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RESUMEN 

Una biotoxina de origen cianobacteriano de relevancia toxicológica es la anatoxina-a, 

esta puede ser producida por cianotoxinas tanto de agua dulce como salobre. En 

condiciones ambientales específicas, dichos organismos de tamaño microscópico tiene la 

capacidad de reproducirse  de forma intensa, dando paso a fenómenos conocidos como 

floraciones o blooms cianobacterianos, derivando en la producción de esta potente 

neurotoxina en concentraciones elevadas. Existen numerosos reportes de eventos de 

intoxicación humana, así como de numerosas muertes de ganado, animales domésticos y 

salvajes, acontecidos en cuerpos de agua dulce  contaminados con esta potente 

neurotoxina.  

 Esta investigación está orientado a generar por síntesis química  anatoxina-a 

derivatizada como potencial hapteno para la generación de anticuerpos de mayor afinidad 

y especificidad que aquéllos de disponibilidad comercial, que permitan, por consiguiente, 

implementar métodos inmunoanalíticos de mayor sensibilidad para esta biotoxina. Esta 

investigación se elaboró bajo la hipótesis que la derivatización química de la anatoxina-a 

incrementa la posibilidad de obtener anticuerpos monoclonales con mayor afinidad por la 

biotoxina, en escala subnanomolar.  

Para alcanzar los objetivos marcados en esta investigación, se partió de la experiencia 

generada por nuestro grupo de investigación hacia la síntesis de este tipo de toxinas. Por lo 

que el presente trabajo agrupa las transformaciones sintéticas para acceder a la 

(±)-anatoxina-a, así como su proceso de derivatización con el reactivo de Sanger y 

finalmente la obtención de un análogo estructural capaz de mimetizar a la biotoxina 

derivatizada, que eventualmente pudiera conducir a la obtención de anticuerpos con 

elevada afinidad y alta especificidad hacia la misma.  
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ABSTRACT 

Anatoxin-a is a potent biotoxin of cyanobacterial origin, which is produced by both fresh 

and brackish water cyanotoxins. Under specific environmental conditions, these 

microscopic organisms have the capacity to reproduce in a massive way, giving way to 

phenomena known as cyanobacterial blooms, releasing concentrations of anatoxina-a of 

toxicological relevance. There are numerous reports of human poisoning events, as well as 

numerous deaths of livestock, domestic and wild animals, occurred in fresh water bodies 

contaminated with this powerful neurotoxin. 

 This research is aimed at obtaining by chemical synthesis anatoxin-a derivatized as a 

potential hapten for the generation of antibodies of greater affinity and specificity than 

those of commercial availability, and consequently could develop immuno-analysis 

methods of greater sensitivity for this cyanotoxin. This research was carried out under the 

hypothesis that the chemical derivatization of anatoxin-a increases the possibility of 

obtaining monoclonal antibodies with greater affinity for biotoxin, on a subnanomolar 

scale. 

To achieve the objectives set in this research, we started from the experience generated by 

our research group towards the synthesis of this type of toxins. So the present project 

groups the synthetic transformations to access the (±) anatoxin a, as well as its 

derivatization process with the Sanger reagent and finally obtaining a structural analog 

capable of mimicking the derivatized biotoxin, which could eventually lead to the 

production of antibodies with high affinity and high specificity towards it. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Las biotoxinas son un amplio grupo de sustancias químicas de origen biológico, de tipo 

no infeccioso, producidas como metabolitos secundarios por la mayoría de los organismos 

vivos.1 Representan un riesgo potencial para humanos y animales cuando están contenidas 

en alimentos, agua o piensos, lo que deriva en relevantes pérdidas económicas en la 

ganadería, agricultura y en el sector acuícola, lo que pude repercutir de manera severa en 

la sanidad del agua destinada al consumo humano. Las toxinas de origen biológico más 

relevantes debido a su toxicidad y prevalencia destacan las generadas como metabolitos 

secundarios por las cianobacterias. 

Estos organismos procariotas, aérobicos, foto autótrofas fueron inicialmente 

clasificados como algas debido a producen  clorofila y/u otros pigmentos biológicos. Las 

cianobacterias están consideradas dentro de los organismos más antiguos presentes en 

nuestro planeta, su ascendencia se remonta a 3500 millones de años;2 son organismos muy 

versátiles, capaces de proliferar en ambientes tanto terrestres como acuáticos, su presencia 

ha sido reportada en entornos extremos del planeta; como los polos árticos y desiertos.3 En 

presencia de condiciones ambientales favorables, las cianobacteria son capaces de 

reproducirse de manera exacerbada, dando lugar a eclosiones repentinas, conocidas en la 

literatura científica como floraciones masivas de algas. Estos afloramientos o blooms 

cianobacterianos, se presentan con elevada frecuencia y mayor intensidad en la actualidad 

debido al calentamiento global y a la eutrofización de los recursos hídricos consecuencia de 

la actividad humana.4 No obstante, se han registrado floraciones cianobacterianas 

altamente patógenas en determinados lagos alpinos, con  aguas de carácter oligotrófico 

que presentan bajo contenido de nutrientes.5  

Las cianobacterias poseen un metabolismo secundario muy activo, se han identificado 

hasta 300 compuestos bioactivos, de los cuales, de la mayoría se desconoce su función. De 

estos metabolitos secundarios, las cianotoxinas debido a su importancia toxicológica han 

recibido la mayor parte de la atención por diversos grupos de investigación. 
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 Las cianotoxinas poseen estructuras químicas diversas, donde se agrupan alcaloides, 

péptidos cíclicos o aminoácidos no proteicos. Las cianotoxinas por el daño que ocasionan o 

el órgano diana que afectan en animales y humanos se clasifican en tres grandes grupos: 

neurotoxinas, hepatoxinas y dermotoxinas.6  

La presencia de estas biotoxinas en cuerpos de agua destinados al abastecimiento 

público, áreas recreativas y uso agroindustrial, representan un riesgo sanitario potencial. En 

países desarrollados como Canadá, EUA, Nueva Zelanda, Australia e Italia, entre otros, 

destinan anualmente millones de dólares para tratar los recursos hídricos de 

abastecimiento de agua potable y/o uso recreativo por presencia de cianobacterias.7 La 

cantidad de naciones donde se ha registrado la presencia de cianobacterias, y por ende de 

cianotoxinas, es cada vez mayor. De los casos más notables, donde se han presentado 

intoxicaciones agudas o decesos, se tienen registrados en países como Portugal, Australia, 

China y Brasil.  Por citar alguno de ellos, en Brasil, se documentaron 2 casos de intoxicación 

humana masiva por cianotoxina. En el primero, una cianotoxina hepática generada por 

Anabaena y Microcystis, desencadeno una epidemia gastrointestinal donde 2,392 personas 

resultaron intoxicadas, lo que derivó, en la muerte de 88 personas luego de ingerir agua que 

contenía esta toxina. El segundo evento, donde se suscitaron fatalidades humanas por 

Microcystis se presentó en la ciudad de Caruaru a mediados de los 90´s, cuando pacientes 

con afecciones renales presentaron una intoxicación vía venosa mientras se sometían a un 

tratamiento de hemodiálisis.8  

En México, la mayoría de las masa de agua dulce se encuentran eutrofizados, algunos 

en condición extrema, que favorecen la formación de florecimientos algales nocivos (FAN). 

En los últimos años, se han documentado eventos de FAN en diversos estados de la 

república principalmente en aquellos ubicados en el centro del país, como  Michoacán, 

Guanajuato, Querétaro,  San Luis Potosí y el Estado de México, entre otros, en períodos que 

han coincidido con veranos muy calurosos. Las principales especies de cianobacterias 

reportadas en dichos eventos corresponden a los géneros de Anabaena, Anabaenopsis, 

Cylindrospermopsis, Lyngbya, Microcystis, Nodularia, Phormidium, Planktothrix y 

Pseudanabaena. Si bien es cierto, que se han identificado y documentado la presencia de 
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diversas especies en los eventos de FAN en el país, la identificación de cianotoxinas 

asociadas con tales florecimientos, es escasa o nula en la mayoría de los casos. Los eventos 

mejor documentados son los ocurridos en el sistema hidrológico del río Cutzamala en el 

2007 y el del lago de Pátzcuaro Michoacán en el 2011, en donde se encontraron valores de 

microcistinas-LR y cilindrospermopsina, respectivamente, superiores a los recomendados 

por la OMS para cuerpos de agua destinados al consumo humano y uso recreativo.9  

En lo general, en los países latinoamericanos incluido México, las investigaciones 

dirigidas a la detección de cianotoxinas, por el riesgo potencial que estas representan, son 

escasas y se precisa al respecto, orientar investigaciones en este rubro, sobre todo en 

regiones donde ya se han documentado muertes masivas de fauna silvestre, que 

probablemente tengan un origen cianotóxico.10 

Del grupo de las cianotoxinas, tres de ellas destacan por su frecuencia de aparición en 

los afloramientos cianobacterianos nocivos, la cilindrospermopsina, las microcistinas y la 

anatoxina-a (figura 1).11 En lo particular, dentro de este grupo, la anatoxina-a es una de las 

cianotoxinas de mayor ocurrencia en agua dulce destinada al consumo humano, lo que 

unido a criterios toxicológicos y epidemiológicos ha llevado a la US Environmental 

Protection Agency (USEPA) a considerarla como un contaminante prioritario, promoviendo 

estudios adicionales que permitan evaluar los riesgos y establecer regulaciones y 

directrices.12 

 

Figura 1. Estructuras de las cianotoxinas de mayor ocurrencia. 
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1.1 Anatoxina-a 

La anatoxina-a (2-acetil-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-eno)  estructuralmente conformada 

por una amina bicíclica secundaria y un resto lateral metilcarbonílico α-β insaturado, es una 

molécula de bajo peso molecular(165.12g/mol), con un pka de 9.36, razón por la que, en los 

cuerpos de agua que esta presente, normalmente tienen un pH entre 6-9, la molécula 

protonada de la biotoxina es la forma predominante (Figura 2).  

 

Figura 2. Molécula de anatoxina-a protonada. 

La antoxina-a presenta dos centros asimétricos en C(1) y C(6), pero sólo el enantiómero 

(+)-anatoxina-a ha sido encontrado en fuentes naturales, y además tambien se ha reportado 

que éste enantiomero presenta hasta 150 veces mayor potencia toxicológica que el 

enantiómero levógiro. La molécula de la anatoxina-a  presenta isomería cis-trans asociada 

al libre giro en torno al enlace sencillo C(2)-C(10), presentando igualdad de población de 

ambos isómeros en disolución a temperatura ambiente (Figura 3).13 

 
Figura 3. Isómeros conformacionales, a) s-trans y b) s-cis de anatoxina-a. 

Las principales especies de cianobacterias productoras de anatoxina-a son las 

pertenecientes a los géneros Anabaena, Planktothrix, Oscillatoria, Microcystis, 

Aphanizomenon y Cylindrosperum.14 Los valores de anatoxina-a en aguas superficiales es 

baja, entre 0.1 y 10 μg/L. No obstante, debido a que la anatoxina-a es una endotoxina, estos 

valores se incrementan cuando las poblaciones de cianobacterias envejecen y mueren, 

condición que coincide hacia el final de los veranos calientes, en los meses de octubre y 

noviembre.15 
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Las rutas de exposición con mayor trascendencia para los humanos y la fauna a la 

anatoxina-a son  por medio de agua con presencia de esta biotoxina, ya sea por ingesta 

voluntaria (agua potable de origen superficial) o accidental (actividades recreativas y 

deportivas). Un riesgo de exposición que se ha presentado recientemente, es el  consumo 

de pescado y ostras desarrollados en masas de aguas afectadas por cianobacterias y por el 

consumo de suplementos alimenticios a base de algas, principalmente de Spirulina que, 

aunque está no ha sido reportada como productora de anatoxina-a, en el momento de la 

selección muy a menudo es confundida con el género Arthrospira potencial productora de 

esta potente neurotoxina.16,17  

El primer evento corroborado de envenenamiento con anatoxina-a se presentó en 

Canadá en la década de los 60´s, cuando provocó el deceso de ganado bovino, y en ese 

momento, debido a su elevado poder toxico, se le llamo VFDF (Factor de muerte muy 

rápida), debido a que después de ser administrada al ser aplicada intraperitonealmente en 

ratones, estos perecían en un lapso de tiempo menor a 5 minutos. Se ha determinado su 

potencia neurotóxica  vía intraperitoneal en ratones (250 µg/kg), y esto es debido a que es 

un agonista del neurotransmisor acetilcolina, la anatoxina-a, se une al receptor nicotínico 

de acetilcolina y al no ser degradada por la enzima acetilcolinesterasa, bloque el canal de 

sodio y evita la relajación muscular, provocando sobre estimulación derivando en 

convulsiones, parálisis y por último la muerte por  paro cardiaco (Figura 4).18  

Existen registro de numerosos eventos de mortandad de animales domésticos, ganado 

y fauna salvaje que consumieron agua que contenían anatoxina-a, en las cuales se han 

llegado a encontrar concentraciones mayores a 1mg/L, concentraciones que son 100 veces 

mayores a las que recomiendan  diversas instituciones oficiales.19  Un evento reportado en 

Canadá, hacia Julio de 2018, registró la muerte de 3 perros que después de estar cerca del 

río Saint John, presentaron síntomas característicos al envenenamiento con anatoxina-a, 

vómitos, convulsiones y finalmente muerte por paro cardiorrespiratorio, lo que 

posteriormente se confirmó tras el análisis forense en el Consejo Nacional de Investigación 

de dicho país.20 En diversas zonas del planeta, la presencia de anatoxina-a en 

concentraciones de relevancia para la salud pública  es recurrente y se repite cada año. No 
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obstante que no se cuenta con registros de fatalidades humanas, se conocen casos de 

cuadros clínicos incapacitantes graves con el riesgo potencial de intoxicación letal en 

poblaciones cuya principal fuente de abastecimiento de agua potable son masas de agua 

superficiales con problemas de eutrofización.21  

 

Figura 4. Mecanismo de union de la anatoxina-a al receptor nicotico de acetilcolina 

(recuperada de Osswald et al., 2007). 

1.2 Estabilidad de la anatoxina-a 

Los primeros en estudios de la estabilidad de la anatoxina-a fueron realizados por 

Stevens y Krieger (1991), con el fin de comprender cómo esta potente biotoxina sería capaz 

de degradarse. Se conocen cuatro vías naturales de desintegración de esta biotoxina: 

dilución, la adsorción, la fotólisis y la descomposición no fotoquímica. Las primeras 

investigaciones concluyeron que la anatoxina-a es degrada fácilmente, especialmente en la 

luz solar y por efecto de un pH alto. Dependiendo de las condiciones, ésta cianotoxina 

puede ser parcial o totalmente convertida por degradación en sus metabolitos no tóxicos: 

dihidroanatoxina-a y epoxianatoxina-a (Figura 5). En este mismo estudio también los 

autores concluyeron que, la anatoxina-a en su forma  libre presentaba una de vida media 

de menos de 24 hrs.22 
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Figura 5. Productos de degradación de anatoxina-a 

 

Sin embargo, trabajos posteriores indicaron que el tiempo de vida media de la 

descomposición de la biotoxina en valores de pH 8-10 en condiciones de fotoperiodo 

natural es de aproximadamente 14 días, otros estudios, reportaron estabilidad de la 

biotoxina en muestras mantenidas en la oscuridad a pH 6 durante 4 meses. 

Dada la variabilidad de los resultados encontrados en las diversas investigaciones 

acerca de la estabilidad de anatoxina-a, el grupo de Kaminski retomó el tema evaluando los 

efectos producidos en la estabilidad por varios factores como pH, temperatura y luz. 

Encontrando que la estabilidad de la anatoxina-a es dependientes del pH. A valores de pH 

ácidos en periodos de hasta 9 semanas la concentración de ANTX-a solo disminuyó en un 

3%; sin embargo, a pH neutros y alcalinos disminuyó la concentración de manera gradual a 

63% y 52% del valor inicial.23 

Por otro lado, se han realizado investigaciones a nivel laboratorio orientadas al 

tratamiento de agua con presencia de anatoxina-a y que se emplean para el consumo 

humano. En éstas, a razón de degradar la cianotoxina, se utilizaron agentes oxidantes como 

permanganato, O3, AOP, rayos UV, Cl2, NH2 y ClO2. Los estudios concluyeron que, la 

anatoxina-a es degradada de manera eficiente por permanganato, ozono y por procesos de 

oxidación avanzada (AOP), pero resistente a los tratamientos con cloro y derivados, así 

como también a la luz ultravioleta. Procesos estos últimos, los más utilizados en muchos 

países como tratamientos de elección en la potabilización del agua.24 
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1.3 Métodos de detección de anatoxina-a  

Debido a la inestabilidad de la anatoxina-a y de otras biotoxinas en diversos ambientes, 

además de la dificultad de contar con estándares analíticos o materiales de referencia, y el 

requerimiento de detectar concentraciones muy bajas de la cianotoxina, derivado de las 

reglamentaciones impuestas por organismos internacionales debido a su toxicidad, el 

análisis de estas toxinas representa un reto importante.25  

Los métodos instrumentales de análisis, especialmente aquéllos basados en 

procedimientos cromatográficos, gracias a la incorporación de tecnologías mejoradas que 

han impactado positivamente en sensibilidad, selectividad y reproducibilidad, han 

abordado este reto con excelentes resultados. Ello ha conducido a que estos 

procedimientos instrumentales, se elijan por organismos gobernativos como metodologías 

de referencia para monitorear a estas biotoxinas.  

Las metodologías cromatográficas más empleadas para la detección de anatoxina-a son 

la cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) con detector de UV o FL, la cromatografía 

de gases (GC) acoplada a espectrometría de masas (MS) o la HPLC-MS.26    

1.3.1 Derivatización química  

 A pesar de las excepcionales prestaciones analíticas que otorgan los novedosos 

equipos cromatográficos, las biotoxinas y principalmente la anatoxina-a presenta dificultad 

para ser analizada mediante estas técnicas debido a las características estructurales 

particulares de la molécula como su tamaño molecular pequeño, alta polaridad, ausencia 

de grupos cromóforos, estabilidad química y foto-térmica baja, entre otras. En este 

contexto, la derivatización química del analito podría proporcionar características que 

contrarresten aquéllas que afectan la estabilidad de la molécula y, además proporcionen 

elementos que coadyuven a mejorar la sensibilidad para detectar a la toxina por la 

incorporación de elementos que aporten propiedades de fluorescencia y/o incrementen su 

tamaño molecular.  
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En la siguiente tabla se mencionan algunas metodologías empleadas en la 

determinación de anatoxina-a, donde se emplea la derivatización de la cianotoxina, como 

una etapa previa para su análisis (tabla 1). 

Tabla 1. Metodologías cromatográficas que emplean derivatización para detección de anatoxina-a. 

Metodología 
 

Tipo de muestra Agente derivatizante Referencia 

HPLC/FLD agua NBDF 27 
 

GC/ECD agua Ac. tricloroacético anhidro 28 

GC-MS agua N-butilo 29 
 

LC-ESI-MS/MS 
 

agua 
Tejido muscular 

de pescado 

Fluorenilmetil-cloroformiato 30 
 

 

Aunque la derivatización de las biotoxinas, incluyendo la anatoxina-a, ha permitido 

mejoras notables en la identificación instrumental de éstas, aún se tiene que lidiar con 

procedimientos propios de éstas técnicas, en donde el tiempo que se emplea en cada 

análisis resulta importante. Ejemplo de ello, son el pretratamiento de la muestra 

(extracción, concentración y/o purificación), la limpieza de la columna cromatográfica entre 

cada análisis, el costo de operación de cada equipo y la necesidad de personal bien 

calificado para el manejo de los equipos.  

Ante lo expuesto, existe la necesidad de acceder a métodos  analíticos rápidos, 

económicos y fiables que permitan evaluar de manera eficaz y oportuna una eventualidad 

ambiental por la presencia cianotoxinas en agua de consumo; donde tanto personas como 

animales domésticos y/o fauna silvestre, se encuentren en riesgo inminente.  

En este escenario, los métodos inmunoanalíticos se posicionan como una alternativa 

eficaz para la identificación de moléculas de tamaño molecular pequeño como la 

anatoxina-a.  Son metodologías que se basan en el empleo de anticuerpos altamente 

sensibles y específicos, que compiten en tales rubros con aquéllos métodos de índole 

instrumental. Debido a alta  sensibilidad de dichos anticuerpos, se han desarrollado diversas 

plataformas inmunoquímicas que se han  convertido en opciones analíticas muy sensibles, 
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rápidas y confiables en la detección de toxinas, entre las que se encuentran los 

inmunoensayos enzimáticos en soporte sólido de tipo  ELISA.31,32,33 34 

Los inmunoensayos ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) son técnicas sencillas 

y rápidas para la detección de analitos, donde la señal analítica es generada por una enzima 

marcada. Se han desarrollado inmunoensayos ELISA para un número considerable de 

analitos, convirtiéndose en una herramienta analítica para laboratorios de investigación, 

diagnóstico y control de calidad en diversas industrias.35 En la actualidad existen en el 

mercado kits de Inmunodetección para un gran número de cianotoxinas, con sensibilidad y 

especificidad que compite con la que exhiben equipos instrumentales.  
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2. JUSTIFICACIÓN 

De las numerosas biotoxinas cianobacterianas, la anatoxina-a debido a su toxicidad fue 

la primera de la cual se identificó su estructura química. Desde ese momento, las técnicas 

analíticas para su detección cada vez son más diversas y con mayor capacidad de detección. 

En este sentido, las técnicas instrumentales se han posicionado como las metodologías de 

referencia y han permitido que autoridades garanticen la salud de la población.36 Son 

metodologías que tienen la capacidad de identificar múltiples analitos de interés a la vez, 

esto es posible ya que cada vez son más sensibles y selectivos, además que  su  capacidad 

de detección es inmejorable cuando se acoplan a detectores de masas. 

Dada la polaridad que presentan casi todas las biotoxinas, la cromatografía de líquidos 

es la metodología, que ha sido utilizada con mayor frecuencia  como estrategia química  de 

identificación y separación, en comparación con otras técnicas cromatográficas, siendo la 

metodología de HPLC-MS/MS la que hasta el momento presenta mayor sensibilidad y 

debido a ello, ha  sido aprobada y utilizada como procedimiento de detección  oficial por la 

USEPA.37 

Aun con las formidables características de las novedosas técnicas instrumentales, la 

anatoxina-a es un compuesto que presenta dificultad para ser analizado. Esto se debe a las 

características propias de la molécula, como bajo peso molecular y ausencia de grupos  

fluorescentes, uno de los procesos analíticos que se utilizan para solventar esta 

problemática,  es la derivatización de la anatoxina-a. La derivatización química de analitos, 

al objeto de facilitar o incrementar su detección, es amplia e intensamente utilizada en 

métodos instrumentales.38,39,40 Sin embargo, en los métodos biológicos o bioquímicos, 

basados en algún tipo de receptor celular, la derivatización de la molécula diana no es una 

práctica habitual, aunque los pocos casos documentados donde se ha derivatizado el analito 

para obtener anticuerpos altamente sensibles hacia éste han sido reportados como 

exitosos.41 Una posible razón a ello, pudiera ser que dirigir la generación de anticuerpos 

altamente específicos a través de haptenos derivatizados y los correspondientes 
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bioconjugados inmunizantes implica agregar una etapa previa de derivatización del analito 

en el desarrollo posterior de un inmunoensayo. 

Existen algunos antecedentes para moléculas como la anatoxina-a que son 

relativamente pequeñas, de bajo perfil inmunogénico y difíciles de generar anticuerpos de 

alta especificidad, donde la derivatización del analito representó una alternativa viable en 

términos de la obtención anticuerpos de mayor especificidad y selectividad que aquéllos 

que reconocen directamente al analito.42,43,44,45 Ejemplo de lo anterior, fue la derivatización 

del glifosato, un herbicida del cual ya existía un inmunoensayo, pero que, gracias a su 

derivatización, permitió obtener anticuerpos con una sensibilidad de hasta 100 veces mayor 

que aquéllos que reconocían al analito sin derivatizar.46 

 En este contexto, creemos que la derivatización química de la anatoxina-a es una 

estrategia factible para producir anticuerpos de mayor afinidad y selectividad que aquéllos 

anticuerpos que detectan al analito libre y que nuestro mismo grupo de investigación ha 

generado previamente.  
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3. OBJETIVOS 

El presente proyecto de investigación se sitúa dentro de la línea de investigación 

denominada “Síntesis de moléculas con aplicaciones biotecnológicas y analíticas”, adscrita 

a la Unidad Académica de Ciencias Químicas de la Universidad Autónoma de Zacatecas. El 

propósito principal de este trabajo fue sintetizar (±)-anatoxina-a derivatizada como 

potencial hapteno para la generación de anticuerpos, elemento clave que permita la 

implementación de métodos inmunoanalíticos para la identificación de esta cianotoxina. 

Para conseguir lo anterior, se han establecido un conjunto de objetivos a cumplir, 

mismos que se enlistan a continuación: 

1. Acceder  por síntesis química  a la (±)-anatoxina-a.  

2. Explorar la reactividad química de la anatoxina-a hacia el reactivo de Sanger, a razón de 

evaluar las prestaciones analíticas que proporcionen el contexto del desarrollo 

posterior de un inmunoensayo. 

3. Obtener por síntesis química un análogo estructural de la biotoxina modificada por 

derivatización como metodología principal permitiendo obtener anticuerpos con 

características analíticas superiores a aquéllos anticuerpos que reconocen al analito libre 

(sin derivatizar). 
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4. Resultados y Discusión 

En el presente proyecto, el desarrollo de la síntesis química para construir la molécula 

de la cianotoxina anatoxina-a y su derivatización, se apegó al descrito por Quiñones y Cols 

(2016) a partir de la cual se ajustaron condiciones y concentraciones en las reacciones 

correspondientes a razón de reproducir la ruta de síntesis en nuestras instalaciones y 

recursos. En este sentido, las secciones siguientes describen el desarrollo de las reacciones y 

su caracterización química desde un escenario particular que aportó mejoras y perspectivas 

diferentes de abordaje químico para mejorar rendimientos de reacción. En todo momento 

se reconoció el antecedente ya descrito en la literatura con referencia a ésta línea de 

investigación de nuestro grupo de trabajo.47,48  

4.1 Etapas sintéticas para la obtención de (±)-anatoxina-a 

Las características estructurales de la anatoxina-a, en conjunto con la importancia 

neurotóxica y las necesidades analíticas de contar con estándares analíticos de la mayoría 

de las cianotoxinas, han conducido al desarrollo de un vasto número de aproximaciones 

sintéticas reportadas en la literatura para su obtención. A la fecha, están disponibles dos 

importantes revisiones bibliográficas que describen diversas estrategias de síntesis para 

acceder a la construcción estructural de un aza-esqueleto bicíclico característico de la 

anatoxina-a. La primera compilación bibliográfica de métodos de síntesis dirigidas para la 

obtención de anatoxina-a tanto en su forma racémica como enantiomérica, además de 

incluir estrategias químicas para la adquisición de análogos estructurales de la misma, la 

reportó Mansell y Cols en 1996 y la amplió Brenneman y Cols en 2005 al objeto de describir 

una ruta enantiomérica de síntesis para la obtención de anatoxina-a vía metátesis de eninos 

por cierre de anillos.49,50 
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En este sentido, el abordaje químico planteado para acceder a la biotoxina anatoxina-a, 

se basó en las diversas rutas reportadas en la literatura tanto para anatoxina-a, 

homoanatoxina-a y otros análogos estructurales.51 Una  vez que se accedió sintéticamente 

a la (±)-anatoxina-a como sal de ácido trifluoroacético se exploró la  derivatización de ésta, 

con 2,4-Dinitrofluorobenceno (Reactivo de Sanger) en presencia de  buffer de boratos (pH 

9.6) y  acetonitrilo, condiciones que permitieron obtener la (±)-anatoxina-a derivatizada, 

proceso que fue verificado por HPLC. Finalmente se accedió sintéticamente a un hapteno 

de la anatoxina-a derivatizada, lo que permitió alcanzar los objetivos propuestos en la 

presente investigación. 

A efecto de explicar el abordaje de la estrategia química y la ruta de síntesis empleada 

para acceder a la biotoxina anatoxina-a, inicialmente se planteó la construcción del sistema 

anular 9-azabiciclico característico de la biotoxina, partiendo de la obtención de un 

compuesto clave formado por dicha estructura y una funcionalidad química idónea a partir 

de la cual, se  pudieran realizar transformaciones subsecuentes que llevaran a la 

construcción final de la cianotoxina y eventualmente permitieran un punto de acceso 

químico para su derivatización (Figura 6). 

 

 
Figura 6. Intermedio estructural para el acceso a la molécula de anatoxina-a. 
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La idea anterior surgió del desarrollo de un análisis retrosintético de la molécula de 

anatoxina-a, a través del cual, la síntesis de la anatoxina-a podría ser viable partiendo de 

reactivos de fácil disposición comercial. Como se puede apreciar en la figura 7, la propuesta 

fue la construcción del anillo 9-azabiciclico (1) tomando como material de partida al 

1,5-ciclooctadieno (3) o su derivado oxiránico que, por transformaciones posteriores, 

eventualmente podrían conducir a la formación de un aminoalcohol N-protegido (2) y a la 

construcción del sistema aminobicíclico buscado llevando a (2) por un proceso de ciclación 

intramolecular (Figura 7). Una vez accedido al anillo homotropánico buscado, este sería 

clave para continuar con la ruta sintética en la obtención de la cianotoxina. 

  

 

Figura 7. Esquema retrosintético para la formación del esqueleto azabicíclico. 

A continuación, se describen las etapas sintéticas desarrolladas en la obtención de 

anatoxina-a racémica, su posterior proceso de derivatización y la obtención del hapteno de 

la biotoxina derivatizada; se expone en perspectiva cada etapa sintética. 

La primera transformación química, consistió en realizar una apertura nucleofílica tipo 

SN2 del anillo oxiránico (4) con dos equivalentes de bencilamina en MeOH en condiciones 

de reflujo a 110°C para obtener el trans-amino-alcohol (8) con un rendimiento del 83% 

luego de 18 días de reacción. La purificación del producto obtenido se realizó de manera 

sencilla por recristalización de hexano del crudo de reacción. 
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Esquema 1. Obtención de alcohol bencílico.  

 Con el propósito de disminuir el tiempo de reacción, ésta se montó bajo condiciones 

similares, pero ahora el reflujo fue asistido por microondas. El resultado fue un incremento 

del rendimiento  un 93% con la reducción significativa de tiempo de reacción a 22h 

(Esquema 2).  

 

Esquema 2. Obtención del amino-alcohol bencílico asistida por microondas (5). 

La obtención del amino-alcohol por las dos distintas metodologías se confirmó después 

de someterlo a Resonancia de Carbono y protón y ensayos 2D-RMN. En el espectro de 

protón se presentó un multiplete a campo bajo del espectro típico de núcleos bencénicos 

hacia 7.35 ppm, dos conjuntos de señales de los protones correspondientes al doble enlace  

a δ 5.66 y 5.66 ppm respectivamente, y la señal correspondiente los hidrógenos del 

metileno unido al grupo bencilo hacia δ 3.82 ppm, presentando un sistema de acoplamiento 

tipo AB.  

La segunda trasformación química, consistió en generar el anillo 9 

azabicilco[4.2.1]nonano perseguido, se realizó mediante una oximercuración con Hg(OAc)2, 

a temperatura baja, seguida de una reducción del intermedio organomercúrado con 

NaBH4, procedimiento que permitió la  obtención del alcohol aza-bicíclico (6) (Esquema 3). 
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Esquema 3. Transformación sintética para la obtención del amino-alcohol bicíclico (6). 

Es importante resaltar que en esta etapa de reacción, cuando se utilizaron las 

condiciones antes mencionadas no se  formó otro producto de reacción en cantidades de 

relevancia, caso que si se sucedió cuando los tiempo de reacción eran mayores, lo que se 

explicó gracias a la revisión de procedimientos descritos en la literatura para estrategias 

químicas semejantes.52,53,54 Particularmente, cuando la reacción de ciclación intramolecular 

se  realizó a temperaturas superiores a la antes  descrita o por tiempos de reacción más 

largos, se obtuvo el hidroxi-acetato (7) (Figura 8) en concentraciones variables , hasta llegar 

a ser mayoritario, cuando el proceso de ciclación se mantiene por un lapso de tiempo 

suficiente, esto ha sido observado en procesos de ciclación semejantes, la formación de 

este compuesto es posiblemente debido al rompimiento del grupo aceto en el producto 

organomercúrado formado al inicio de esta reacción de mercurización.55, 56 

 
Figura 8. Producto secundario de la ciclación intramolecular en la obtención de anillo bicíclico. 

 

Los datos espectroscópicos de RMN 1H y la correlación mostrada con algunos 

experimentos bidimensionales confirmaron la obtención del alcohol azabicíclico (6).  

Por RMN de protón, se encontró a un desplazamiento de 3.86 ppm un sistema de picos 

desdoblados como un ddd correspondientes al protón geminal con el hidroxilo en C-2; un 

sistema complejo de acoplamiento de spines a campo alto correspondientes a los protones 

alifáticos de la molécula. Adicionalmente, se observó dos sistemas de picos atribuibles  a 

los protones aromáticos y diasterotópicos del metileno bencílico descritos en la molécula 

de partida y retenidas en el producto de ciclación (6).  
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La adquisición de (6), que contenía el esqueleto hidrocarbonado característico de 

alcaloides homotropánicos que comparte con anatoxina-a, ya disponía de una 

funcionalidad química adecuada que permitiera continuar con las transformaciones 

necesarias para la formación del sistema estructural de la molécula buscada. Por una parte, 

el grupo amino puente se encontraba protegido por una agrupación bencilo, y por otro lado, 

se contaba con un grupo hidroxilo en C-2, que permitió la formación del resto metil 

carbonílico característica de la biotoxina. 

De cara que sería necesaria la eliminación del grupo protector del grupo amino casi al 

final de la ruta sintética, y dado a que este proceso se llevaría a cabo ya formada  la 

insaturación entre los carbonos C2 y C3 del anillo bicíclico característico de la biotoxina, se 

decidió realizar un intercambio del grupo protector del átomo de nitrógeno en el alcohol 

azabicíclico (6), el  grupo bencil, por una funcionalidad que su eliminación, se realizara  bajo 

condiciones que no alteren  el  doble enlace presente en la molécula. Se decidió emplear el 

grupo terc-butiloxicarbonilo. De esta forma, la etapa siguiente implicó la N-desbencilación 

del alcohol bicíclico (6) y reprotección del grupo nitrógeno puente con un grupo 

terbutoxicarbonilo (t-Boc) mediante una hidrogenólisis, empleando H2 con presión de 1 

atmosfera, en presencia de hidróxido de Paladio (Pd(OH)2) soportado sobre carbono, 

cantidades equimolares Boc2O  (dicarbonato de di-terc-butilo) y el alcohol (6) empleando  

acetato de etilo como disolvente. 

 

 
Esquema 4. Desprotección-protección del  nitrógeno puente del alcohol (6). 

Las condiciones antes mencionadas, son habitualmente empleadas en procesos 

análogos para moléculas que tienen características química parecidas al producto de 

partida (bajo peso molecular y alta inestabilidad), inicialmente se produce el rompimiento 

del enlace C-N dejando al Nitrógeno puente susceptible a un ataque electrofílico por parte 

del Dicarbonato de diterbutilo (Boc2O), permitiendo acceder al N-Boc alcohol (8) a  partir 
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del alcohol biciclo (6) mediante una sola etapa sintética con un rendimiento del 96% del 

producto cromatográfico de purificación.   

El intercambio  de grupo protector del nitrógeno bicíclico se corroboró después de 

analizar sus espectros de RMN de 1H del Boc-alcohol (8), donde se apreció la ausencia  del 

multiplete que correspondía al grupo N-bencilo y la presencia de las señales esperadas del 

actual  grupo protector (t-Boc); las señales atribuibles a los rotámeros correspondientes al 

grupo Boc hacia 1.47/1.45 ppm, además de las señales de los protones cabeza de puente y 

las correspondientes a los protones alifáticos conservadas del producto de partida. 

Así pues, toda vez que se purificó el Boc-alcohol (8) se procedió a la transformación de 

éste en su correspondiente producto de oxidación, un grupo carbonílico en C2. Tal cual se 

muestra en el Esquema 5, la oxidación del grupo hidroxilo  del alcohol (8), se llevó a cabo 

empleando el Dess-Martin periodinano (DMP) como agente oxidante, este procedimiento 

permitió acceder a la cetona bicíclica (9) con rendimientos excepcionales del orden del 

94%.57,58 

 
Esquema 5. Oxidación del Boc-alcohol (8). 

La obtención de la Boc-cetona (9), se confirmó por RMN de 1H y 13C; es relevante 

destacar que la el compuesto, se encontró en disolución como una combinación de 

rotámeros en relación de 2:1,  esto se logró apreciar después de analizar la dualidad de 

señales presentes en los experimentos  de RMN realizados, donde se observan las señales 

pertinentes a los protones  del grupo OCMe3  del grupo protector N-Boc de cada rotámero 

RMN 1H a 1.49/1.42 ppm  y al desplazamiento a 215.3 ppm del carbono carbonílico (C-2 

C=O) y 80.4/80.12 y 28.75/28.61 ppm del grupo OCMe3 en el  espectro de 13C RMN. 

Después de la obtención de la Boc-cetona (9), se procedió a realizar la obtención de un 

enol triflato, transformación que previó la introducción en el esqueleto bicíclico de un 

excelente grupo saliente, como lo es el grupo trifluorometanosulfonato o triflato. Proceso 
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al que se abordó con la formación de un enolato en condiciones básicas aprovechando los 

hidrógenos α al carbonilo cetónico en (9), seguido de la adición de una fuente de 

triflatos.59,60 Toda vez conseguida la formación de un sistema olefínico en C2-C3 conjugado 

al triflato, podría ser viable en etapas posteriores, la formación de un sistema enínico α, β-

insaturado. 

 

Esquema 6. Estrategia para acceder de anatoxina-a a partir de la Boc-cetona (9). 

Una vez que se disponía de la cetona bicíclica (9), sometió a un tratamiento químico 

empleando  2.1 equivalentes molares de bis(trimetilsilil) amida de potasio (KHMDS) y 

tetrahidrofurano como disolvente a -78°C en  baño de hielo seco/acetona, para formar un 

enolato de potasio intermedio, posteriormente se adicionaron a la reacción 3 equivalentes 

molares de [N-(5-cloro-2-piridinil)bis(trifluorometanosulfonamida)] con agitación continua a 

temperatura ambiente por 2 h, condiciones empleadas y reportadas en la literatura para la 

formación de enol triflatos teniendo como material partiendo una cetona (Esquema 

7).61,62,63 

 
                      Esquema 7. Obtención del enol triflato a partir del compuesto 

carboxílico (9). 

La formación del enol triflato (10) se logró con excelentes rendimientos, superiores al 

90% al final del proceso cromatográfico de purificación. La formación del enol triflato (10) 

se verificó favorablemente después de analizar sus datos espectroscópicos de RMN, donde 

resalta la presencia de las señales respectivas del protón del doble enlace conjugado al 

grupo triflato a un desplazamiento de δ 5.78/5.74 ppm en el espectro de 1H, la formación 

del triflato buscado  se confirmó realizando de manera adicional un experimento 
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desacoplado de RMN 19F donde se logró apreciar una señal hacia δ -74.6 ppm, 

correspondiente al átomo de  flúor del grupo triflato.64,65 

 Toda vez caracterizado el enol triflato (9), se procedió a continuar con la incorporación 

del resto metilcarbonílico de la anatoxina-a, y la etapa sintética siguiente fue la 

introducción de una funcionalidad química que permitiera continuar con ese fin.  Existen 

en la literatura diversas estrategias sintéticas para alcanzar dicho fin, se seleccionó  una 

estrategia química  que se basa en el remplazo del grupo triflato por  un grupo acetileno 

terminal; proceso sintético bastante explotado en la síntesis orgánica debido a que, una 

vez incorporado el brazo alquinílico a través de la formación de un nuevo enlace C-C, la 

hidratación de éste conduciría eventualmente al deseado grupo acetilo característico de la 

biotoxina. 

La incorporación del grupo etinilo implicó dos etapas. La primera de estas consistió en 

realizar un acoplamiento químico entre enol-triflato (10) y el alquino terminal trimetilsilil 

acetileno, con cantidades catalíticas (PPh3)2PdCl2 como fuente de Pd(0) y Ioduro de Cobre 

como cocatalizador.66,67 La reacción se montó empleando trietilamina como base 

nitrogenada y dimetilformamida (DMF) como medio de reacción a temperatura ambiente, 

condiciones que favorecen la formación de un enlace carbono-carbono entre un alqueno y 

un acetileno terminal.68 La condiciones de reacción se mantuvieron durante 1 h, 

procedimiento que permitió obtener el enino trimetilsililado (11) con  excelentes 

rendimiento del orden del 93%. 

 
Esquema 8. Obtención del enino conjugado trimetilsililado (11). 

Los espectros de RMN realizados al producto obtenido de esta etapa sintética, 

corroboran la obtención del alquino esperado, destacándola señal  observada en el 

espectro de 1H correspondiente al protón olefínico conjugado  hacia 6.13 ppm y el singulete 

a δ 0.17 ppm de los 9 protones equivalentes del grupo trimetilsililo de la molécula, 
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adicionalmente las señales  a 106.4 y 92.4 ppm  correspondientes a los carbonos del triple 

enlace en el espectro de RMN de 13C.  

Una vez alcanzada la obtención del alquino trimetilsililado (11), la introducción del 

grupo etinilo se completó sometiendo al compuesto (11) a un proceso de desililación. Para 

ello, existen diversas estrategias reportadas en la literatura, que emplean bases fuertes o 

sales de plata.69,70,71  

El proceso de desililación  se realizó por hidrólisis alcalina empleando una solución 

metanolica de K2CO3 a temperatura ambiente; condiciones de reacción suaves que dieron 

lugar al enino conjugado (12) con rendimientos casi estequiométricos luego de 1h de 

reacción (Esquema 9).72,73  

El espectro de RMN de 1H del enino conjugado (12), evidenció la ausencia de la señal 

de los protones correspondiente a los metilos del grupo trimetilsililo del producto de 

partida, y la aparición de una  nueva señal que integró a un protón hacia δ 2.86-2.89 ppm 

del  protón del alquino terminal. 

 
Esquema 9. Obtención del enino conjugado (12). 

En concordancia con el esquema 10 planteado para la obtención de la biotoxina, la 

etapa de síntesis siguiente consistió en llevar al enino conjugado (12) a una reacción de 

hidratación del enino terminal y completar la formación de la Boc-anatoxina-a predecesora 

de la anatoxina-a. 

 
Esquema 10. Estrategia para acceder de anatoxina-a a partir del enino conjugado (12). 
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Para llevar a cabo la etapa de hidratación antes mencionada, se aplicaron varios 

procedimientos descritos en la literatura para la formación regioselectiva del sistema 

metilcarbonílico α, β-insaturado; entre éstas se ensayó  la hidratación del triple enlace de 

(12), mediante  metodologías reportadas en la literatura que permiten formar metilcetonas 

de alquinos terminales.74,75 La primera aproximación se realizó sometiendo a un 

tratamiento  al enino conjugado (11) con ácido fórmico a una temperatura de 100°C, donde 

el ácido fórmico seco actúa como disolvente a temperatura de reflujo y a la vez como 

donador de una molécula de agua, procedimiento que  debería conducir a la hidratación 

del acetileno terminal  del enino (11) accediendo a un enol formiato   (Esquema 12).76,77  

 
Esquema 11. Hidratación del enino conjugado (12) empleando acido fórmico.  

Sin embargo, para nuestro caso, los diferentes ensayos realizados bajo el 

procedimiento descrito, no fructificaron; apenas sí se observaba por cromatografía de capa 

fina, la formación incipiente de un posible producto de hidratación. 

Finalmente, la hidratación del enino conjugado (12) que permitiría la construcción del 

brazo lateral metilcarbonílico α, β-insaturado característico de la anatoxina-a, se consiguió 

a través del empleo de sales de mercurio en condiciones ácidas (Método de Hennion-

Nieuwland).,78,79, El producto de partida, se trató con una mezcla metanólica de HgO y 

BF3EtO con cantidades catalíticas de ácido tricloroacético a temperatura ambiente durante 

1 hora de reacción. El rendimiento alcanzado para la generación del producto de 

hidratación, la Boc-anatoxina-a (13), fue del orden del 64%. 
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Esquema 13. Hidratación del enino conjugado (12), empleando condiciones de 
Hennion-Nieuwland  

La formación del resto metil carbonílico característico de biotoxina en (13) se corroboró 

mediante  experimentos de RMN de 1H de la molécula, donde el  protón olefínico presentó 

un desplazamiento a δ 6.83 ppm, debido al desapantallamiento derivado del sistema π 

conjugado que presenta la molécula; adicionalmente se constataron las señales a δ 142.4 y 

141.1 ppm, asignadas a los carbones vinílicos del biciclo (C2 y C3) y hacia δ 197.6 ppm la 

señal del carbono carbonilo buscado, en los experimentos de RMN de 13C . 

Con la Boc-anatoxina-a (13) en mano, se estuvo en condición de acceder a la 

cianotoxina racémica realizando un proceso de desprotección del grupo amino puente por 

eliminación del grupo Boc. El tratamiento para ello, consistió en realizar una hidrólisis ácida 

del grupo Boc protector, empleando una disolución equimolar de ácido trifluoroacetico y 

CH2Cl2 a temperatura ambiente durante 60 min de reacción.81,82  La obtención del racemato 

de la sal anatoxina-a (14) se consiguió con un rendimiento del 90% (Esquema 14).  

 

Esquema 14. Obtención del trifluoroacetato de anatoxina-a (14). 

La obtención del trifluoroacetato de anatoxina-a (14) se corroboró, mediante el análisis 

de sus espectros de RMN de 1H, donde se constató la desaparición de los singletes de los 

metilos del grupo Boc hacia campos altos del espectro y la conservación de los sistemas de 

acoplamientos característicos de la molécula se apreció el desdoblamiento de los protones 
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del metilo lateral como un singlete hacia 2.29 ppm. Adicionalmente se observó la señal 

conservada hacia a 196.8 ppm del carbono carbonílico en los experimentos de RMN de 13C.  

4.2 Ensayos de derivatización de la (±)-anatoxina-a 

En el momento de planear un análogo estructural (hapteno) de la anatoxina-a para 

emplearlo para la generación de anticuerpos hacia la biotoxina, se tomaron en cuenta los 

diversos reactivos que han sido utilizados como agentes derivatizantes en técnicas 

espectroscópicas como el HPLC y GC, y que han sido mencionados con anterioridad. Uno de 

ellos y que ha sido utilizado mayor número de veces para dicho proceso en la biotoxina es 

el 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol (NBD-F), su alta eficacia como agente derivatizante 

de esta biotoxina se debe a que es altamente reactivo hacia aminas primarias y secundarias, 

dando paso a la formación de compuestos derivados capaces de fluorescer.83,84 Tomando 

en cuenta la reactividad, un reactivo muy relacionado con NBD-F es el 1-fluoro-2,4-

dinitrobenceno (2,4-FDNB) conocido como reactivo de Sanger, este tiene la capacidad de 

reaccionar con aminas como es el caso de la anatoxina-a.85   

Aunque el reactivo de Sanger no ha sido empleado como agente derivatizante  de 

anatoxina-a en metodologías cromatográficas, creímos sería idóneo como agente 

derivatizante en el ámbito de la implementación de un inmunoensayo hacia un análogo 

estructural de la biotoxina. 

Con el objetivo de estimar la efectividad del reactivo de Sanger para derivatizar a la 

anatoxina-a  en fase acuosa, se llevaron a cabo reacciones preliminares  para evaluar 

comportamiento del 2,4-FDNB hacia la biotoxina en condiciones de laboratorio. 

En las pruebas iniciales de derivatización se sometió a reaccionar al trifluoroacetato de 

anatoxina-a (14), con 5.0 equivalentes molares  del reactivo de Sanger en  buffer de boratos 

0.1 M a  pH 9.6  a temperatura ambiente, monitoreándose el desarrollo de la derivatización 

por HPLC de fase inversa, tal como se precisa en el apartado experimental (sección 6.3.1). 

Las condiciones antes mencionadas permitieron acceder al compuesto AN-DNB (15), como 

producto de la reacción tipo SNA entre la sal de anatoxina-a y el 2,4-FDNB, con el 

inconveniente de llevarse a cabo de manera lente. Con la finalidad de incrementar la 

velocidad de la reacción, se sustituyó  el medio de reacción por una mezcla 1:1 de tampón 
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boratos y acetonitrilo,  lo que permitió que la reacción se completara prácticamente en 15 

minutos (Esquema 15). 

 

Esquema 15. Producto de derivatización AN-DNB (15). 

Pruebas adicionales expusieron que era posible disminuir hasta un 10%  la cantidad de 

acetonitrilo empleado en el medio de reacción sin que se presentaran cambios significativos 

en los tiempos de reacción. Esto último es especialmente importante, debido a que bajo 

chichas condiciones es posibles solubilizar anticuerpos y proteínas y por tanto, se pueden 

emplear para la implementación de un inmunoensayo sin tener que someter a dilución la 

muestra problema. 

Como consecuencia de los ensayos de derivatización de la anatoxina-a con el 1-fluoro-

2,4-dinitrobenceno, se concluyó que este reactive podría ser viable como agente 

derivatizante en la implementación de un inmunoensayo de anatoxina-a que se basaría en 

la previa derivatización de  la biotoxina. 

Ahora bien, el paso siguiente consistió en derivatizar la sal de anatoxina-a en fase 

orgánica con el objetivo de tener producto AN-DNB (15) para su caracterización. Esta etapa 

consistió en efectuar una reacción de Sustitución Nucleofílica Aromática (SNA) por 

tratamiento de la sal de anatoxina-a (13) con DIPEA a 0°C empleando THF anhidro como 

disolvente. Luego de liberar la amina secundaria libre del material de partida, se adicionaron 

1.4 equivalentes del reactivo DNFB. El seguimiento de la reacción por CCF indicó que en 

escasos 15 a 20 minutos, la reacción había finalizado con un rendimiento del 80% de 

producto purificado (Esquema 16). 
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Esquema 16. Derivatización de anatoxina-a en condiciones de laboratorio. 

La caracterización espectroscópica del producto AN-DNB (15) por RMN de 1H mostró 

el desdoblamiento como un doblete del protón aromático H3 a δ 8.49 ppm con una J= 2.8 

Hz característica de un acoplamiento en meta con H5. A su vez, H5 a δ 8.11 ppm se desdobló 

como un doble doblete por su acoplamiento en orto con H6 y meta con H3 con J= 9.5 y 2.7 

Hz, respectivamente. El doblete de H6 se encontró ligeramente a campo más alto, δ 6.79 

ppm, con la J= 9.7 Hz por su acoplamiento en orto con H5.   

4.3 Síntesis de hapteno de anatoxina-a derivatizada 

4.3.1 Síntesis del hapteno ATX-d 

Con base en los resultados anteriores, estimamos que era posible obtener anticuerpos  

apropiados para la identificación del derivado AN-DNB (15) empleando como hapteno una 

molécula que comparta características estructurales  con este, la cual se muestra en la  

Figura 9, hapteno ATX-d. Es evidente que la estructura molecular del hapteno ATX-d, que 

está conformado por las agrupaciones nitrobenceno y sulfonamida, sería capaz de inducir 

respuesta inmune hacia  el derivado AN-DNB y  en consecuencia tendría la capacidad de 

incitar la producción de anticuerpos con alta especificad y selectividad por este. 

 

Figura 9. Hapteno ATX-d, análogo estructural de la anatoxina-a derivatizada  
con el reactivo de Sanger. 



  Resultados y Discusión 

31 
 

La obtención del hapteno ATX-d, se fundamentó en la obtención de una sulfonamida 

de arilo que estructuralmente estaría conformada  por una cadena hidrocarbonada con un 

grupo carboxilato terminal y un grupo funcional adecuado en el anillo aromático que 

permita la  unión en la estructura de la biotoxina en el nitrógeno del anillo bicíclico mediante 

una reacción SNA (Esquema 17). 

Esquema 10.  Esquema de síntesis para acceder al hapteno de anatoxina-a derivatizada (ATX-D). 

La obtención de dicha sulfonamida se realizaría luego de una reacción de amidación del 

4-fluro-3-nitrobencensulfonilo comercial y un derivado del ácido 4-aminobutírico.  

La preparación de la aril-sulfonamida comenzó con la elaboración del brazo 

hidrocarbonado funcionalizado con un carboxilato del hapteno ATX-d buscado. El brazo 

lateral se buscaría a través del ácido γ-aminobutírico debido a que por un lado presenta el 

carboxilato y por otro, un grupo amino libre que eventualmente puede formar la 

sulfonamida aromática. El acondicionamiento del brazo lateral, inició con la protección del 

carboxilato del ácido 4-aminobutírico en forma de un éster terc-butílico (ver esquema 17). 

Para ello, se precisó primero proteger el grupo amino libre del ácido 4-aminobutírico de 

partida con un grupo carboxibencilo (Cbz); se empleó cloroformiato de bencilo y una 

disolución cáustica de NaOH 2 M a 0 °C. Después de 4.5 h de reacción se generó el producto 
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N-Cbz protegido del ácido (16) con un rendimiento del 85%.Luego, el carboxilato de (16) se 

llevó a esterificación con el alcohol terc-butílico empleando la carbodiimida DCC para 

activar el carboxilato bajo catálisis alcalina promovida por el empleo de DMAP en CH2Cl2. El 

correspondiente éster t-butílico N-Cbz protegido (17) se generó después de 16 h de reacción 

con un rendimiento del producto purificado del orden del 61%. Finalmente, la eliminación 

del grupo protector Cbz del amino terminal en el éster terc-butílico (17) se realizó por 

hidrogenólisis catalítica empleando Pd/C en disolución metanólica y generar el producto 

(18) con un 95% de rendimiento. 

 

Esquema 17. Preparación del brazo espaciador del hapteno ATX-d. 

El acceso químico a la aril-sulfonamida (19), tal como se ilustra en el esquema 18, se  

llevó a cabo mediante la preparación de una disolución de la amina (18) y el cloruro de 

4-fluoro-3-nitrobenzenosulfonilo en medio básico  a 0°C, condiciones que proporcionaron 

la sulfonamida (19) como producto principal con 65% de rendimiento. Adicional a la 

sulfonamida aromática (19), también se formó un de competencia como producto 

secundario  de adición-eliminación en el anillo aromático por desplazamiento del flúor en 

porcentaje cercano al 28% del producto ya purificado (20); reacción que se ha reportado 

como fácil de suscitarse con sustratos con características estructurales susceptibles de 

ataques nucleofílicos sobre la misma molécula.86,87  
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Esquema 18.  Línea sintética para acceder a la sulfonamida aromática precursora del hapteno 

ATX-d.  

Obtenido el precursor estructural (19) del hapteno ATX-d planteado, se buscó ahora, 

acoplar por medio de una reacción tipo SNA por desplazamiento del átomo de flúor del  

derivado (19) con la amina secundaria puente de la anatoxina-a en condiciones básicas de 

reacción (Esquema 19)88,89.  

La síntesis del hapteno ATX-d se completó por tratamiento de la sal del ácido 

trifluoroacético de la anatoxina-a (14) y la arilsulfonamida (19) con N,N-diisopropiletilamina 

(DIPEA) como base nitrogenada para liberar de la anatoxina-a el grupo amino nucleofílico. 

Esta reacción se montó en tetrahidrofurano anhidro por 3 h a temperatura ambiente, para 

que finalmente se obtuviera el hapteno ATX-d con el carboxilato del brazo espaciador 

protegido como un éster terc-butílico (21) con rendimiento del orden del 85%.   
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Esquema 19. Síntesis del hapteno ATX-d como sal de ácido trifluoroacético. 

Tal como se ilustra en el esquema 19, acceder al hapteno derivatizado ATX-d (22), solo 

requirió la hidrólisis ácida para la remoción del grupo éster terc-butílico por tratamiento de 

(21) con una solución equimolar de TFA y CH2CL2 a temperatura ambiente y agitación suave; 

procedimiento que arrojó un rendimiento del 94% del hapteno ATX-d (22). El rendimiento 

sintético global para la obtención del hapteno ATX-d (22) a partir  del amino-éster (18) en  

tres etapas sintéticas subsecuentes descritas fue del 57%. 

4.4 Activación de hapteno de anatoxina-a ATX-d 

Toda vez sintetizado el hapteno ATX-d que mimetiza a la biotoxina derivatizada con el  

FDNB (reactivo de Sanger) y en función que, dicho hapteno se conjugaría eventualmente de 

manera covalente a los grupos –NH2 de las proteínas formando una amida, se decidió 

activar el grupo carboxilo terminal presente en la estructura del hapteno. La activación del 

carboxilato por el método de formación de un éster activo, es una estrategia química que 

incrementa la electrofilia del carbono carbonílico del carboxilato por la incorporación de 

una funcionalidad química más electronegativa, adyacente al carbono electrofílico que, 

arrastra la densidad electrónica hacia ella y favorece así la entrada de una especie 

nucleofílica. 90,91,92 
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Algunos de los procesos más utilizados para este fin emplean un agente activante, que 

comúnmente es una carbodiimida como la DCC (N,N’-diciclohexilcarbodiimida), la EDC·HCl 

(1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) o bien, empleando una carbodiimida con la 

capacidad de disolverse en medio acuoso, en sinergia con la sulfo-NHS.93  

La síntesis del éster activo del hapteno ANTX-D (22) se abordó empleando diferentes 

carbodiimidas, como se muestra en el Esquema 20 procesos que de manera desafortunada 

no condujeron a la formación del éster activo buscado, en lugar de este se formó un 

compuesto por reacción intramolecular, una lactama sulfonilica (Esquema 21), la cual se 

confirmó tras analizar sus espectros de RMN en los que se presentan las señales que 

corresponden a los métenos del anillo lactámico  hacia δ 3.86 ppm  del NCH2, δ 2.45 ppm 

del OCH2 y δ 2.09 ppm del OCH2N. 

Esquema 20.- Procedimientos de activación del hapteno ATX-d 
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Esquema 21.  Formación de la sulfonil-lactama 

La propuesta de formación de la lactama (24) en la estrategia sintética de activación, se 

debe a que inicialmente se formó un éster de N-hidroxisuccinimidilo (23), este sufre una 

reacción intramolecular, debido a que el carbonilo del éster activo experimenta un ataque 

nucleofílico por el nitrógeno del grupo sulfonamida, procedimiento favorecido por las 

condiciones básicas de reacción. Fenómeno que se ha observado en sistemas 

funcionalmente relacionados.94,95,, 

4.5 Preparación del nuevo hapteno de anatoxina-a derivatizada. 

 4.5.1 Síntesis del hapteno ATX-dc 

Ante la problemática para acceder al éster activo del hapteno (22), se decidió retomar 

la formación del hapteno modificándolo de manera estructural, que permita su activación. 

La estrategia planteada para dicho fin, consistió en obtener un producto N-metilado (23), 

con un  cambio conformacional, que no comprometería el potencial del hapteno de imitar 

a la biotoxina derivatizada con el NBDF, a la vez que impediría el proceso de reacción 

intramolecular observado previamente al disminuir la nucleofilia del nitrógeno 

sulfonamídico.  
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La estrategia química para acceder al nuevo hapteno de la anatoxina derivatizada, el 

hapteno ATX-dc (25), se realizó de manera similar a la planteada para obtener el hapteno 

ATX-d (22), solo que partiendo de un aminoácido N-metilado (Esquema 21). 

Para alcanzar dicho fin, se usó como material de partida el reactivo comercial al 

clorhidrato del ácido 4-(N-metilamino) butanoico, el cual se sometió a reacción con 

trifluoroboroeterato (BF3·Et2O) y acetato de terc-butilo en exceso por 1 h, proceso que 

derivó en el correspondiente éster terc-butílico. El resto de las transformaciones que dieron 

lugar al hapteno ATX-dc, se realizaron de manera idéntica a la síntesis anteriormente 

descrita de ATX-d. El rendimiento global del hapteno ATX-dc fue del 18% en cuatro etapas 

sintéticas partiendo del N-metil aminoácido comercial de partida.  

 

Esquema 22.  Ruta de síntesis para la obtención del hapteno ATX-dc. 
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Los datos espectroscópicos de RMN hapteno ATX-dc (28), mostraron características señales 

prácticamente idénticas a las registradas para el hapteno ATX-d (22), con excepción de una 

señal que presenta un desplazamiento a δ 2.79 ppm en RMN de 1H y a δ 34.8 ppm en RMN 

de 13C, atribuible al grupo metilo sobre el nitrógeno de la agrupación sulfonamida.  

La obtención del hapteno ATX-dc (28), análogo estructural de la anatoxina-a 

derivatizada con el reactivo de Sanger, cierra la primera etapa de investigación conducente 

a la obtención de anticuerpos de alta sensibilidad hacia anatoxina-a derivatizada en 

matrices acuosas. 
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4.6. Perspectiva de trabajo 

Toda vez que se alcanzaron los objetivos del primer ciclo de trabajo, dirigido a la 

obtención de anticuerpos de alta sensibilidad hacia un analito derivatizado, la cianotoxina 

anatoxina-a; se pretende obtener bioconjugados proteicos, inmunorreactivos esenciales 

que conducirán a realizar, por un lado, un protocolo de inmunización en animales de 

experimentación que, eventualmente permitirá acceder a sueros policlonales, y por 

aplicación de tecnología de generación de hibridomas, a anticuerpos monoclonales. Por 

otro lado, los bionjugados proteicos también se emplearán como inmunorreactivos para el 

desarrollo de una plataforma inmunoanalítica del tipo ELISA.  
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5. CONCLUSIONES 

Este trabajo de investigación fue orientado a obtener un análogo estructural o hapteno 

de la biotoxina anatoxina-a sometida a un proceso de derivatización, meta a la cual se logró 

acceder través de los siguientes objetivos particulares logrados: 

a) La obtención de anatoxina-a racémica como sal del ácido trifluoroacético, se llevó 

acabo en 9 etapas sintéticas obteniendo un rendimiento global alrededor del 32%, 

todos los compuestos intermedios obtenidos así como la (±)-anatoxina-a se 

caracterizaron por RMN 1H, 13C y  experimentos de 2D-RMN.  

 

b) El proceso de derivatización de la anatoxina-a con el 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno, 

resultó en ésta etapa de investigación ser una estrategia exitosa. El proceso permitió 

la obtención de la biotoxina derivatizada con rendimientos del orden del 80% en 

periodos de reacción relativamente cortos de alrededor de 30 minutos. Lo que 

concluye que el reactivo de Sanger es altamente reactivo e idóneo como agente 

derivatizante hacia la biotoxina. 
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c) La obtención del hapteno ATX-dc, se preparó en cuatro etapas de sintéticas con un 

rendimiento global alrededor del 18.7 %. 
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6. EXPERIMENTAL 

6.1 Reactivos, aparatos y técnicas generales 

A los compuestos sólidos que se obtuvieron se les determinó el punto de fusión (Pf)  

empleando un equipo Mel-Temp marca Thermo Scientific y se reportan sin corrección. 

Los espectros IR-ATR  de los productos obtenidos se realizaron en un espectro Varian 

Modelo 640 FT-IR. Su intensidad se definió como d (débil), m (media) y f (fuerte). 

La confirmación de cada uno de los productos sintéticos se realizó por Resonancia 

magnética nuclear  (RMN 1H, RMN 19F y RMN 13C), empleando disolventes deuterados. El 

desplazamiento químico (δ) se expresa en ppm relativas al TMS en 1H y 13C y en relación al 

CFCl3 para 19F, se llevaron a cabo en un espectrómetro Bruker Avance DRX-400MHz. La 

asignación de señales  de 1H y 13C de cada producto se atribuyeron gracias a experimentos 

2-D RMN.  Los patrones de acoplamiento se asignaron como: singulete (s), doblete (d), doble 

de dobles (dd), doble  de dobles doblado (ddd), triplete(t), doble triplete (dt), cuartete (c), 

quintuplete (quint), multiplete (m). 

La masa de los productos de cada reacción se determinó por espectrometría de masas 

de alta resolución en un espectrómetro de masas con trampa de iones marca Varian modelo 

500-MS. Los resultados obtenidos se expresaron como relación masa/carga (m/z). 

 A los solventes orgánicos utilizados en cada una de las reacciones se les elimino la 

humedad antes de emplearlos según los procedimientos rutinarios de laboratorio. Los 

reactivos empleados fueron marca Sigma Aldrich. La manipulación de reactivos sensibles al 

aire y/o humedad se realizó con atmosfera controla de N2 anhidro, las  cánulas,  el material 

de vidrio y las jeringas utilizadas fueron  secados en estufa a 130 oC.  

Las reacciones que necesitaron asistencia de microondas se llevaron a cabo en un 

reactor de microondas marca Anton Paar™ modelo Monowa Edu. 

La evolución de las diferentes  reacciones se monitorearon por CCF empleando placas 

de gel de sílice con indicador de fluorescencia Merck 60 F254 de 0.25 mm. Para observar 

los productos en CCF se utilizaron reveladores como: molibdato cérico amónico acuoso, 

solución etanólica de ácido fosfomolíbdico y empleando lámpara de luz UV de 254nm. 
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 La separación y purificación de los productos de cada reacción se hizo por columna 

cromatográfica en columna tipo flash con gel de sílice Merck 60 (230-400 mesh) como fase 

estacionaria, utilizando  mezcla de solventes indicada según el caso, como fase móvil. 

 

6.2 Síntesis de anatoxina-a  

 

rac-(1R,8R,Z)-8-(Bencilamino)ciclooct-4-enol(5).  Se preparó una disolución de 303 μL 

(2.4mmol) del epóxido 4 y 534μL (4.89 mmol) de bencilamina en 4.46 mL de MeOH con 

agitación y asistida por microondas. La reacción se mantuvo por un periodo de tiempo de 

22 h a 110 ⁰C. Concluyendo el tiempo señalado, se le retiro el disolvente y el residuo 

obtenido fue  sometido a un proceso de cristalización en frio con  15 mL Hexano, proceso 

=que proporciono un sólido de color blanco. El amino–alcohol (5) se obtuvo por filtración 

(359 mg, 70%). Al sobrenadante obtenido del filtrado se le eliminó el disolvente y se purificó 

mediante columna cromatográfica, con una mezcla eluyente de CHCl3 y 5% de metanol, esto 

permitió obtener amino-alcohol (5) adicional  como un sólido blanquecino (522 mg, 23%), 

proceso permitió elevar el rendimiento  de (5) hasta un 93%. 

Datos espectroscópicos de 5: pf 71°C, IR (ATR) νmax/cm-1 3281d, 300d,2939d, 2907d, 

2838d,1644d, 1497d, 1449m, 1012m, 973m,877d, 735.2f,696f, RMN-1H (400 MHz, CDCl3) 

δ=7.41–7.20 (m), 5.66 y 5.51 (m), 3.81 y 3.67 (m), 3.35 (ddd), 2.62 (ddd), 2.39–2.09 (m), 2.24 

( m), 2.16–1.44 (m), 2.05-1.41 (m); RMN-13C (75 MHz) δ=140.1, 130.7, 128.8, 128.2,  128.0, 

127.3, 72.1 , 60.4, 53.1, 34.6, 32.7, 23.4, 23.1     EMAR (ES) m/z calculada de C15H21NO 

[M+H]+ 231.16, encontrada 231.19.  
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rac-(1R,2R,6R)-9-Bencil-9-azabiciclo[4.2.1]nonan-2-ol(6). Se pesaron  164mg 

(0.5146mmol) de Hg(OAc)2 posteriormente se adicionaron 2.6mL de una disolución 

THF-H2O (1:1) a una temperatura de 0°C con agitación constante. Posteriormente sobre la 

mezcla de reacción se adicionó lentamente por goteo una disolución de 100 mg (0.434 

mmol) del alcohol (5) en 857μL de tetrahidrofurano. La mezcla de reacción se mantuvo en 

agitación por 20 min, una vez transcurrido dicho tiempo se adicionaron 512 μL de una 

disolución 3 M de hidróxido de sodio, en seguida se agregó una disolución de 19.7 mg (0.519 

mmol) de NaBH4 en 1.1 mL de NaOH 3 M. Las condiciones de reacción se mantuvieron por 

15 min controlando la temperatura a 0°C y 15 min adicionales a temperatura ambiente. Una 

vez se corroboro el termina de la reacción por CCF y se procedió a procesar el crudo de 

reacción. El cual comenzó  separando la fase acuosa-orgánica del mercurio metálico 

formado por decantación, posteriormente se le realizaron extracciones con Et2O. Los 

volúmenes de disolvente orgánico recuperados se trataron con solución de NaCl saturada, 

se secaron con Na2SO4 y se les eliminó el disolvente.  

El crudo procesado se purificó por columna cromatográfica, empleando como fase 

móvil CHCl3, proceso que permitió  acceder al amino alcohol bicíclico (6) como un aceite 

(84.91 g, 84%).  

Datos espectroscópicos de 6: IR (ATR) νmax/cm-1  3341m, 2925f, 1491d, 1452m, 1302d, 

1053m, 1026m, 704m, RMN-1H   (400 MHz, CDCl3) δ= 7.46–7.12 (m), 3.86 (ddd), 3.77 y 3.69 

(m), 3.33–3.20 (m), 2.31 y 1.46 ( m), 1.95-1.68 (m), 1.62-1.45 (m), 1.33-1.24 (m). RMN-13C 

(75 MHz) δ= 141.6, 128.7, 126.8, 73.5, 68.6, 61.4, 61.2, 36.2, 33.5, 32.6, 22.5, 19.7 EMAR 

(ES) m/z calculada para C15H21NO [M+H]+ 231.16, encontrada 231.09. 

 



  Experimental 

45 
 

Continuando con la elución se obtuvo el hidroxi-acetato (7) como producto secundario de 

reacción (4.5 mg, 4%). 

Datos espectroscópicos de 7: RMN-1H (400 MHz, CDCl3) δ= 7.34-7.18 (m), 5.23 (dt), 4.08 

(ddd), 3.97 y 3.91 (m), 2.83 (m), 2.65 (m), 1.94 ( s), 1.96 y 1.78 (m), 1.98 y 1.83 (m), 1.96 y 

1.74 (m), 1.88 y 1.77 (m); RMN- 13C (75 MHz) δ= 170.9, 139.7, 128.3, 128.2, 127.3, 70.15, 

68.5, 56.4, 54.5, 52.1, 29.8, 26.5, 21.6, 21.50, 19.5 

 

 

rac-(1R,6R)-2-ol-azabiciclo[4.2.1.]nonano-9-carboxilato de terc-butilo(8). A una 

mezcla preparada con 131 mg (0.0.567 mmol) del alcohol bicíclico (3) y 1.6 mL de Acetato 

de etilo, se le adiciono 26.2 mg de Pd(OH)2 sobre carbono, seguido de la adición de  1.13 

equivalentes (148 mg, 0.624 mmol) de Boc2O bajo presión de H2  de 1 atmosfera con 

agitación vigorosa, la condiciones de reacción mencionadas se mantuvieron durante 1 día. 

Concluyendo éste tiempo, la mezcla se diluyó con acetato de etilo y se filtró sobre tierra 

diatomeas. El sobrenadante se procesó con 15 mL de una solución saturada de bicarbonato 

de sodio, posteriormente con salmuera y se secó con Na2SO4, seguido de la eliminación del 

disolvente para su posterior purificación. Esta se realizó por columna cromatográfica, con 

mezcla eluyente Cloroformo-Metanol 9:1, proceso que permitió alcanzar como un aceite  al 

alcohol N-boc protegido (8) (123.8 mg, 96%).  
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rac-(1R,6R)-2-Oxo-9-azabiciclo[4.2.1]nonano-9-carboxilato de terc-butilo(9). Se 

preparó una disolución de 2 equivalentes molares (283 mg, 0.667) Periodinano Dess-Martin 

comercial en 2.5 ml de diclorometano seco en atmosfera inerte de nitrógeno, con agitación 

vigorosa a una temperatura de 0°C, a la que posteriormente se adicionó una mezcla de 80.5 

mg (0.452 mmol) del alcohol N-boc (8) y 2.5 mL de diclorometano, la mezcla de reacción se 

retiró del baño frío y se mantuvo por 4 h en agitación a temperatura ambiente. Al finalizar 

este tiempo se adicionaron 4.1mL de disolución saturada de NaHCO3 y 4.1mL de disolución 

de Na2S2O3 para detener la reacción llevando la temperatura a 0°C, estas condiciones se 

mantuvieron por 20 min.  A continuación, la mezcla de reacción se le agregó 20 mL de agua 

para diluirla y realizarle extracciones empleando diclorometano, los volúmenes 

conjuntados se procesaron con solución saturada de NaCl, se secaron con Na2SO4 y se les 

retiro el disolvente a presión reducida, el crudo de reacción procesado se purificó por 

cromatografía en columna tipo flash, utilizando una disolución de Hexano-acetato de etilo 

9:1 como eluyente, obteniéndose la cetona (9) como un aceite (75.3mg, 94%).   

Datos espectroscópicos de 9: IR (ATR) νmax/cm-1 2965d, 169m, 1688f, 1393f, 1345m, 

1237d, 1168f, 101f, 926d,771m,  RMN-1H(400 MHz, CDCl3) δ= 4.56-4.16 (m), 2.57–2.45 (m), 

2.40-2.25 (m), 2.25-2.06 (m), 1.96-1.86 (m), 1.81-1.61 (m), 1.47-1.45 (s). RMN-13C (75 MHz, 

CDCl3) δ= 215.3, 153.4, 80.4, 6521, 56.5, 41.9, 33.1, 30.1, 28.7, 26.6, 19.5. EMAR (ES) m/z 

calculada para C13H21NO3 [M+H]+ 239.15, encontrada 229.28 
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rac-(1R,6R)-2-(((Trifluorometil)sulfonil)oxi)-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-eno-9-carboxilat

o de terc-butilo(10). Se preparó una mezcla de reacción con 108.6 mg (0.441 mmol) del 

compuesto carboxílico (9) y  5.7 mL de tetrahidrofurano como disolvente en atmosfera de 

nitrógeno. La mezcla se llevó a una temperatura de -78°C empleando baño de hielo 

seco/acetona para adicionarle por goteo lento 2.1 equivalentes molares (1.77 mL, 0.882 

mmol) de KHMDS 0.5 M en tolueno; se mantuvieron las condiciones de reacción durante 

1.5 h y después se agregaron 2.4 equivalentes molares de (432 mg, 1.1025) del reactivo de 

Comins disueltos en  0.5 mL de tetrahidrofurano. La mezcla de reacción se agitó por 60 min 

manteniendo las condiciones de reacción señaladas con anterioridad.  Con el objeto de 

detener la reacción la mezcla de reacción se llevó a una temperatura de a 0°C y se 

adicionaron 1.5 mL de una disolución saturada de NH4Cl frío (0°C), posteriormente se le 

agregaron 15 mL de agua para diluirla mezcla de reacción y facilitar las extracciones con 

Acetato de etilo realizadas a continuación, las fases orgánicas resultantes se procesaron con 

solución saturada de NaCl, se secaron con Na2SO4 anhidro y se les eliminó el disolvente, el 

crudo procesado fue purificado por cromatografía en columna tipo flash, empleando como 

mezcla de elución hexano–AcOEt 8:2, para conseguir el triflato (10) (148.3mg, 91%) con 

consistencia aceitosa. 

Datos espectroscópicos de 10: IR (ATR) νmax/cm-1  2925d, 2354m, 1693m, 1415m, 

1246d, 1167d, 1140m, 1024d, 527f, RMN-1H (400 MHz, CDCl3) δ= 5.78-5.74 (m), 4.56 (m), 

4.43-4.21 (m), 2.23(m), 2.22-1.65 (m), 2.05 (m), 2.03-1.68(m), 1.46 ( s); NMR-13C (75 MHz, 

CDCl3) δ 154.5, 153.3, 120.4, 116.3, 80.2, 58.7, 54.6, 32.5, 31.2, 30.6, 28.2, 19.4 ; RMN-19F 

(282 MHz, CDCl3) δ-74.6 (s). EMAR (ES) m/z calculada para C14H20F3NO5S [M+H]+ 371.10, 

encontrada 371.04 
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rac-(1R*,6R*)-2-((Trimetilsilil)etinil)-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-eno-9 carboxilato de 

terc-butilo(11). Se preparó una disolución con 72.4 mg (0.194mmol) del enol triflato (10), 

13.6 mg (0.094 mmol, 10% mol) de cloruro de paladio bistrifenilfosfina (PdCl2(PPh3)2) y 1.84 

mg (0.0097 mmol, 5% mol) de ioduro cúprico (CuI) como cocatalizador y 1 mL de 

dimetilformamida (DMF) como medio de reacción bajo atmosfera de N2, a la que 

posteriormente se le adicionaron 4.1 equivalentes molares (109μL, 0.776 mmol) de 

trimetilsililacetileno comercial, la mezcla de reacción se sónico para desgasificar con 

corriente de N2, posteriormente se le agregaron 3 equivalentes (84 μL) de trietanolamina 

como base nitrogenada, la mezcla de reacción se mantuvo en agitación a temperatura 

ambiente por 1h. El término de la reacción se confirmó por CCF, al crudo de  reacción se le 

agregaron 10 mL de agua y se le sometió a un proceso de extracción con éter etílico,  las 

fases orgánicas resultantes fueron procesadas con cloruro de litio acuoso al 1.5%, disolución 

acuosa saturada de NaCl y se secaron con Na2SO4. El crudo procesado se le  eliminó el 

solvente y  se purificó por cromatografía en columna tipo flash, utilizando como mezcla 

eluyente hexano-AcOEt 8:2, para acceder al enino trimetilsililado (11) (61 mg, 92%) como 

un aceite. 

Datos espectroscópicos de 11: RMN-1H (400 MHz, CDCl3) δ= 6.13 (m), 4.57 (m), 

4.41-4.09 (m), 2.25–2.14 (m), 2.22–1.87 (m), 2.16–1.62 (m), 2.11-1.73 (m), 1.48 (s), 0.17( s); 

NMR-13C (75 MHz, CD3Cl) δ=153.5, 138.1, 131.6, 106.4, 92.4, 79.5, 59.6, 55.5, 31.6, 31.2, 

28.7, 28.3, 24.4, 0.16   
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rac-(1R,6R)-2-Etinil-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-ene-9-carboxilato de terc-butilo(12). Se 

preparó una disolución con 5.0 equivalentes (216 mg, 1.569 mmol) K2CO3 y de 3.9 mL de 

MeOH y se agregaron al matraz de reacción que contenía 100.8 mg (0.314 mmol) del 

compuesto trimetilsililado (11) en presencia de atmósfera de nitrógeno,  esta mezcla de 

reacción se agitó a temperatura ambiente y el desarrollo de la misma se siguió por CCF. Una 

vez transcurrieron 60 minutos se observó el término de la misma, a la mezcla de reacción 

se le agregaron 30 mL de agua, para posteriormente realizar extracciones utilizando 

diclorometano,  las fases orgánicas se procesaron con solución saturada de NaCl, se secaron 

con Na2SO4 y se les elimino el disolvente, el residuo obtenido se purificó por cromatografía 

en columna tipo flash, utilizando como mezcla eluyente hexano-AcOEt 8:2, proceso que 

permitió acceder al enino (12) (73.5mg, 94%) como un aceite amarillo claro. 

Datos espectroscópicos de 12: RMN-1H (400 MHz, CDCl3)  δ 6.15 (dd), 4.57 (m), 

4.41-4.16 (m), 2.89-2.86 (s), 2.26 (m), 2.21-2.14 (m), 1.93-1.83(m), 1.72-1.61 (m), 1.45 (s); 

NMR-13C (75 MHz, CD3Cl) δ= 155.5, 138.4, 130.2, 85.1, 79.6, 76.2, 60.2, 55.4, 31.7, 31.1, 

29.3, 28.5, 24.5. 
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rac-(1R,6R)-2-Acetil-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-en-9-carboxilato de terc-butilo(13).  

A una disolución preparada con 76 mg (0.1464 mmol) del enino conjugado (12) y 0.5 

equivalentes de HgO (15.8 mg, 0.073 mmol) en 642μL de MeOH anhidro utilizando N2 para 

generar atmósfera inerte, se le adicionó por goteo lento una mezcla preparada con 1.4 mg 

de C2HCl3O2, 35 μL de eterato de trifluoruro de boro en 1,9 mL de metanol. La mezcla de 

reacción resultante se mantuvo a temperatura ambiente y con agitación por 1 h. Al 

transcurrir este tiempo se agregaron a la mezcla de reacción 310 μL de agua destilada y se 

mantuvo la agitación por 15 min más. Concluyendo el tiempo mencionado, sobre la mezcla 

de reacción se vertieron 10 mL de agua fría y 5 mL de disolución saturada de NaHCO3, para 

posteriormente realizar extracciones con diclorometano, las fases orgánicas resultantes se 

procesaron  con solución de cloruro de sodio saturada, se secaron con Na2SO4 y se les 

eliminó el disolvente proporcionando un residuo aceitoso que fue purificado por columna 

cromatográfica, utilizando Hexano–AcOEt 8:2 como mezcla eluyente, proporcionando la 

anatoxina-a N-Boc protegida (13) (24.3 mg, 64%) como un aceite . 

Datos espectroscópicos de 13: IR (ATR) νmax/cm-1 2978.2d, 2925.6d, 2853.5d,1690.7m, 

1662.8m, 1404.6m, 1390.2m, 1363.2m, 1337.4m, 1231.2m, 1168.3m, 1108.2m, 991.4d; 

NMR-1H (400 MHz, CDCl3) δ= 6.83 (m), 5.14 (m), 4.47–4.26 (m), 2.55-2.41 (m), 2.26 (s), 

2.21-2.2 (m), 1.65-161 (m), 1.35 (s); RMN-13C (75 MHz, CDCl3) δ 197.6, 150.4, 142.4, 141.0 

(C-3), 79.8, 55.8, 53.0, 31.4, 30.4, 29.4, 28.7 y 28.4, 25.2, 24.1. 



  Experimental 

51 
 

 

Trifluoroacetato de rac-(1R,6R)-2-acetil-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-en-9-io(14). La 

mezcla de reacción preparada con 18.0 mg (0.0678 mmol) de anatoxina-a N-Boc protegida 

(13) y 1.1 ml de una disolución 1:1 de TFA–CH2Cl2 con atmosfera de Nitrógeno se agitó a 

temperatura ambiente, el desarrollo de la reacción se siguió por CCF, se determinó el final 

de esta después de  1 h de reacción para así eliminar el exceso de disolvente, procedimiento 

que permitió acceder a la sal de anatoxina-a del  ácido trifluoroacético (14) (25.3 mg, 96%). 

Datos espectroscópicos de 14.- IR (ATR) νmax/cm-1 2956.8d, 2924.1d,1664d, 2337.4d, 

1429d, 1362d, 1134f,796m, 706m, 709m; RMN-1H (400 MHz, CDCl3) δ=7.14 (m), 5.28–5.15 

(m), 4.29 (m), 2.64–2.51 (m), 2.51–2.33 (m), 2.29 (s), 2.24–2.12 (m), 2.0–1.78 (m); RMN-13C 

(75 MHz, CDCl3) δ= 196.8, 161.2, 146.2, 144.3, 58.8, 52.5, 30.3, 27.9, 27.6, 25.1, 23.3. 
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rac-1-((1R,6R)-9-(2,4-dinitrofenil)-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-en-2-il) etan-1-ona(16). Se 

preparó una disolución con 13 mg (0.0429 mmol) de la sal de anatoxina-a (15) y 1mL de 

tetrahidrofurano anhidro a 0°C en atmosfera inerte de N2, a la que se le adicionaron 

lentamente por goteo 1.1 equivalentes de diisopropilamina (8.26 μL,0.0472 mmol), con 

agitación continua. Transcurridos 5 min, el matraz de reacción se llevó a temperatura 

ambiente y a la mezcla de reacción se le adicionaron 1.4 equivalentes (7.6 μg, 0.061 mmol) 

del agente derivatizante FDNB, en continua agitación por 30 min. Al matraz de reacción se 

le agregaron 10 ml de agua y se realizaron extracciones utilizando diclorometano, los 

volúmenes de disolvente colectados se trataron con disolución de NaCl saturada, se secaron 

utilizando Na2SO4 como agente desecante y se les retiro el disolvente, el producto residual 

se  purificó por columna cromatográfica, empleando como mezcla eluyente hexano-AcOEt 

8:2, para dar lugar a la anatoxina-a N-dinitroaril (15) (11.4 mg, 80%) como un aceite 

amarillento.  

Datos espectroscópicos de 15: IR (ATR) νmax/cm-1 292.4d, 1652.2m, 1601f, 1577.7m, 

1526.1m, 1496.4f, 1316.3f, 1285.1m, 1265m, 1255.2m, 1227.4m, 1144.7m, 950.1m, 

909.5m, 829.3m, 742.4f; RMN-1H (400 MHz, CDCl3) δ= 8.49 (d), 8.11 (dd), 6.93 (m), 6.79 (d), 

5.33 (aparente d), 4.32 (m), 2.42–2.26 (m), 2.34 (s), 2.35 y 1.83 (m), 2.31 y 1.75 (m), 

1.86-1.74 (m); RMN-13C (75 MHz, CDCl3) δ= 198.4, 145.2, 144.1, 136.4 , 136.2, 127.6, 123.4, 

118.3, 58.6, 57.7, 31.3, 30.8, 28.9, 25.3, 24.7 
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6.3 Síntesis del hapteno de anatoxina-a derivatizada 

6.3.1. Ensayos de derivatización de anatoxina-a con el reactivo de Sanger 

Los ensayos de derivatización se realizaron con anatoxina-a como sal del ácido 

trifluoroacético (120 ppm) en medio acuoso amortiguado por Buffer de Boratos 0.1 M a pH 

9.6, 5.0 equivalentes de reactivo de Sanger y Acetonitrilo 50%, la reacción se monitoreo 

empleando un Cromatografo Líquido HPLC Shimadzu modelo LC20-AT. Se empleó una 

columna Ultra C18 (250 x 4.6 mm, 5μm de tamaño de partícula) de Restek y la fase móvil 

consistió en acetonitrilo: agua (80:20). El volumen de inyección fue 20μL y un flujo de 

0.8mL/min; tras transcurrir 15 min de reacción se consumió casi en su totalidad la sal de 

anatoxina-a. 

 

Figura 10. Cromatogramas de evolución de derivatización de anatoxina-a, a) inicio de reacción 

y b) final de reacción de derivatización 
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6.3.2 Síntesis del hapteno ATX-d 

 

ácido 4-(((benciloxi)carbonil)amino)butanoico(16). Se colocaron 521 mg (4.87 mmol) 

de ácido γ-aminobutírico comercial en matraz de reacción a 0°C, posteriormente se 

adicionaron por goteo lento  2.6 mL de una disolución 2 M de hidróxido de sodio 

manteniendo agitación. En seguida, se adiciono 1.2 equivalente (767 μL, 5.34 mmol) de 

cloroformiato de bencilo lentamente manteniendo  baja la temperatura en el medio de 

reacción. Durante los primeros 15 min de reacción el pH se mantuvo con un valor cercano 

a 10 mediante la adición de NaOH en solución 3M. Cuando el pH se mantuvo constante, la 

reacción se llevó a temperatura ambiente por un lapso de tiempo de 4.5 h. Una vez 

transcurrió el tiempo mencionado, a la mezcla de reacción se le realizaron 2 extracciones 

con Et2O y la fase acuosa obtenida se llevó a 0°C, llevándola a valores de pH entre 1-2, 

empleando una disolución de HCl 6M. A la suspensión ácida obtenida se le agregó NaCl 

hasta su saturación y posteriormente se le realizaron extracciones con AcOEt; las fases 

orgánicas obtenidas se procesaron con salmuera, Na2SO4 y se les retiro el disolvente, al 

producto resultante se le hicieron lavados con éter dietilico, como resultado de este 

procedimiento se obtuvo el ácido N-Cbz protegido (16) como un sólido blanquecino (976 

mg, 84%). Las propiedades físicas y datos espectroscópicos del compuesto generado 

concuerdan con los reportados con anterioridad (CAS No. 5105-78-2).96,97 
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4-(((Benciloxi)carbonil)amino)butanoato de terc-butilo(17). A una disolución 

preparada a partir de 934 mg (3.88 mmol) del aminoácido (16) y 0.14 equivalentes molares 

(59 mg, 0.466 mmol) de DMAP y 5.3 mL de diclorometano anhidro, se le agregaron 3.5 

equivalentes (1.3 mL, 13.9 mmol) del alcohol terc-butílico en atmosfera de N2. La mezcla de 

reacción resultante se llevó a 0°C con baño de hielo, para agregarle posteriormente 

lentamente por goteo y en presencia de agitación vigorosa, 4.2 mL de una mezcla preparada 

con 1.15g (1.4 equivalentes, 5.8 mmol) de DCC y CH2Cl2. Las condiciones antes mencionadas 

se mantuvieron por 0.5 h para posteriormente llevarla a temperatura ambiente para que 

procediera por 15 h adicionales, el final de la reacción se comprobó por CCF. Una vez 

terminada la reacción,  esta se filtró para la separación un sólido formado, empleando 

diclorometano para realizar varios lavados, el filtrado posteriormente se lavó con 25 mL HCl 

1 M frío, seguido de un lavado una disolución de NaCl saturada, uno más con  disolución de 

NaHCO3 al 5% y finalmente uno más con salmuera. Por último la mezcla anterior se secó 

con  Na2SO4 anhidro y se le retiro el disolvente a baja presión. El producto resultante se 

purificó en cromatografía en columna tipo flash, hexano–AcOEt (8:2) como fase móvil, 

proceso que permitió acceder el éster (17) (686.0 mg, 60%). El producto fue caracterizado 

por RMN y los datos obtenidos concuerdan con los reportados con anterioridad en la 

literatura para este compuesto (CAS No. 5105-79-3).96,97 
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4-Aminobutanoato de terc-butilo (18). Se preparó una mezcla de reacción entre 44 mg 

de Pd/C al 10% como catalizador, 403.2 mg (1.34 mmol) del éster (17), y 3. 7 mL de MeOH 

como medio de reacción, bajo presión de 1 atmosfera de H2  a temperatura ambiente, la 

evolución de la reacción se monitoreo por CCF, donde se apreció el término de la misma 

después de 1 h. Una vez la reacción llegó a su término, se filtró a través de diatomita para 

retirar el catalizador y al filtrado se le eliminó el disolvente a vacío, con cuidado de no 

evaporar la amina, procedimiento que permitió acceder a la amina libre (18) (202.8 mg, 

93%). Debido a que la amina resultante, presenta alto grado de inestabilidad, se empleó en 

la siguiente etapa sintética sin  realizarle algún proceso de purificación. Sus datos 

espectroscópicos concuerdan con los previamente reportados en la literatura (CAS No. 

50479-22-6).96,97 
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4-((4-Fluoro-3-nitrofenil)sulfonamido)butanoato de terc-butilo (19). Se preparó una 

disolución entre 103 mg (0.635 mmol) éster terc-butílico (18) y 1.4 equivalentes (168 mg, 

0.645 mmol) del Cloruro de 4-cloro-3-nitrobenceno-1-sulfonilo en Diclorometano a 

temperatura de 0 °C, para posteriormente adicionar lentamente por goteo 1.3 

equivalentes(96 μL, 0.649 mmol) de Et3N en presencia de atmósfera inerte  de nitrógeno.  

La reacción transcurrió por 15 min a 0°C y el tiempo restante a temperatura ambiente. Una 

vez finalizada la reacción lo cual se comprobó por CCF, a la reacción se le agregaron 20 ml 

de agua y se le realizaron extracciones con Acetato de etilo, para después a los volúmenes 

de disolvente colectados  procesarlas con salmuera, Na2SO4 y finalmente eliminarles el  

disolvente por evaporación a vacío. Dicho proceso proporciono un residuo amarillo que fue 

purificado por cromatografía en columna tipo flash, la mezcla eluyente utilizada  fue 

hexano-AcOEt 8:2. Todo lo anterior permitió acceder a la amida sulfonica (19) (138 mg, 63%) 

como un sólido amarillento, además del compuesto formado por reacción de sustitución 

doble (20) (58 mg, 26%). 

Datos espectroscópicos de 19: RMN-1H (400 MHz, CDCl3) δ= 8.53 (dd,), 8.15 (ddd), 7.47 

(dd), 5.43 (t), 3.1 (td), 2.27 (t), 1.79 (quint), 1.41 (s); RMN-13C (75 MHz, CDCl3) δ= 173.4, 

159.5, 155.6, 137.5, 137.5, 134.5, 120.0, 81.4, 42.6, 32.5, 28.1, 24.4; RMN-19F (282 MHz, 

CDCl3) δ –110.73 (s). 

Datos espectroscópicos de 20: RMN-1H  (400 MHz, CDCl3) δ= 8.65 (d), 8.44 (t), 7.84 (dd), 

7.03 (d), 4.85 (t), 3.44 (m), 3.03 (td), 2.37 (t), 2.3 (t), 2.02 (dt), 1.75 (dt), 1.45 y 1.41 (s); 

RMN-13C (75 MHz, CDCl3) δ= 172.4 y 172.3, 147.6, 133.7, 131.2, 127.4, 126.6, 114.8, 81.3 y 

81.4, 42.6, 42.5, 32.6, 32.5, 28.1 y 28.4, 24.7, 24.3.  
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rac-4-((4-((1R,6R)-2-Acetil-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-en-9-il)-3-nitrofenil)sulfonamido)-

butanoato de terc-butilo (21).  Se montó en un matraz de  reacción una solución de 1.1 

equivalente (66.5 mg, 0.246 mmol) anatoxina (15) como sal  y 1.6 mL de Tetrahidrofurano 

a temperatura baja con baño de hielo y atmosfera inerte de N2, a esta se le adicionaron por 

goteo lento 1.2 equivalentes (49 μL, 0.274 mmol) de DIPEA. La mezcla de reacción 

resultante se agito durante 5 min manteniendo la temperatura antes mencionada, 

posteriormente se agregó lento manteniendo agitación vigorosa una mezcla formada de 

1.5 equivalentes (116 mg, 0.352 mmol) del éster (20) y 1.6 mL de THF. La reacción anterior 

finalizó en 3 h comprobándose por CCF. El crudo de la reacción se le retiro el disolvente y 

se le agrego 10 mL de una mezcla de diclorometano y agua, posteriormente se le realizaron 

extracciones con el mismo solvente orgánico, las fases orgánicas fueron colectadas y 

tratadas con salmuera, Na2SO4 para en seguida eliminar el disolvente con rotavapor a baja 

presión, resultando un aceite amarillo, el cual se purificó por columna cromatográfica, con 

hexano–AcOEt (8:2) como mezcla eluyente, permitiendo acceder al derivado de anatoxina-a 

(21) como un aceite amarillento (74.6 mg, 68%). 

Datos espectroscópicos de 21: RMN-1H (400 MHz, CDCl3) δ= 8.04 (d), 7.65 (dd), 6.96 (t), 

6.77 (d), 5.26 (m), 4.87 (t), 4.25 (m), 2.96 (td), 2.49–2.36 (m), 2.33 (s), 2.31 y 1.80 (m), 2.25 

(t), 2.25 y 1.77 (m), 1.84-1.72 (m), 1.76 (m), 1.39 (s); RMN-13C (75 MHz, CDCl3) δ= 198.3, 

173.5, 145.4, 144.2, 141.4, 137.2, 131.2, 126.7, 126.3, 119.2 , 81.2, 58.4, 57.5, 42.6, 31.4, 

31.0, 30.6, 28.1, 28.6, 25.5, 24.6, 24.3 
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trifluoroacetato del ácido rac-4-((4-((1R,6R)-2-acetil-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-en-9-il)-

3-nitrofenil)sulfonamido)butanoico (Hapteno ATX-d, 22). Se preparó una mezcla de 

reacción a partir de 32 mg (0.062 mmol) del derivado de  anatoxina(21) y 1.2 mL de una 

disolución 1:1 de ácido trifluoroacetico–CH2Cl2, la mezcla de reacción se mantuvo a 

temperatura ambiente con agitación continua, el final de la reacción se comprobó por CCF 

después de 1 h, a la mezcla de reacción se le retiro el exceso de ácido trifluoroacetico y el 

disolvente a baja presión, permitiendo alcanzar el derivado carboxílico de anatoxina-a (22) 

con consistencia aceitosa de color café (23.1 mg, 73%). 

 Datos espectroscópicos de 22: RMN-1H (400 MHz, CDCl3) δ= 8.04 (d), 7.64 (dd), 6.92 (t), 

6.79 (d), 5.23 (m), 4.21 (m), 3.11 (t), 2.48-2.33 (m), 2.37 (t), 2.35 (s), 2.33 y 1.89 (m), 2.24 y 

1.73 (m), 1.83-1.77 (m), 1.81 (m); RMN-13C (75 MHz, CDCl3) δ= 199.1, 178.0, 145.2, 144.6, 

141.5, 137.6, 131.3, 126.5, 126.2, 119.0, 58.3, 57.2, 42.3, 31.3, 30.7, 30.6, 28.6, 25.5, 24.4, 

24.3; RMN-19F (282 MHz, CDCl3) δ –76.6. 
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rac-1-((4-((1R,6R)-2-Acetil-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-en-9-il)-3 

nitrofenil)sulfonil)pirrolidin-2-ona(23). Se preparó una mezcla de reacción con 1.6 eq  (5.1 

mg, 0.047 mmol) de NHS, 1.6 eq.  (8.22 mg, 0.047 mmol) de EDC·HCl en 816 μL de 

diclorometano  y 14 mg (0.028 mmol) del ácido de anatoxina-a (22) en presencia de 

atmosfera de Nitrógeno con agitación continua a temperatura ambiente. El final de la 

reacción se confirmó por CCF en 17 h, a la mezcla de reacción se le adiciono CH2Cl2 como 

diluyente, para posteriormente tratar con 2.5 mL de solución sobresaturada de NH4Cl para 

realizarle extracciones utilizando diclorometano. Las fases orgánicas recuperadas se 

trataron salmuera, Na2SO4 como agente desecante  y se les eliminó el disolvente dando 

como resultado un aceite incoloro, que fue purificado en columna cromatográfica con 

cloroformo como eluyente, para alcanzar N-acilsulfonamida de anatoxina-a (23) (8.6 mg, 

84%) 

Datos espectroscópicos de 23: RMN-1H (400 MHz, CDCl3) δ 8.15 (d), 7.86 (dd), 6.89 (t), 

6.74 (d), 5.23 (m), 4.25 (m), 3.86 (t), 2.44 (t), 2.42–2.25 (m), 2.35 (s), 2.30–1.85 (m), 2.27–

1.75 (m), 2.07 (quint), 1.81–1.75 (m); RMN-13C (75 MHz, CDCl3) δ= 198.1, 173.5, 145.3, 

144.4, 142.5, 137.1, 132.5, 127.4, 124.3, 118.2, 58.2, 57.3, 47.6, 32.1, 31.3, 31.2, 28.2, 25.6, 

24.3, 18.1 
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6.3.3 Síntesis del hapteno ATX-dc 

 

4-(Metilamino)butanoato de terc-butilo(25). Se preparó una disolución con 1.2 g (7.81 

mmol) del reactivo comercial clorhidrato del ácido 4-(metilamino)butírico y 19 equivalentes 

(16.8 mL, 119.52 mmol) de acetato de terc-butilo en atmosfera de Nitrógeno. La disolución 

de reacción se enfrió a 10°C. Después, se agregó por goteo lento y manteniendo agitación 

6.1 equivalentes (5.6 mL, 39.57 mmol) de BF3·Et2O, la reacción se monitoreo por CCF y se 

apreció el consumo el producto de partida después de 1 h. Una vez terminada la reacción 

se diluyo con 15 ml de agua, se separaron la fase la orgánica y acuosa  a esta se realizaron 

2 extracciones con volúmenes de 15 mL de agua respectivamente. Las fases acuosas fueron 

colectadas y llevadas a pH básico por adición de 15 mL de una solución de Hidróxido de 

sodio 5M. Enseguida se le realizaron 3 extracciones con Diclorometano, las fases orgánicas 

colectadas se sometieron a un tratamiento con salmuera, Na2SO4 y se les retiro 

cuidadosamente el disolvente para evitar la volatilización  del producto, obteniendo el éster 

de la N-metilamina (25) (941. mg, 84%) como un aceite amarillento y sus respectivos datos 

espectroscópicos concuerdan con los reportados con anterioridad en la literatura (CAS No. 

1246527-48-9).96 
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4-((4-Fluoro-N-metil-3-nitrofenil)sulfonamido)butanoato de terc-butilo(26). En un 

matraz de reacción se preparó una mezcla entre 74.6 mg (0.428mmol) de la metil amina 

(25) y 1.2 eq (123 mg, 0.453 mmol)  del 4-cloro-3-nitrobenceno-1-sulfonilo y 1.5 mL de 

diclorometano en baño de hielo a 0°C en atmosfera de nitrógeno, a la mezcla anterior se le 

agregaron por goteo lento 8.4 μL (0.63 mmol, 1.4 equivalentes) de trietanolamina (Et3N). 

Después de 15 min de reacción, la temperatura de la misma se llevó a temperatura 

ambiente para que continuara la reacción, el final de la misma se verificó después de 1 h 

con CCF, la mezcla de reacción se le agregó agua para diluirla y se le realizaron 3 

extracciones con 15mL de Acetato de Etilo. Los volúmenes de disolvente conjuntados se 

trataron con salmuera, secaron sobre Na2SO4 y se les retiró el disolvente a baja presión, el 

residuo, se purificó por cromatografía en columna tipo flash, utilizando como  mezcla 

eluyente hexano-AcOEt 8:2, lo que permitió acceder la sulfonamida de terc-butilo (26) (82 

mg, 52%) como un sólido amarillento. 

Datos espectroscópicos de 26: RMN-1H (400 MHz, CDCl3) δ= 8.44 (dd), 8.06 (ddd), 7.46 

(dd), 3.13 (t), 2.76 (s), 2.30 (t). 
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rac-4-((4-((1R*,6R*)-2-Acetil-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-en-9-il)-N-metil- 

3-nitrofenil)sulfonamido)butanoato de terc-butilo(27). Se preparó una disolución con 

trifluoroacetato de anatoxina-a (15) y 600 μL de Tetrahidrofurano bajo atmosfera de 

nitrógeno a  0°C, a la que se le agregó por goteo lento 16 μL de DIPEA (0.092 mmol, 1.2 

equivalentes). Posteriormente el matraz de reacción se retiró del baño frio para adicionarle  

por goteo lento  1.5 eq (39.86 mg, 0.112 mmol) de la sulfonamida (26) en 500 μL de THF. El 

término de la reacción se alcanzó después de 5 h y se verificó con CCF, a la mezcla de 

reacción  se le retiró el disolvente y el producto resultante se purifico por columna 

cromatográfica, con una mezcla eluyente  de hexano–AcOEt 8:2, lo que permitió recuperar 

por orden de elución el compuesto (26) sin reaccionar, seguido de la anatoxina-a 

sulfonamídica (27) (16.4 mg, 43%) como un producto aceitoso amarillento. 

Datos espectroscópicos de 27: RMN-1H (400 MHz, CDCl3) δ= 7.96 (d), 7.54 (dd), 6.95-

6.98 (m), 6.73 (d), 5.23 (d), 4.23 (m),  3.01 (t), 2.71 (s), 2.42–2.26 (m), 2.35 (s), 2.32-2.27 (m), 

2.30 y 1.85 (m), 2.27 y 1.76 (m), 1.85–1.77 (m) 1.81–1.75 (m), 1.43 (s); RMN-13C (75 MHz, 

CDCl3) δ= 198.1, 172.4, 145.3, 144.6, 141.4, 137.5, 131.2, 126.3, 125.2, 119.3, 80.6, 58.1, 

57.3, 49.5, 34.7, 32.4, 31.6, 30.7, 28.6, 28.1, 25.7, 24.5, 23.1 
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trifluoroacetato del ácido rac-4-((4-((1R*,6R*)-2-acetil-9-azabiciclo[4.2.1] non-2-en-9-

il)-N-metil-3-nitrofenil)sulfonamido)butanoico(hapteno ATX-dc 28). Se preparó una 

mezcla de reacción entre 23.4 mg (0.031 mmol) de la sulfonamida de anatoxina-a (27) y 1.2 

mL de una disolución  1:1 de TFA:CH2Cl2 a temperatura de laboratorio con agitación 

continua en presencia de atmosfera de Nitrógeno, la evolución de la reacción se monitoreo 

por CCF, donde se logró  apreciar el final de la reacción en tan solo una hora. La mezcla del 

ácido y CH2Cl2 fueron retiradas de la mezcla de reacción con rotavapor y baja presión, 

permitiendo la obtención de la anatoxina-a derivatizada (28) como  sal, como un aceite de 

color marrón (16.3 mg, 93%). 

Datos espectroscópicos de 28: RMN-1H (400 MHz, CDCl3) δ= 7.95 (d), 7.54 (dd), 6.97-

6.91 (m), 6.76 (d), 5.23 (d), 4.23 (m), 3.05 (t), 2.72 (s), 2.45 (t), 2.42–2.26 (m), 2.35 (s), 2.32 

y 1.84 (m), 1.91–1.74 (m), 1.84-1.71 (m); RMN-13C (75 MHz, CDCl3) δ= 198.3, 182.2, 145.7, 

144.2, 141.5, 137.3, 131.2, 126.4, 125.1, 119.2, 58.2, 57.3, 49.6, 34.8, 31.2, 30.7, 30.5, 28.6, 

25.5, 24.4, 22.5; 19F-RMN (282 MHz, CDCl3) δ= -76.32 (s). 
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(DEPT, 75 MHz CDCl3) 
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(HSQC, 1H/13C CDCl3)  
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(1H-RMN, 300 MHz CDCl3) 
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(13C-RMN, 75 MHz CDCl3) 
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(COSY, 300 MHz CDCl3) 
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(HSQC, 1H/13C CDCl3) 
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(1H-RMN, 300 MHz CDCl3)  

 

 

 

1
5

 

 



  Anexos 

120 
 

 



  Anexos 

121 
 

(1H-RMN, 300 MHz CDCl3)  
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(13C-RMN, 75 MHz CDCl3) 
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