo (CMA/120, CMA/ Microdiálisis AB, 

Stockholm, Sweden) empleado para el desarrollo de la técnica de 

microdiálisis cerebral en animal despierto. 
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Figura 47. Foto representativa de un animal conectado al equipo de 

microdiális cerebral para animal despierto.  

Tras finalizar los experimentos se comprobó la correcta implantación de las 

sondas. Para ello, los animales fueron sacrificados con una sobredosis de hidrato 

de cloral. Posteriormente se procedió a perfundir colorante Fast Green a través de 

las sondas de manera que el tejido circundante a la membrana de microdiálisis 

quedó coloreado. Tras retirar las sondas de su lugar de implantación se extrajeron 

y congelaron los cerebros a -20ºC. Posteriormente se comprobó que la sonda 

estaba implantada en el lugar correcto y que se habían provocado daños menores 

durante la cirugía.  

2.3.6. ANÁLISIS CROMATOGRÁFICO DE LAS MUESTRAS. 

El equipo de HPLC utilizado consta de las siguientes partes: un sistema 

desgasificador de la fase móvil HP Serie 1100 que impide la entrada de aire en el 

sistema, una bomba HP Serie 1100 que mantiene un flujo constante de fase móvil, 

un inyector automático termostatizado HP Serie 1100, un detector electroquímico 

Hewlett-Packard modelo 1049A, una estación de control con un software 

específico, (HP Chemstation plus) adquiridos en Hewlett Packard Ltd. 

(Waldbrom, Germany) y una columna BDS Hypersil C18 de 3 μm de tamaño de 

partícula (150 x 2,1 mm; Thermo Electron Corporation, U.S.A.) para la medida de 

5-HT. 
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La columna cromatográfica utilizada fue BDS Hypersil C18 de fase reversa, de 3 

μm de tamaño de partícula (150 x 2,1 mm; Thermo Electrón Corporation, U.S.A.) 

y la composición de la fase móvil 75 mM NaH2PO4, 0,5 mM EDTA, 1 mM 

octilsodio sulfato, pH=3 (ajustado con HCl 6 N), 0,6% tetrahidrofurano y 15% de 

acetonitrilo. El flujo de la bomba del HPLC fue configurado a 0,2 ml/min y el 

tiempo de retención para 5-HT obtenido estuvo entre 8 y 10 minutos. El potencial 

de trabajo empleado por el detector electroquímico fue de 0,700 mV. 
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Durante el periodo de realización de esta tesis doctoral, tuve la oportunidad de 

realizar una estancia predoctoral de tres meses de duración en el grupo de 

investigación del Prof. Kevin M. Smith en el departamento de Química del 

Choppin Hall Building de Louisiana State University (Baton Rouge - Louisiana), 

que cuenta con un reconocimiento mundial en el tema de porfirinas y de terapia 

fotodinámica, con el objetivo de estudiar la asociación de cannabinoides a otro 

tipo de macromoléculas, en concreto las porfirinas. 

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS 

La terapia fotodinámica (PDT)
110

 consiste en la administración de un fármaco no 

tóxico, conocido  como fotosensibilizador, tanto por vía sistémica, como local o 

tópica a un paciente con 

lesión (frecuentemente 

cáncer), seguido, después 

de algún tiempo, de 

iluminación de la lesión con 

luz visible (normalmente 

luz roja de larga longitud de 

onda), la cual, en presencia 

de oxígeno y del 

fotosensibilizador, da lugar a la generación de especies citotóxicas y, 

consecuentemente, a la muerte celular y a la destrucción del tejido.  

Es sabido que algunas porfirinas tienen la propiedad de acumularse en una amplia 

variedad de tumores. Esta propiedad junto con la habitual baja toxicidad de los 

macrociclos porfirínicos hace que sean elegidos como los fotosensibilizadores 

más prometedores para la terapia fotodinámica contra el cáncer. 

                                                             
110 C. A. Robertson, D. H. Evans y H. Abrahamse "Photodynamic Therapy (Pdt): A Short 

Review on Cellular Mechanisms and Cancer Research Applications for Pdt" J Photochem 

Photobiol B 2009, 96, 1. 
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Por otro lado, cabe decir que los ligandos cannabinoides, agonistas o antagonistas, 

juegan un papel importante en muchos procesos
111

, incluyendo la regulación 

metabólica, dolor, ansiedad, función inmune y tumor. Esta última aplicación ha 

sido confirmada en estos últimos años por diferentes estudios que muestran la 

inhibición del crecimiento celular del tumor mediante la modulación de varias 

rutas de supervivencia celular.  

El hecho de que tanto los cannabinoides como las porfirinas tengan un objetivo 

terapéutico común, el cáncer, junto con el crecimiento del interés de los ligandos 

múltiples nos llevó a diseñar potenciales agentes antitumorales. Por lo tanto, la 

estrategia que se propone consiste en la síntesis de un compuesto, como el 

representado a continuación, que visa dos dianas terapeúticas para luchar contra 

los tumores cancerígenos. 

 

El objetivo concreto que se propuso para realizar durante la estancia fue la síntesis 

de una tetrafenilporfirina unida a un polietilenglicol (PEG) cuya estructura se 

recoge a continuación:  

 

                                                             
111 a) I. Svíženská, P. Dubový y A. Šulcová "Cannabinoid Receptors 1 and 2 (Cb1 and Cb2), 

Their Distribution, Ligands and Functional Involvement in Nervous System Structures—a 

Short Review" Pharmacology, Biochemistry and Behavior 2008, 90, 501. b) M. Guzman 

"Cannabinoids: Potential Anticancer Agents" Nat Rev Cancer 2003, 3, 745. 
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DESARROLLO DEL TRABAJO Y METODOLOGÍA 

El trabajo que se desarrolló durante esta estancia consistió en la síntesis de un 

carboxilato de porfirina PEGilado. Para ello, como se indica en el Esquema 1, se 

partió de la tetrafenilporfirina (TPP) la cual fue nitrada en la posición para de un 

grupo fenilo por acción de nitrato sódico. La reducción del grupo nitro se realizó 

por tratamiento con dicloruro de estaño en medio ácido. Finalmente, la 

monoaminotetrafenilporfirina 1 obtenida reaccionó con el anhídrido diglicólico 

dando lugar al compuesto 2
112,113

. Se intentaron poner a punto las condiciones de 

reacción y de aislamiento de los productos de reacción de cada uno de los pasos 

de síntesis porque existían problemas de bajo rendimiento. 

Esquema 1 

Una vez conseguido el carboxilato de porfirina 2, se realizó la síntesis del 

aminopolietilenglicol  necesario para condensarlo con dicha porfirina. Para ello, 

fue necesario encontrar las condiciones de reacción adecuadas para la preparación 

del producto final. Así, lo primero era obtener la especie t-butilada del 

hexaetilenglicol, para lo cual se hizo reaccionar el hexaetilenglicol con t-

                                                             
112 R. Luguya, L. Jaquinod, F. R. Fronczek, M. G. H. Vicente y K. M. Smith "Synthesis and 

Reactions of Meso-(P-Nitrophenyl) Porphyrins" Tetrahedron 2004, 60, 2757. 

113 M. Sibrian-Vazquez, T. J. Jensen, R. P. Hammer y M. G. Vicente "Peptide-Mediated Cell 

Transport of Water Soluble Porphyrin Conjugates" J Med Chem 2006, 49, 1364. 
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butildiazoacetato en presencia de trifluoruro de boro eterato según se representa 

en el esquema 2
114

. 

 
Esquema 2 

El siguiente paso fue la transformación del grupo alcohol en un grupo amino. Para 

ello, se intentó transformar dicho grupo hidroxilo en un buen grupo saliente como 

el yoduro y así, seguir el esquema 3 de reacción representado. 

 
Esquema 3 

Así, se hizo reaccionar el alcohol 3 con yodo en presencia de imidazol y 

trifenilfosfina. Después de intentar purificar el producto yodado 4 mediante 

cromatografía en columna se observó por RMN que quedaba trifenilfosfina pero, 

aun así, se siguió con el siguiente paso de reacción a la espera de que dicho 

compuesto pudiera eliminarse en posteriores purificaciones. No obstante, tras la 

purificación por cromatografía en columna de la azida 5 se siguió observando por 

RMN que seguía habiendo trifenilfosfina mezclada con el compuesto con lo que 

este método de obtención de la amina del hexaetilenglicol fue descartado. 

Se decidió cambiar de procedimiento
5
 haciendo reaccionar la especie t-butilada 3 

con ácido p-toluensulfónico en presencia de trietilamina y de cloruro de 

trimetilamonio para obtener el tosilato del hexaetilenglicol 4 y así, llegar a la 

azida 5 la cual, tras una hidrogenación catalítica nos daría el compuesto deseado 

del hexaetilenglicol 6, como se encuentra representado en el Esquema 4. 

                                                             
114 G. Thumshirn, U. Hersel, S. L. Goodman y H. Kessler "Multimeric Cyclic Rgd Peptides 

as Potential Tools for Tumor Targeting: Solid-Phase Peptide Synthesis and 

Chemoselective Oxime Ligation" Chemistry 2003, 9, 2717. 
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Esquema 4 

 

Por lo tanto, en estos tres meses de estancia se consiguieron dos partes de la 

molécula que se quería  alcanzar, las cuales habrían de unirse posteriormente a un 

cannabinoide. Esta última parte se realizaría a continuación en el laboratorio del 

CSIC pero se decidió pausar este proyecto y así poder centrarnos en los otros 

proyectos desarrollados en esta tesis. 
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