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@Resumen:

Procedimiento para la obtenciéon de secoiridoides
dialdehidicos.

Esta invencién se refiere un procedimiento para la
obtencién de secoiridoides dialdehidicos, tales como
la oleaceina y oleocantal mediante el uso de DMSO.
Este procedimiento permite doblar el rendimiento de
la reaccién de Krapcho con la que se obtiene
oleaceina a partir de oleuropeina, presente en la hoja
de olivo. La oleaceina, un secoiridoide dialdehidico
presente en el aceite de oliva virgen y virgen extra
posee muy interesantes propiedades bioldégicas como
antiinflamatorio y antiasmatico. Se utiliza por primera
vez la reacciéon de Krapcho a la conversién de los
aglicones monoaldehidicos de oleuropeina y
ligstrésido, presentes en extractos fenélicos del
AOVE, en los correspondientes derivados
dialdehidicos oleocantal y oleaceina, con lo que se
consigue un método muy eficaz de enriquecer los
extractos fendélicos en los secoiridoide dialdehidicos,
de alto valor afiadido.

Aviso:

Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP 11/1986.
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DESCRIPCION

Procedimiento para la obtencién de secoiridoides dialdehidicos

Objeto de la invencion

Esta invencién permite doblar el rendimiento de la reaccion de Krapcho con la que se
obtiene oleaceina a partir de oleuropeina, presente en la hoja de olivo. La oleaceina,
un secoiridoide dialdehidico presente en el aceite de oliva virgen y virgen extra, posee
muy interesantes propiedades biolégicas como antiinflamatorio y antiasmatico. Se ha
extendido por primera vez la reacciéon de Krapcho a la conversion de los aglicones
monoaldehidicos de la oleuropeina y del ligstrésido, presentes en extractos fendlicos
del AOVE, en los correspondientes derivados dialdehidicos oleocantal y oleaceina,
con lo que se consigue un método muy eficaz de enriquecer los extractos fendlicos en
los secoiridoides dialdehidicos, de alto valor afiadido. También se describe un nuevo
procedimiento para estabilizar y aumentar la biodisponibilidad de la oleaceina y el

oleocantal mediante reacciones de acilacion y acetalizacion.

Esta invencion se encuadra en la produccion en las areas de la Agricultura,

Alimentacién, Quimica y Farmacia.

El Sector de Actividad en el que la invencion puede ser utilizada corresponde al area

de Alimentacion y de la Industria Farmacéutica.

Estado de la técnica

Los componentes mayoritarios de la fraccién fendlica de los aceites de oliva virgen
extra (AOVE) son los dialdehidos oleaceina y oleocantal, los aglicones
monoaldehidicos de la oleuropeina y del ligstrésido, y los correspondientes aglicones
dialdehidicos (1).

Se ha descrito que el oleocantal posee propiedades beneficiosas tales como actividad
antiinflamatoria (2;3) y antitumoral (4;5). Ademas, el oleocantal ejerce un papel
neuroprotector en el cerebro (6;7), siendo efectivo en la disminucién de las placas -

amiloides, lo que contribuye a la prevencion de la enfermedad de Alzheimer (8).

Por otro lado, la oleaceina es un potente antioxidante y un buen inhibidor de la enzima

5-lipoxigenasa implicada en la biosintesis de leucotrienos, por lo que la oleaceina
2
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puede ser de utilidad en el tratamiento del asma y de la rinitis alérgica (9). Ha
demostrado ser un farmaco efectivo contra enfermedades relacionadas con la
degradacién de las placas ateroscleréticas (10), y presenta propiedades

antiproliferativas (11).

Recientemente, se ha descrito un procedimiento para transformar la oleuropeina, el
principal compuesto fendlico presente en la hoja de olivo, en oleaceina utilizando la
reaccion de Krapcho basada en el calentamiento en DMSO conteniendo NaCl y agua.
El rendimiento publicado para esta reaccién es del 20.5%. También se ha descrito que
la oleaceina se descompone significativamente durante la purificacién cromatografica

tanto en gel de silice como en fase reversa (12).

El oleocantal puede ser aislado del AOVE (13) o puede prepararse a partir de D-lixosa
(14). La oleaceina también puede sintetizarse a partir de D-lixosa (14).

Referencias

(1) Diamantakos P et al. Oleokoronal and oleomissional: new major phenolic
ingredients of extra virgin olive oil. Olivae 2015, 122, 23

(2) Parkinson L & Keast R. Oleocanthal, a phenolic derived from virgin olive oil: a
review of the beneficial effects on inflammatory disease. Int J Mol Sci 2014, 15, 12323
(3) Peyrot Des Gachons C et al. Use of the irritating principal oleocanthal in olive oil, as
well as structurally and functionally similar compounds, WO2006122128 A2

(4) Hodge AM et al. Foods, nutrients and prostate cancer. Cancer Cause Control 2004,
15, 11

(5) LeGendre O et al. (-)-Oleocanthal rapidly and selectively induces cancer cell death
via lysosomal membrane permeabilization, Mol Cell Oncol 2015, 2, e1006077-1-8

(6) Heneka et al. Neuroinflammation in Alzheimer’s disease, Lancet Neurol 2015, 14,
388

(7) Theoharides TC, Anti-inflammatory compositions for treating neuro-inflammation,
US2013115202 A1

(8) Abuznait et al. Olive oil-derived oleocanthal enhances B-amyloid clearance as a
potential neuroprotective mechanism against Alzheimer’s disease: In vitro and in vivo
studies, ACS Chem Neurosci 2013, 4, 973

(9) Vougogiannopoulou et al. One-step semisynthesis of oleacein and the
determination as a 5-lipoxygenase inhibitor, J Nat Prod 2014, 77, 441
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(10) Czerwinska ME et al. Oleacein for treating or preventing diseases resulting from
atherosclerotic plaques, US2016000831 1

(11) Corona et al. Inhibition of p38/CREB phosphorylation and COX-2 expression by
olive oil polyphenols underlies their anti-proliferative effects. Biochem Biophys Res
Commun 2007, 362, 606

(12) Karkoula et al. Direct measurement of oleocanthal and oleacein levels in olive oil
by quantitative 'H NMR. Establishment of a new index for the characterization of extra
virgin olive oils. J Agric Food Chem 2012, 60, 11696

(13) Fogli S et al. Cytotoxic activity of oleocanthal isolated from virgin olive oil on
human melanoma cells. Nutr Cancer 2016, 68, 873

(14) Smith Ill AB et al. Syntheses of (-)-oleocanthal, a natural NSAID found in extra
virgin olive oil, the (-)-deacetoxy-oleuropein aglycone, and related analogues. J Org
Chem 2007, 72, 6891.

Figuras

Figura 1.- Estructuras de la oleaceina diacilada 2 y del aglicon del oleurdsido
deshidratado (DOA) diacilado 3.

Figura 2.- Reaccién de desmetoxicarbonilacion de Krapcho sobre oleuropeina 1

seguida de acilacion, separacion cromatografica y posterior desacilacion.

Figura 3.- Reaccién de desmetoxicarbonilacion de Krapcho sobre los aglicones
monoaldehidicos de la oleuropeina 6 y ligstrésido 7 seguido de acilacion.

Figura 4. .- Reacciones de monoacetalizacion quimioselectivas sobre el carbonilo no

conjugado del oleocantal acilado 9 y la oleaceina diacilada 2.

Descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la obtencidon de los
secoiridoides dialdehidicos oleaceina y/o oleocantal caracterizado porque comprende
el tratamiento de oleuropeina y/o de ligstrosido, respectivamente, con dimetilsulféxido

(DMSO) o dimetilsulféxido hexadeuterado (DMSO-d6) humedo a temperaturas por

4
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encima de 140 °C, usando calentamiento convencional o microondas y en ausencia de

sal inorganica.

La oleuropeina y/o el ligstrésido de partida se pueden encontrar mezclados con otros

compuestos fendlicos

Luego, se ha llevado a cabo una mejora del procedimiento original de transformacion
de oleuropeina en oleaceina mediante la reaccién de desmetoxicarbonilacion de
Krapcho en DMSO humedo. Con esta invencion, basada en la ausencia de haluro
alcalino, mejoramos el proceso descrito previamente disminuyendo sustancialmente el
tiempo de calentamiento y aumentando el rendimiento de oleaceina a mas del doble.
En el curso de la reaccion se puede aislar un segundo producto, el aglicon
deshidratado del oleurdsido (DOA, Dehydrated Oleuroside Aglycone), del que no

existen antecedentes.

La mezcla de reaccion se acila in situ consiguiendo estabilizar tanto a la oleaceina
como al DOA y permitir la purificacion cromatografica de ambos. No existen
antecedentes de oleaceina diaciladas; (Figura 1, R = Me).

Luego el procedimiento comprende ademas una etapa de acilacion de la oleaceina y/o
el oleocantal obtenidos para obtener asi la oleaceina diacilada (2) y/o el oleocantal
acilado (9),

RCOO o) o
) ORRSe Iohese
RCOO A © RCOO F
| |
e} (0]

2 9
donde R se selecciona entre hidrogeno (H), alquilo (C1-C22), fenilo sustituido o sin

sustituir.

Usando el mismo procedimiento se consigue la conversion de los aglicones
monoaldehidicos de oleuropeina vy ligstrésido en oleaceina y oleocantal,
respectivamente, mediante calentamiento en DMSO humedo. La transformacion se
puede llevar a cabo con los aglicones monoaldehidicos por separado, o bien con
mezclas fendlicas, como por ejemplo las mezclas de fenoles aisladas de aceite de

oliva. Este procedimiento permite enriquecer la mezcla de fenoles en los secoiridoides
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dialdehidicos oleaceina y oleocantal, facilitando el aislamiento cromatografico de

ambos al reducir el numero de componentes de la mezcla.

La acilacién de esta mezcla enriquecida en los dialdehidos fendlicos estabiliza ambos
compuestos para la etapa de purificacién cromatografica. Tanto la oleaceina diacilada
2 como el oleocantal 9 se pueden desacilar utilizando lipasa o catalizador basico en

alcohol.

Los derivados dialdehidicos diacilados también se han estabilizado mediante su
transformacién en los derivados monoacetalicos-monoaldehidicos mediante
acetalizaciéon regioselectiva con etilenglicol sobre el grupo formilo no conjugado,
manteniendo los grupos acilo sobre los hidroxilos fendlicos. De esta manera se
pueden obtener derivados mas estables y lipdfilos, y por tanto mas biodisponibles. La
posterior desacilacion conduce a los 3-etilideno acetales de oleaceina y de oleocantal.

Luego, la presente invencion también comprende la acetalizacion regioselectiva con
etilenglicol de la oleaceina diacilada (2) y/o el oleocantal acilado (9), obtenidos para
obtener asi los compuestos 11 y/o 10.

O \>
RCOO m\) RCOO m/\;g\o(
10 o) 0
1

donde R se selecciona entre hidrogeno (H), alquilo (C4-Cy,), fenilo sustituido o sin
sustituir, asi como su posterior desacilacion para obtener los compuestos compuestos
13 y/o 12.

Q/VO > " ’ °
i ! :@/\/ \)
Pz (0]
HO | HO \[g;\‘g
O
12 13 O

En resumen, en la presente invencion se describe el procedimiento de conversion de
diferentes compuestos secoiridoides en oleocantal y oleaceina mediante una variante
de la desmetoxicarbonilaciéon de Krapcho en DMSO humedo a alta temperatura en
ausencia de haluro (sal inorganica). Esta reaccién se puede llevar a cabo sobre

oleuropeina aislada, sobre extractos ricos en oleuropeina, sobre fracciones fendlicas

6
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extraidas de aceite de oliva virgen y virgen extra, y sobre aglicones monoaldehidicos

de oleuropeina y ligstrésido aislados.

Esta invencion permite enriquecer extractos fendlicos procedentes de aceite de oliva
en oleaceina y oleocantal a expensas de sus precursores monoaldehidicos, y facilitar

la separacion cromatografica de dichos derivados dialdehidicos.

Reaccion de Krapcho sobre la oleuropeina

La reaccion de Krapcho sobre la oleuropeina 1, o extractos ricos en oleuropeina, en
DMSO o DMSO-dg¢ hiumedos a temperatura superior a 140 °C en ausencia de haluro
(sal inorganica) conduce a oleaceina y al aglicon deshidratado del oleurésido (DOA).
La purificaciéon cromatografica (gel de silice, entre otros adsorbentes) de esta mezcla
s6lo permite aislar DOA debido a la descomposicion sustancial de la oleaceina durante
el proceso. La acilacién de la mezcla permite que ambos compuestos se estabilicen y
que ademas puedan ser purificados con mayor eficacia mediante separacién
cromatografica (gel de silice, entre otros adsorbentes), lo que conduce al aislamiento
de los nuevos compuestos 2 y 3 (Figura 2). La desacilacién de 2 llevada a cabo por
ejemplo con lipasa o base en alcohol (MeOH, entre otros alcoholes alifaticos) conduce
a oleaceina 4 cuyos datos espectroscépicos coinciden con los de la oleaceina natural;
igualmente, la desacilacion de 3 conduce al aglicon deshidratado del oleurésido (DOA)
5, no descrito previamente. Esta reaccion de Krapcho sobre el ligstrosido conduce al

oleocantal 8.

Reaccion de Krapcho sobre mezclas fendlicas procedentes de aceite de oliva virgen o

virgen extra.

La reaccion de Krapcho con mezclas fendlicas procedentes de aceite de oliva virgen o
virgen extra, conteniendo entre ofros compuestos fendlicos los aglicones
monoaldehidicos de ligstrésido 6 y oleuropeina 7, llevada a cabo calentando en DMSO
o0 DMSO-dg a temperaturas por encima de 90 °C conduce a la transformacién de éstos
monoaldehidos en los correspondientes dialdehidos 8 (oleocantal) y 4 (oleaceina), por
lo que la mezcla se enriquece en dichos dialdehidos (Figura 3). La separacion
cromatogréafica de ambos dialdehidos permite la obtencién de oleocantal puro 8 con
buen rendimiento. La acilacion de la mezcla de 8 y 4 seguida de separacidon
cromatografica permite obtener puros oleocantal acilado 9 y oleaceina diacilada 2. No

existen antecedentes de 2, ni de la sintesis de 9 mediante acilacion del oleocantal 8,
7
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aunque 9 si ha sido preparado por una ruta alternativa (Smith, Ill et al. J Org Chem
2007, 72, 6891). La desacilacion de 9 para regenerar 8 se lleva a cabo por ejemplo

con lipasa o base en alcohol (MeOH, entre otros alcoholes alifaticos).

La reaccion de Krapcho sobre el aglicon monoaldehidico de ligstrésido 6 aislado, o
sobre el aglicon monoaldehidico de oleuropeina 7 aislado, nos permite tras eliminacion

del DMSO obtener directamente oleocantal 8 u oleaceina 4, respectivamente.

Derivatizacion quimioselectiva sobre el carbonilo no conjugado del oleocantal acilado 9
o la oleaceina acilada 2 mediante reaccion de acetalizacion.

El tratamiento de los derivados acilados 2 y 9 con etilenglicol en presencia de un &cido
fuerte como catalizador, por ejemplo el acido ftrifluoroacético, conduce a 10 y 11,
respectivamente, acetalizados en el carbonilo no conjugado (Figura 4). La desacilacion
de estos compuestos se lleva a cabo con los métodos anteriormente citados que usan
por ejemplo lipasa o base como catalizador en presencia de alcohol alifatico, lo que
permite la obtencidn de oleaceina monoacetalada 12 y oleocantal monoacetalizado 13.
Los compuestos 12 y 13 también se pueden obtener por acetalizacion de olecantal 8 y
oleaceina 4, respectivamente, con etilenglicol y catalisis acida.

Modo de realizacion de la invencion

Preparacion de oleaceina diacetilada (2, R = Me) y aglicon deshidratado del oleurdsido

acetilado (3, R = Me), a partir de oleuropeina (1)

Rcooj‘ij/z@o 7 8 5 3
|

. 8 O 9 O

RCOO™6™ 1057

2R =Me

Se calienta una disolucion de oleuropeina 1 (110 mg, 0.20 mmol) en DMSO huimedo (3
ml) a 150 °C durante 5 h. Se acetila la mezcla de reaccién sin eliminar el disolvente

empleando Ac,O (0.4 ml) y una cantidad cataliica de DMAP (2 mg). Una vez
8
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completada la reaccién (8 h, a temperatura ambiente) se hidroliza el exceso de Ac,0O y
se concentra a sequedad a baja presion. El residuo se purifica mediante cromatografia
en columna usando como eluyente AcOEt-ciclohexano (1:3 — 1:1), obteniéndose el
DOA acetilado como sirope incoloro (mayor Rr) y la oleaceina diacetilada (menor Rr)

como un sirope incoloro.

Datos de la oleaceina acetilada 2 (R = Me). Rendimiento: 38 mg, 42% R 0.4 (AcOEt-
ciclohexano 1:1), [a]}} +103. 'TH-RMN (300 MHz, CDCl,): § 9.63 (m, 1H, H-3), 9.21 (d,

1H, J= 2.0 Hz, H-1), 7.12 (d, 1H, J= 8.3 Hz, H-7’), 7.06 (dd, 1H, J= 8.3 Hz, J= 1.9 Hz,
H-8),7.02 (d, 1H, J= 1.9 Hz, H-4"), 6.62 (c, 1H, J= 7.1 Hz, H-8), 4.29 4.19 (m, 2H, H-
1), 3.63 3.55 (m, 1H, H-5), 2.97 (ddd, 1H, J= 18.7 Hz, J= 8.5 Hz, J= 1.2 Hz, H-4a),
2.89 (t, 2H, J= 6.7 Hz, H-2'), 2.74 (ddd, 1H, J= 18.7 Hz, J= 6.3 Hz, J= 0.9 Hz, H-4b),
2.68 (dd, 1H, J= 15.8 Hz, J= 8.5 Hz, H-6a), 2.60 (dd, 1H, J= 15.8 Hz, J= 6.5 Hz, H-6b),
2.28 y 2.27 (2 s, 3H cada uno, 2 Ac), 2.04 (d, 3H, J= 7.1 Hz, H-10). *C-RMN (125.7
MHz, CDCl3): 6 200.6 (C-3), 195.3 (C-1), 172.0 (C-7), 168.5, 168.4 (2 OCOMe), 154.5
(C-8), 143.3 (C-9), 142.1, 140.9 (C5, C-6"), 136.8 (C-3’), 127.1 (C-8), 124.0 (C-4’),
123.5 (C-7’), 64.5 (C-1"),46.3 (C-4), 37.0 (C-6), 34.5 (C-2’), 27.4 (C-5), 20.8 (2
OCOMe), 15.4 (C-10). HRLSI-MS: calculado para Cy1H»4NaOg ([M + Na]*): 427.1363,
encontrado: 427.1362.

Datos de aglicon deshidratado del oleurésido (DOA) acetilado 3 (R = Me).
Rendimiento: 12.5 mg, 15%, Rr 0.6 (AcOEt-ciclohexano 1:1), [a]2D4 -26. "H-RMN (500

MHz, CDCl3): 8 7.49 (s, 1H, H-3), 7.10 (m, 2H, H-7’, H-8’), 7.04 (m, 1H, H-4’), 6.53 (s,
1H, H-1), 6.14 (dd, 1H, J= 17.6 Hz, J= 11.0 Hz, H-8), 5.30 (d, 1H, J= 17.6 Hz, H-
10¢rans), 5.07 (d, 1H, J= 11.0 Hz, H-10;), 4.23 (m, 2H, J= 6.9 Hz, H-1"), 3.93 (t, 1H, J=
4.8 Hz, H-5), 3.73 (s, 3H, COOMe), 2.90 (t, 2H, J= 6.9 Hz, H-2"), 2.63 (dd, 1H, J= 14.4
Hz, J= 4.1 Hz, H-6a), 2,54 (dd, 1H, J= 14.4 Hz, J=5.5 Hz, H-6b), 2.29y 2.28 (2 s, 3H
cada uno, 2 Ac). ®C-RMN (125.7 MHz, CDCl;): § 171.3 (C-7), 168.5, 168.4 (OCOMe),
166.9 (COOMe), 151.5 (C-3), 142.1 (C-5’), 141.2 (C-1), 140.8 (C-6’), 137.1 (C-3’),
127.2 (C-8), 123.9 (C-8"), 123.4 (C-4’), 123.4 (C-7’), 117.7 (C-4), 112.7 (C-10), 108.9
(C-9), 64.5 (C-1"), 51.7 (COOMe), 39.3 (C-6), 34.4 (C-2'), 27.2 (C-5), 20.8 (OCOMe).
HRLSI-MS: calculado para C,3H,,NaOg ([M + Na]*): 467.1313, encontrado: 467.1310.
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Oleaceina (4)

Se disuelve 2 R = Me (12 mg, 0.038 mmol) en MeOH (1 ml) y se afade lipasa
procedente de Candida antarctica Novozyme 435 (12 mg). La mezcla se calienta a 40
°C durante 3 h. Una vez terminada la reaccién, se microfiltra y se concentra a
sequedad obteniéndose el producto como un sirope naranja. Rendimiento: cuant. R
0.1 (AcOEt-ciclohexano 1:1). "H-RMN (300 MHz, CDCls): § 9.64 (m, 1H, H-3), 9.22 (d,
1H, J= 1.9 Hz, H-1), 6.78 (d, 1H, J= 8.0 Hz, H-7"), 6.71 (d, 1H, J= 1.9 Hz, H-4’), 6.64 (c,
1H, J= 7.0 Hz, H-8), 6.54 (dd, 1H, J= 8.0 Hz, J= 1.9 Hz, H-8'), 4.17 (m, 2H, H-1°), 3.69
(m, 1H, H-5), 2.92 (ddd, 1H, J= 19.2 Hz, J= 8.5 Hz, J= 1.2 Hz, H-6a), 2.81 2.62 (m,
5H, H-4, H-2' y H-6b), 2.05 (d, 3H, J= 7.1 Hz, H-10).

Aqglicén deshidratado del oleurdsido (DOA, 5)

HOD/\/O XN
(0]
HO ‘ 0O

Se disuelve 3 R = Me (32 mg, 0.072 mmol) en MeOH (1 ml) y lipasa procedente de

Candida antarctica Novozyme 435 (32 mg). La mezcla se agita a temperatura
ambiente durante 4 h. Una vez terminada la reaccion, se microfiltra y se concentra a
sequedad obteniéndose el producto como un sirope naranja. Rendimiento: cuant. R
0.45 (AcOEt-ciclohexano 1:1). '"H-RMN (300 MHz, CDCls): § 7.52 (s, 1H, H-3), 6.78 (d,
1H, J= 8.0 Hz, H-7"), 6.77 (d, 1H, J= 2.0 Hz, H-4’), 6.61 (dd, 1H, J= 8.0 Hz, J= 2.0 Hz,
H-8'), 6.57 (s, 1H, H-1) 6.15 (dd, 1H, J= 17.6 Hz, J= 11.1 Hz, H-8), 5.35 (d, 1H, J=17.6
Hz, H-10420s), 5.08 (d, 1H, J= 11.1 Hz, H-104s), 4.14 (m, 2H, H-1), 3.95 (dd, 1H, J= 4.1
Hz, J= 5.5 Hz H-5), 3.77 (s, 3H, COOMe), 2.80 (t, 2H, J= 6.9 Hz, H-2’), 2.58 (dd, 1H,
J=14.4 Hz, J= 4.1 Hz, H-6a), 2,54 (dd, 1H, J= 14.4 Hz, J= 5.5 Hz, H-6b).

Oleocantal acetilado (9 R = Me)

o
|
O
AcO = ©

10
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Se disuelve 8 (100 mg, 0.33 mmol) en una mezcla de Ac,O/Py 1:1 (v/v) enfriada a 0
°C. Tras 15 min se deja en agitacion a temperatura ambiente una noche. Se hidroliza
el Ac,0O y se concentra a sequedad a baja presién y el residuo se purifica mediante
cromatografia en columna (AcOEt-ciclohexano 1:2) obteniéndose un sirope incoloro.
Rendimiento: cuant. 'H-RMN (300 MHz, CDCls): & 9.63 (m, 1H, H-3), 9.21 (d 1H, J=
2.0 Hz, H-1), 7.19 (m, 2H, H-4’, H-8’), 7.01 (m, 2H, H-5', H-7’), 6.61 (c, 1H, J= 7.1 Hz,
H-8), 4.24 (m, 2H, H-1"), 3.61 (m, 1H, H-5), 2.97 (ddd, 1H, J= 18.3 Hz, J= 8.5 Hz, J=
1.1 Hz, H-4a), 2.89 (t, 2H, J= 6.9 Hz, H-2’), 2.74 (dd, 1H, J= 18.3 Hz, J= 8.5 Hz, H-4b),
2.70 (dd, 1H, J= 15.8 Hz, J= 8.4 Hz, H-6a), 2.60 (dd, 1H, J= 15.8 Hz, J= 6.6 Hz, H-6b),
2.29 (s, 3H, Ac), 2.05 (d, 3H, J= 7.1 Hz, H-10). "*C-RMN (75.5 MHz, CDCls): & 200.5
(C-3), 195.3 (C-1), 172.0 (C-7), 169.7 (COOMe), 154.4 (C-8), 149.5 (C-6’), 143.4 (C-9),
135.5 (C-3’), 130.0 (C-4’, C-8), 121.8 (C-5', C-7’), 64.9 (C-1’), 46.4 (C-4), 37.0 (C-6),
345 (C-2), 274 (C-5), 21.3 (COOMe), 15.3 (C-10). HRESI: calculado para
C1gH2206Na ([M + Na]*): 369.1309, encontrado: 369.1309.

5.6-Di-O-acetiloleaceina 3-etilideno acetal (11 R = Me)

ACOD/\/O O

AcO 0
|
(0]

Se disuelve 2 R = Me (115 mg, 0.28 mmol) en CDCI; (2 ml) y se afiaden etilenglicol
(31 pl, 0.56 mmol) y TFA (10.7 ul, 0.14 mmol). La mezcla se calienta a 50 °C durante 3

h, hasta la desaparicion del producto de partida monitorizada mediante 'H-RMN. Por

ultimo, se neutraliza el medio con NaHCO; y el producto se purifica mediante
cromatografia en columna (AcOEt-ciclohexano 1:2). Rendimiento: 86 mg, 68% Re 0.4
(AcOEt-ciclohexano 1:1). "H-RMN (300 MHz, CDCls): 8 9.20 (d, 1H, J= 2.0 Hz, H-1),
7.09 (d, 1H, J= 8.2 Hz, H-7’), 7.06 (dd, 1H, J= 8.2 Hz, J= 1.9 Hz, H-8’), 6.99 (d, 1H, J=
1.9 Hz, H-4’), 6.56 (c, 1H, J= 7.1 Hz, H-8), 4.68 (dd, 1H, J= 6.1 Hz, J= 3.6 Hz, H-3),
419 (m, 2H, H-1"), 3.89 y 3.76 (2 m, 2 H cada uno, OCH,CH,0), 3.28 (m, 1H, H-5),
2.85 (t, 2H, J= 6.8 Hz, H-2’), 2.81 (dd, 1H, J= 15.6 Hz, J= 9.6 Hz, H-6a), 2.60 (dd, 1H,
J=15.6 Hz, J= 5.5 Hz, H-6b), 2.26 y 2.25 (2 s, 3H cada uno, 2 Ac), 2.10 (m, 1H, H-4a),
1.96 (d, 3H, J= 7.1 Hz, H-10), 1.83 (dt, 1H, J= 14.0 Hz, J= 5.9 Hz, H-4b). *C-RMN
(75.5 MHz, CDCls;): 6 195.2 (C-1), 172.4 (C-7), 168.3, 168.2 (OCOMe), 153.0 (C-8),
144.1 (C-9), 141.9, 140.7 (C-5’, C-6’), 136.8 (C-3’), 127.0 (C-8’), 123.8 (C-4’), 123.3 (C-
7’), 103.2 (C-3), 64.8 y 64.7 (OCH,CH,0), 64.3 (C-1"), 37.5 (C-6), 36.0 (C-4), 34.3 (C-
11
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2'), 29.3 (C-5), 20.6 (OCOMe), 14.0 (C-10). HRLSI-MS: calculado para CasHasNaOs (M
+ Na]*): 471.1626, encontrado: 471.1613.

Oleaceina 3-etilideno acetal (13)

HOD/\/O (@]
0]
HO
o
|
0

Se disuelve 11 (87 mg, 0.19 mmol) en MeOH (1 ml), se afiade lipasa de Candida

antarctica Novzyme 435 (30 mg) y se agita a temperatura ambiente durante 4 h. La
mezcla se microfiltra y se concentra a sequedad obteniéndose el producto como un

sirope naranja. Rendimiento: cuant. Rr 0.3 (AcOEt-ciclohexano 1:1)

"H-RMN (300 MHz, CDCl3): 8 9.21 (d, 1H, J= 1.9 Hz, H-1), 6.76 (d, 1H, J= 8.0 Hz, H-
7’), 6.67 (d, 1H, J= 1.5 Hz, H-4’), 6.57 (c, 1H, J= 7.1 Hz, H-8), 6.50 (dd, 1H, J= 8.0 Hz,
J= 1.5 Hz, H-8'), 4.67 (dd, 1H, J= 6.0 Hz, J= 3.6 Hz, H-3), 6.19 (sa, 2H, OH), 4.11 (m,
2H, H-1’), 3.89 y 3.75 (2 m, 2 H cada uno, OCH,CH,0), 3.31 (m, 1H, H-5), 2.77 (dd,
1H, J= 15.5 Hz, J= 9.4 Hz, H-6a), 2.68 (t, 2H, J= 6.8 Hz, H-2"), 2.59 (dd, 1H, J= 15.5
Hz, J= 5.6 Hz, H-6b), 2.12 (m, 1H, H-4a), 1.97 (d, 3H, J= 7.1 Hz, H-10), 1.83 (dt, 1H,
J= 14.1 Hz, J= 5.8 Hz, H-4b). ®*C-RMN (75.5 MHz, CDCls): § 195.7 (C-1), 172.6 (C-7),
153.8 (C-8), 144.4 (C-5'), 144.1 (C-9), 143.3 (C-6’), 129.9 (C-3’), 120.7 (C-8’), 116.4
(C-4’), 116.0 (C-7’), 103.3 (C-3), 65.3 (C-1’), 64.9, 64.8 (OCH,CH,0), 37.7 (C-6), 36.1
(C-4), 34.4 (C-2’), 29.3 (C-5), 15.1 (C-10). HRLSI-MS: calculado para CigH24sNaO; ([M
+ Na]"): 387.1414, encontrado 387.1401.

Oleocantal 3-etilideno acetal (12)

O eY

Se disuelve 8 (33 mg, 0.11 mmol) en CDCI; (1ml) y se afiaden etilenglicol (0.22 mmol)

y TFA (0.054 mmol). La mezcla se calienta a 50 °C y se monitoriza mediante "H-RMN
hasta conversion total. La mezcla se neutraliza con NaHCO; y se concentra a
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sequedad. El residuo se purifica mediante cromatografia en columna (AcOEt-
ciclohexano 1:2) obteniéndose un sirope incoloro. Rendimiento: 31 mg, 84%. 'H-RMN
(300 MHz, CDCl3): 6 9.23 (d, 1H, J= 2.0 Hz, H-1), 7.02 (m, 2H, H-4’, H-8’), 6.75 (m, 2H,
H-5, H-7’), 6.57 (c, 1H, J= 7.1 Hz, H-8), 6.04 (sa, 1H, OH), 4.70 (dd 1H, J= 6.0 Hz, J=
3.7 Hz, H-3), 4.16 (m, 2H, H-1’), 3.86, 3.78 (2 m, 2H cada uno, OCH,CH,0), 3.31 (m,
1H, H-5), 2.79 (t, 2H, J= 7.0 Hz, H-2"), 2.78 (dd, 1H, J= 15.7 Hz, J= 9.3 Hz, H-6a), 2.62
(dd, 1H, J= 15.7 Hz, J= 5.8 Hz, H-6b), 2.14 (ddd, 1H, J= 14.0 Hz, J= 9.3 Hz, J= 3.7 Hz,
H-4a), 1.98 (d, 3H, J= 7.1 Hz, H-10), 1.84 (dt, 1H, J= 14.0 Hz, J= 6.0 Hz, H-4b). "*C-
RMN (75.5 MHz, CDCl3): 6 195.3 (C-1), 172.0 (C-7), 154.8 (C-6’), 153.5 C-8), 143.2 (C-
9), 130.1 (C-4’, C-8'), 129.6 (C-3'), 115.5 (C-5’, C-7’), 103.4 (C-3), 65.3 (C-1"), 64.8,
64.9 (OCH,CH,0), 37.7 (C-6), 36.1 (C-4), 34.3 (C-2’), 29.3 (C-5), 15.1 (C-10). HRCI:
calculado para Ci9H24NaOg ([M+Na]"): 371.1465, encontrado: 371.1456.

4-O-Acetiloleocantal 3-etilideno acetal (10 R = Me)

o
O
AcO
'Ss
I
(@]

Se disuelve 12 (31 mg, 0.108 mmol) en CH,Cl, (1 ml) y se ahade Ac,O (12.2 ul, 0.16
mmol) y una cantidad catalitica de DMAP. Se agita a temperatura ambiente durante
una noche y se hidroliza con agua. Se separan las fases y se lava la fase organica con
2x5 ml de agua. La fase organica se seca con Na,SO, y se concentra a sequedad.
Rendimiento: cuant. "H-RMN (300 MHz, CDCls): & 9.23 (d, 1H, J= 2.0 Hz, H-1), 7.17
(m, 2H, H-4’, H-8’), 7.00 (m, 2H, H-5’, H-7"), 6.55 (c, 1H, J= 7.1 Hz, H-8), 4.69 (dd, 1H,
J= 6.1 Hz, J= 3.6 Hz, H-3), 417 (m, 2H, H-1’), 3.85, 3.77 (2 m, 2H cada uno,
OCH,CH0), 3.30 (m, 1H, H-5), 2.86 (t, 2H, J= 6.9 Hz, H-2’), 2.80 (dd, 1H, J= 15.7 Hz,
J= 9.5 Hz, H-6a), 2.62 (dd, 1H, J= 15.7 Hz, J= 5.6 Hz, H-6b), 2.28 (s, 3H, Ac), 2.14
(ddd, 1H, J= 13.9 Hz, J= 9.2 Hz, J= 3.6 Hz, H-4a), 1.97 (d, 3H, J= 7.0 Hz, H-10), 1.84
(dt, 1H, J= 14.0 Hz, J= 5.9 Hz, H-4b). *C-RMN (75.5 MHz, CDCls): & 195.2 (C-1),
172.5 (C-7), 169.7 (OCOMe), 153.0 (C-8), 149.5 C-6’), 144.2 (C-9), 135.6 (C-3’), 130.0
(C-4’, C-8), 128.7 (C-5, C-7’), 103.4 (C-1), 64.9 (OCH,CH,0), 64.8 (C-1’), 64.7
(OCH,CH,0), 37.6 (C-6), 36.1 (C-4), 34.5 (C-2’), 29.4 (OCOMe), 21.2 (C-5), 15.0 (C-
10). HRESI: calculado para Cy3HzsNaOg ([M+Na]*): 471.1626, encontrado: 471.1613.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la obtencién de los secoiridoides dialdehidicos oleaceina
y/o oleocantal caracterizado porque comprende el tratamiento de oleuropeina y/o de
ligstrosido, respectivamente, con dimetilsulfoxido (DMSO) o dimetilsulféxido
hexadeuterado (DMSO-d6) humedo a temperaturas por encima de 140 °C, usando

calentamiento convencional o microondas y en ausencia de sal inorganica.

2. Procedimiento segun reivindicacion 1 donde la oleuropeina y/o el ligstrésido de

partida se encuentran mezclados con otros compuestos fendlicos.

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2—caracterizado
porque comprende ademas una etapa de acilacion de la oleaceina y/o el oleocantal
obtenidos para obtener asi la oleaceina diacilada (2) y/o el oleocantal acilado (9),

RCOO o} o
' o0
RCOOD/\/ m RCOO m
5 5
9

2

donde R se selecciona entre hidrégeno (H), alquilo (C;-Cs,), fenilo sustituido o sin
sustituir.
4, Procedimiento segun reivindicacién 3 caracterizado porque comprende la

acetalizacion regioselectiva con etilenglicol de la oleaceina diacilada (2) y/o el
oleocantal acilado (9),obtenidos para obtener asi los compuestos 11 y/o 10

¢ o]
Rcoo/(>/V mj Reoe m/;q\(
o]
10 o] 1"
donde R se selecciona entre hidrégeno (H), alquilo (C+-Cy,), fenilo sustituido o sin

sustituir.

5. Procedimiento segun reivindicacién 4 caracterizado porque comprende la
desacilacion de los compuestos 11 y/o 10 para dar los compuestos 13 y/o 12

14
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Ioan o IS SO SRS
1 ) O
Pz (0]
HO | HO m
o)
12 13 O

6. Compuesto de férmula
RCOOD/\/O
I
(0]
RCOO \T:;I;;g
(6]
2

donde R es metilo.

7. Compuesto de formula

RCOO o} o
O (0} , D/\/
6
0 o\>
(e} \) P
RCOO/O/V m RCOO m
10 0 » °

donde R es metilo.

8. Compuesto de formula

HO. 0] (0] ; O (0]
S DA OSSRV,
HO O~ 0 HO Z | ©
|
(0]
13 o 12
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COOMe
| RCOO:©/\/O N
0 (@]

RCOO X0

DOA diacilado = Aglicon del oleurésido
deshidratado diacilado

Figura 1

Figura 2

HO ) RCOO N
= (6] = (0]

8R'=H (0] 9R'=H (0]
4R'=0H 2R'=0COR
Figura 3
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OPINION ESCRITA N2 de solicitud: 201700241

Fecha de Realizacién de la Opinién Escrita: 31.01.2019

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-8 SI
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 4,5,7,8 SI
Reivindicaciones 1-3, 6 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacién industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion.-

La presente opinién se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N¢ de solicitud: 201700241

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
DO1 VOUGOGIANNOPOULOU, K. at al. Journal of Natural Products 25.02.2014
2014, Vol. 77, N2 3, pp. 441-445.
D02 MASON, J.D. & MURPHREE, S.S. Synlett 2013, Vol. 24, 08.05.2013
Ne 11, pp. 1391-1394.
D03 WO 2007/081808 A2 (DEVIRIS INC.) 19.07.2007

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La solicitud se refiere a un procedimiento para la preparacion de los secoiridoides dialdehidicos oleaceina y/u oleocantal
que comprende el tratamiento de oleuropeina y/o ligstréosido con dimetilsulféxido (DMSO) o dimetilsulféxido deuterado
(DMSO-ds) himedos y en ausencia de una sal inorganica; y a los compuestos derivados de oleaceina y oleocantal de
féormulas 2, 10, 11, 12y 13.

Novedad y actividad inventiva (Articulos 6.1 y 8.1 de la Ley de Patentes 11/1986):

El documento D01 divulga la semisintesis en una sola etapa, y en condiciones de descarbometoxilacion de Krapcho, del
dialdehido oleaceina (2) a partir de oleuropeina (1), que junto a ligstrosido esta presente en los extractos de las hojas de
Olea europaea, (ver pagina 441, resumen). En este caso concreto, la reaccién tiene lugar por calentamiento de oleaceina a
una temperatura de 150 °C durante 10 horas, en DMSO o DMSO-ds, que permite el seguimiento de la conversién de
oleuropeina (1) en oleaceina (2) mediante espectroscopia de RMN-'H, y en presencia de agua y de cloruro sédico (ver
pagina 442, columna 2 y figura 2).

La diferencia existente entre el procedimiento descrito en el documento D01 y el procedimiento de la solicitud es que este
ultimo se realiza en ausencia de una sal inorganica.

El efecto técnico asociado a esta diferencia, segln el solicitante, es la mejora del proceso de preparaciéon del dialdehido,
disminuyendo el tiempo de calentamiento y aumentando el rendimiento del producto final.

El problema técnico que subyace en la presente solicitud podria ser definido como la provisién de un procedimiento para la
preparacién de los compuestos dialdehidicos oleaceina y oleocantal a partir de oleuropeina y/o ligstrésido, mediante el uso
de DMSO, con un rendimiento superior a los procedimientos existentes en el estado de la técnica.

La solucién propuesta por el solicitante es la eliminacién de la sal inorganica en la reaccién de Krapcho.
Sin embargo, dicha solucién se encuentra ya descrita en el estado de la técnica.

Asi, el documento D02 divulga un estudio sobre la influencia de las diferentes condiciones de reaccién en la
descarboxilacion de Krapcho de derivados de alquilmalonato en medios acuosos y en presencia de microondas (ver pagina
1391, resumen). En el documento se recogen diversos ensayos en los que se han modificado las condiciones de reaccion
respecto a las descritas originalmente, lo que incluye la realizacién del proceso en ausencia de sal. En concreto, se describe
la transformacién de 2-etil-1,3-propanodiato de dietilo 1a en butanoato de etilo 2a utilizando como disolvente DMSO himedo
y consiguiendo el mismo rendimiento en presencia de cianuro sédico y en ausencia de dicha sal (ver pagina 1391, esquema
1). También se divulgan ensayos de reaccién de descarboxilacién del dicetoéster de férmula 3 para dar lugar a la 1,3-
dicetona 4 en agua, utilizando microondas, afiadiendo cloruro sédico al medio o en ausencia de éste (ver pagina 1391,
esquema 2).

Por tanto, se considera que el experto en la materia, en vista de lo divulgado en el documento D02, se plantearia, con
razonables expectativas de éxito, la preparacion de oleaceina y oleocantal, a partir de oleuropeina y/o ligstrésido,
mediante una reacciéon de descarboxilacién de Krapcho como la descrita en el documento D01, pero en ausencia de sal
ibnica, sin que ello requiriera el ejercicio de actividad inventiva por su parte, mas aun teniendo en cuenta que el ensayo de
diferentes condiciones de reacciéon en cualquier proceso quimico forma parte de la actividad rutinaria del experto en la
materia del campo al que pertenece la invencién.
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En consecuencia, se considera que el objeto de la reivindicaciéon 1 carece de actividad inventiva a la luz de la combinacién de
las ensefianzas técnicas recogidas en los documentos D01 y D02 (Articulo 8.1 de la Ley de Patentes).

Ademas, se considera que la reivindicaciéon dependiente 2, relativa a un procedimiento de obtencién de oleaceina y/u
oleocantal en el que los productos de partida (oleuropeina y/o ligstrésido) se encuentran mezclados con otros productos, no
contiene ninguna caracteristica técnica que, en combinacién con las caracteristicas técnicas de la reivindicacion 1, de la que
depende, pudiera conferirle actividad inventiva.

Por otro lado, la reivindicaciones 3 y 6 se refieren, respectivamente, a un procedimiento de preparaciéon de oleaceina y/u
oleocantal que comprende una etapa adicional de acilacion de éstos, y a un compuesto de férmula 2, derivado diacilado de
oleaceina obtenido mediante dicho procedimiento.

Aunque ninguno de los documentos D01 y D02 divulga dicha etapa adicional, la reaccién de acilacién de oleocantal y
oleaceina, con el fin de proteger los grupos hidroxilo de estos compuestos, es de sobra conocida en el estado de la técnica.

Asi, por ejemplo, el documento D03 divulga un procedimiento para la acilacién de oleocantal por tratamiento con un anhidrido
o cloruro de un &cido carboxilico en presencia de una base, siguiendo los procedimientos habituales utilizados en quimica
organica para la protecciéon de grupos hidroxilo (ver parrafos [0054]-[0057]; esquemas 1 y 2). El documento recoge también
los productos mono y diacilados de férmula (I) resultantes de dicho procedimiento, que cuando R es -OR’, R' es -COR*, R*
es metilo, Y es -OC(O)- y Z es H coincide con el compuesto de férmula 2 de la solicitud (ver parrafos [0049]-[0050]).

Se considera que el procedimiento objeto de la reivindicacién 3 resultaria de la mera yuxtaposicién de los elementos técnicos
conocidos en el estado de la técnica. Asi, el experto en la materia se habria planteado la incorporacién de una etapa posterior
de acilacién, como la descrita en el documento D03, al procedimiento de preparaciéon de oleaceina y/u oleocantal con el fin de
obtener un derivado protegido de estos productos, sin que ello requiriera el ejercicio de actividad inventiva por su parte.

Por tanto, se considera que el objeto de la reivindicacién 3 carece de actividad inventiva respecto a las ensefianzas técnicas
recogidas en el estado de la técnica.

En conclusién, se considera que el conjunto de las reivindicaciones 1-3, 6 no reline, respecto al estado de la técnica, los
requisitos de patentabilidad (novedad y actividad inventiva) establecidos en el Articulo 4.1 de la Ley de Patentes 11/1986.

Sin embargo, no se ha encontrado en el estado de la técnica divulgacion ni sugerencia alguna que pudiera dirigir al experto
en la materia hacia la invencién recogida en las reivindicaciones dependientes 4 y 5, relativas a un procedimiento de
obtencién de oleaceina y/u oleocantal que comprende la acetalizacién regioselectiva de los derivados diacilados (2) y (9) y la
desacilacion de los compuestos asi obtenidos; como tampoco hacia las reivindicaciones independientes 7 y 8, relativas a los
derivados acetilados 10-13 obtenidos segln el procedimiento anterior.

En consecuencia, se considera que el objeto de las reivindicaciones 4, 5, 7 y 8 satisface los requisitos de patentabilidad
(novedad y actividad inventiva) establecidos en el Articulo 4. 1 de la Ley de Patentes 11/1986.
Aplicacion industrial (Articulo 9 de la Ley de Patentes 11/1986):

Se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-8 satisface el requisito de aplicacién industrial.
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