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ABREVIATURAS






A

AAL: forma aldehidica del aglucén
del ligustrésido.

AAO: forma aldehidica del aglucén
de la oleuropeina.

AAPH: dihidrocloruro de 2,2'-azo-bis-
(2-metilpropionamida).

ABTS: dcido 2,2'-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico)

ADN: dcido desoxirribonucleico.
AOM: Active Oxygen Method.

AOQV: aceite de oliva virgen.

B
BHA: butilhidroxianisol.

BHT: butilhidroxitolueno.

C

CAT: Conjugated Autoxidizable
Triene.

CCF: cromatografia en capa fina.

ClsCD: cloroformo deuterado.

D

DAOD: forma dialdehidica del
aglucén de la oleuropeina.

DMEM: Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium.

DMSO: dimetilsulféxido.

DMSO-ds: dimetilsulfoxido
hexadeuterado.

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazina.

E

EFSA: European Food Safety
Authority.

EM: espectrometria de masas.

F

FID: Detector de ionizacion de
llama.

FRAP: Ferric Reducing Anfioxidant
Power.

H
HMV: alcohol homovanilico.

HPLC: cromatografia liquida de alta
eficacia.

HTy: hidroxitirosol.

IR: infrarrojo.

L

LDL: lipoproteinas de baja densidad.



M
MDA: malondialdehido.

MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolina.

@)

ORAC: Oxygen Radical Absorbanc
Capacity.

P
PBS: tampdn fosfato salino.

Pl: periodo de induccién.

R
RMCD: B-ciclodextrina.

RMN: resonancia magnética
nuclear.

S
SDS: dodecilsulfato sédico.

SEM: error estdndar de la media.

T
TBA: &cido fiobarbitirico.

TBARS: especies reactivas a dcido
tiobarbiturico.

TCA: dcido tricloroacético.

Ty: tirosol.
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1. Introduccién
1. INTRODUCCION

La dieta mediterrAnea es objeto de numerosos estudios en cuanto a los
efectos beneficiosos que produce en el organismo, principalmente por su
incidencia positiva en la prevencion de los accidentes cardiovasculares. El
éxito de esta dieta es atribuido principalmente a su componente graso
mayoritario, el aceite de oliva virgen (AOV). Su importancia radica en su alto
contenido en acido oleico y en compuestos fendlicos. Estos Ultimos destacan
por su elevada actividad antioxidante, sobre todo los orto- y para-catecoles. El
hidroxitirosol (2-(3’-4’-dihidroxifenil)etanol, 1) y el tirosol (2-(4’-hidroxifenil)etanol,
2) son dos de estos biofenoles y se encuentran en diversas fuentes naturales,
siendo especialmente importante su presencia en el olivo, ya sea libre o en
forma de glucésidos denominados oleuropeina y ligustrésido respectivamente,

principales compuestos fendlicos presentes en la aceitunal.

HO HO
(1) Hidroxitirosol (HTy) (2) Tirosol (Ty)

Durante el proceso de extracciéon del AOV, la mayor parte de los
biofenoles indicados se quedan en la fase acuosa o alpechin debido a su
caracter hidrosoluble2. De hecho, en la produccién del AOV el 80% del total
de la aceituna que se moltura, es desechado?® en forma de residuo. En este
sentido, se producen unos 10 millones de toneladas al afio de desechos sélidos
o0 semisdlidos a nivel mundial derivados de la industria olivarera. El
almacenamiento o reciclaje de estos desechos supone un grave problema
medio ambiental debido a su alto contenido de materia organica*. No
obstante, una pequefia fraccion de derivados secoiridoideos tanto de
hidroxitirosol como de tirosol pasa al aceite, lo cual es suficiente para proteger
al AQOV de la oxidacion y el enranciamiento que sufre durante el tiempo de su

vida atils.



1. Introduccién

Estos derivados secoiridoideos de hidroxitirosol presentes en el aceite de
oliva virgen muestran una actividad antioxidante similar a la del propio
hidroxitirosol® y poseen una mayor lipofilia; no obstante, presentan un intenso
sabor amargo’ el cual comunican al aceite, y su aislamiento a partir del propio
aceite es muy dificil, por lo que su uso como aditivo alimentario queda

descartado.

Por ello, el hidroxitirosol se ha convertido en objeto de numerosos estudios
por parte de diferentes grupos de investigacidon de todo el mundo. Presenta
una capacidad protectora frente a la oxidacibn mucho mayor que los aditivos
antioxidantes habitualmente utilizados por la industria alimentaria,
fundamentalmente tocoferoles y BHTE. Sin embargo su caracter practicamente
insoluble en medio lipofilico hace que no pueda ser usado en este tipo de

alimentos.

Ademas de poseer propiedades antioxidantes, se ha demostrado que el
hidroxitirosol presenta actividad antimicrobiana, antihipertensiva,
hipoglucémica, antiagregante plaquetaria, cardioprotectora y
antiinflamatorias12, ademas de inhibir |la proliferacion y promover la apoptosis
en numerosas lineas celulares tumorales humanas!s. Recientemente se ha
puesto de manifiesto mediante técnicas de acoplamiento (docking) que la
presencia de un resto lipofilico es necesaria para una buena actividad

anticancerosa en diversos orto-catecoles estudiados?4.

Por otro lado, a pesar del hecho que el tirosol presenta una significativa
disminucibn de la actividad antioxidante respecto al hidroxitirosol'®,
fundamentalmente debido a la ausencia del grupo orto-difendlico en su
estructura quimica, se ha demostrado que ejerce un efecto protector frente al
dafio oxidativo en modelos celularest® y que mejora los sistemas defensivos

intacelulares frente la oxidacion?’.



1. Introduccién

Las propiedades biolégicas de estos compuestos in vivo, dependen de su
absorciéon y posterior metabolismo. En este sentido, numerosos estudios en
lineas celularesi®2l han demostrado que los principales fenoles del aceite de
oliva virgen, derivados de hidroxitirosol y tirosol, son rApidamente absorbidos y
metabolizados apareciendo en fluidos biolégicos fundamentalmente en forma
de O-glucuronidados y sulfatados conjugados de hidroxitirosol y tirosol, junto

con O-meticonjugados de hidroxitirosol (alcohol homovanilico, 3).

H3CO:©/\/OH
HO

(3) Alcohol Homovanilico (HMV)

Por todo ello y teniendo en cuenta el elevado interés en el uso de
fitoquimicos como ingredientes biolégicos para alimentos funcionales con
valor nutricional afiadido, el hidroxitirosol ya ha sido utilizado como ingrediente
bioactivo en alimentos como zumo de tomate??, pan2?® o salchichas?* con

buenos resultados.

En los dltimos afios se han identificado en el aceite de oliva virgen otros
componentes menores derivados de hidroxitirosol con estructura de éster?s 26 o
de isocromano?’. Tales hallazgos han promovido la investigacidon sobre la
preparacion de nuevos derivados de hidroxitirosol que presenten un balance
hidréfilo/lipéfilo mejorado para su posible utilizaciobn como antioxidantes por

parte de la industria alimentaria.

En este contexto, nuestro grupo de investigacion inicié hace algunos afios
una serie de colaboraciones, que se mantienen en la actualidad, con el
Instituto de la Grasa (CSIC), el Departamento de Farmacologia y Pediatria de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Malaga, el Instituto de Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos y Nutricibn de Madrid (ICTAN, CSIC) y el centro
Venta del Llano (Mengibar, Jaén) del Instituto de Formacion Agraria y
Pesquera (IFAPA) de la Junta de Andalucia, para el estudio y

aprovechamiento de la fraccion fendlica del aceite de oliva. Estas
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colaboraciones estan enmarcadas en tres proyectos de investigacion830 vy
han dado Ilugar a la publicacibn de numerosos articulos2143142 vy
comunicaciones a congresos*¥%6, asi como a la presentacion de dos patentes

internacionaless’ 58,

En la presente Memoria, se describe la sintesis de nuevos derivados
alquilicos de compuestos fendlicos presentes en el olivo que podrian mejoran
la biodisponibilidad a nivel celular, asi como la evaluacién de su actividad
antioxidante. Estos compuestos deben presentar, a priori, una actividad
antioxidante similar a la de sus precursores libres, mayor estabilidad quimica
que los ésteres antes mencionados, asi como una buena liposolubilidad de
manera que, tomando estas caracteristicas en conjunto, hagan de este nuevo
tipo de compuestos unos buenos candidatos como componentes funcionales

de alimentos.

Ademas se presenta la sintesis de otra serie de compuestos en los que la

unidad orto-difendlica esta protegida por un grupo metilidendioxi.
Finalmente, se describe igualmente una nueva via para la obtencién de

hidroxitirosol libre, asi como la preparaciéon de varias formas ortogonalmente

protegidas de este biofenol.

10
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2. Antecedentes

2. ANTECEDENTES

2.1. La oxidacion y los antioxidantes

Los procesos de oxidacion se producen tanto en los alimentos como en
los seres vivos. En el caso de los alimentos la oxidacion deriva, por lo general,
en una pérdida de la calidad comercial, organoléptica y sanitaria del
producto®. En los organismos vivos la oxidacion estd relacionada con la
produccion de energia, asociada a la degradacién de principios inmediatos
(glucidos, lipidos y prétidos) y con la respuesta inmune, a fravés de algunos de
los radicales libres generados®, entendiendo por radical libre cualquier
especie quimica que posea uno o Mds electrones desapareados en sus

orbitales y sea capaz de tener existencia propia¢!.

Los radicales libres se generan en el organismo como resultado del
metabolismo intracelular normal, fundamentalmente en las mitocondrias, a
través de la fosforilacion oxidativa que tiene lugar en la cadena respiratoria, y
en los peroxisomas, orgdnulos en cuyo interior hay gran variedad de enzimas
que generan peroxido de hidrogeno (H202) como consecuencia de su
mecanismo catalitico. Adicionalmente existen diversos agentes externos que
pueden favorecer la aparicidn de los mismos, como son: la radiacion
ultravioleta, la radiaciobn gamma, el tabaco y diversos contaminantes
medioambientales. En general, estos radicales libres no entranan un desgaste
importante, gracias a la accion protectora de sustancias o sistemas
antioxidantes que permiten en cierfa medida mantener un equilibrio
fisiologico. La ruptura de este equilibrio provoca un estrés oxidativo, dando
lugar a un aumento de oxidantes o una disminucion de antioxidantes, que

termina por alterar la funcién normal de la células2.

La situacion real en el organismo no es de un equilibrio estdtico, sino que

es altamente dindmica de manera que los agentes oxidantes se estdn

13
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produciendo continuamente vy, asociados a éstos, se encuentran los

antioxidantesss.

Asi, el dano oxidativo sobre los lipidos en los vasos sanguineos contribuye
significativamente al desarrollo de la aterosclerosis, con los consiguientes
problemas cardiocirculatorios. El dano sobre el ADN probablemente
contribuye al desarrollo del cdncer y el estrés oxidativo sobre proteinas
participa en el dano ftisular asociado a enfermedades como la artritfis
reumatoide, las cataratas o el parkinson. De ftodos estos procesos es la
peroxidacion lipidica el mds frecuente en nuestro organismo¢?, dando lugar a
la alteracién de la fluidez y permeabilidad de las membranas bioldgicas asi
como a la alteracion de las proteinas, las enzimas, los receptores o canales
idnicos asociados a ellas comprometiendo de esta manera la estructura y

funcion celular.

En la peroxidacion lipidica, y en las reacciones radicalarias en general, se

produce una reaccidn en cadena que consta de varias etapas:

a) Fase de inicio: Es la primera reaccion del proceso y, en ella, se generan

los primeros radicales libres a partir de moléculas estables. Con la mediacion
de un agente iniciador (metales, radiaciones,...) se produce la ruptura
homolitica de un enlace con formacién de radicales libres. Asi, la peroxidacion
lipidica se desencadena cuando el residuo de un dcido graso poliinsaturado
es atacado por una especie reactiva de oxigeno que es capaz de abstraer un
dtomo de hidrégeno, en el carbono adyacente a un doble enlace (posicion

alilica) con formacion de un radical alilo (L*).

IH+I* — L +IH 0

b) Fase de propagacién: El radical alilo (L*) reacciona con oxigeno para

formar un radical peroxilo (LOO®), y éste a su vez puede reaccionar con un
lipido insaturado para formar un hidroperdxido (LOOH) y un nuevo radical libre

(L*). Este Ultimo puede reaccionar con oxigeno para formar un radical peroxilo

14
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y asi sucesivamente. Por lo tanto, la autooxidacién es un proceso en cadena

de radicales libres.

La duracién de esta fase lipoperoxidativa depende de varios factores
como la relacion de las proteinas y los lipidos en la membrana, la estructura

del dacido graso, la concenfracion de oxigeno y la presencia o no de

antioxidantes.
L'+ O — LOO: (1)}
LOO* + LH — LOOH +L* (D)

c) Fase de terminacién: La velocidad de la reaccion en cadena

disminuye tras alcanzar un mdaximo. Los radicales reaccionan entre si
elimindndose y dando lugar a la formacién de productos no radicales de

estabilidad muy variada, entre los que se encuentran:

L +L° — L-L (v)
LOO: + LOO* — LOO-O0L - - - — O2+ Productos no radicales V)
LOO" +1L* — LOO-L )

Otro mecanismo de terminacién es la ciclacién, proceso por el cual las
moléculas de oxigeno quedan englobadas dentro de la cadena

poliinsaturada. Sin embargo estas terminaciones son muy poco estables.

En el proceso de autooxidacion lipidica se denomina periodo de
induccion (P.l.) al tiempo durante el cual hay una formacion de perdxidos
escasa o indetectable, hasta el momento en el que se produce un incremento
brusco en la oxidacién. Como consecuencia de las reacciones de terminacion
aparecen productos oxidados estables, generalmente voldtiles originados por
rotura de las cadenas acilicas. Igualmente, durante el P.l. el consumo de
oxigeno es muy lento, y aumenta bruscamente cuando tiene lugar la

formacién de los compuestos de terminacionss,

15



2. Antecedentes

Alternativamente, cuando el radical peroxilo (LOO®) encuentra a un
antioxidante (AH) capaz de donar un dtomo de hidrégeno se forma de nuevo
el correspondiente perdoxido neutro (LOOH), terminando asi la cadena de
reacciones. El a-tocoferol (vitamina E) y la ubiquinona (Coenzima Qio) son 1os
antioxidantes mds relevantes para participar en la fase de terminacion de la

cadena de reacciones de oxidacion de los lipidos en los sistemas bioldgicos.

LOO* +AH — LOOH + A- (Vi)
L' + AH — LH+A" (VI

Posteriormente tiene lugar una estabilizaciéon de los radicales (A*) por

generacion de productos establess.

A+ A ~ A-A (IX)
LOO  +A* — LOO-A (X)

Un antioxidante se puede definir por tanto, como aquella sustancia que,
cuando estd presente en concentfraciones menores en relacién al sustrato
oxidable, retrasa, evita o previene significativamente la oxidacion de dicho
sustrato. Las caracteristicas de un buen antioxidante son: a) la presencia de
sustituyentes donadores de electrones o de hidrégeno al radical, en funcion de
su potencial de reducciéon, b) la capacidad de deslocalizacién del radical
formado en su estructura, c) la capacidad de quelacidn de metales de
transicion implicados en el proceso de oxidacion y d) la accesibilidad al lugar
de accidén, dependiendo de su balance lipdfilo-hidréfilo y coeficiente de

repartose.

Frente al dano oxidativo, el organismo posee un sofisticado sistema
antioxidante endégeno, compuesto principalmente por enzimas celulares,
entre las que se encuentran: la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa y la
glutation peroxidasa. Ademds, los antioxidantes exégenos que recibe a través

de la dieta refuerzan este sistema. Entre éstos cabe destacar: el dcido
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ascoérbico (vitamina C), los tocoferoles (vitamina E), los carotenoides y los

compuestos fendlicos (tabla 1).

Tabla 1. Algunos agentes oxidantes, prooxidantes y antioxidantes enddgenos y exdgenos.

Oxidantes Prooxidantes Antioxidantes
Peroxinitrilo Radical superdxido Enzimdticos
Radical hidroxilo Perdxido de hidrogeno Superdxido dismutasa
Radical alquilo Oxido nitrico Catalasa
Radical peroxilo Ubisemiquinona Glutation peroxidasa
Radical alcoxilo No Enzimdticos
Hidroperdxidos orgdnicos Polifenoles
Oxigeno singulete a-tocoferol

Acido ascérbico

Estudios epidemioldgicost’ sugieren que estos antioxidantes naturales
pueden tener un efecto beneficioso en muchas enfermedades relacionadas
con el envejecimiento, especialmente las enfermedades cardiovasculares, ya
qgue contribuyen a disminuir el estrés oxidativo que conduce a la disfuncidn

celular.

Por otra parte, la industria alimentaria emplea una amplia gama de
aditivos antioxidantes para la elaboracion y conservacion de sus productoses,
ya sean de origen natural o sintético, dependiendo de la naturaleza, mds o

menos lipidica, del producto que se pretende proteger frente a la oxidacion.

Exceptuando los tocoferoles, la mayoria de estas sustancias naturales son
hidrosolubles por lo que no se pueden utilizar como aditivos antfioxidantes en
los alimentos grasos. Por ello, la industria alimentaria emplea tocoferoles,
algunos extractos fendlicos vegetales y productos de sintesis como
butilnidroxianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT), ésteres del dcido gdlico (de
propilo, octilo y dodecilo) y palmitato de ascorbilo¢?. Los extractos vegetales
tienen un uso limitado ya que se alcanzan bajas concentraciones en grasa y
suelen conferir al alimento olores o sabores desagradables. Por ofra parte,

tanto BHA como BHT fienen baja capacidad antioxidante y han sido
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cuestionados por mostrar una cierta actividad citotdxica’®72; los galatos

también parecen tener actividad citotdxica’s.

Por todo lo anteriormente expuesto, la industria alimentaria estd
demandando antioxidantes potentes, insipidos, a ser posible de origen natural
y que posean propiedades nutricionales, de forma que su adicion al alimento,

ademds de mejorar su conservacion, le confiera caracteristicas funcionales’475,

2.2. Los compuestos fenélicos del olivo y sus productos

“Compuestos fendlicos”, “polifenoles” o “biofenoles” son términos que se
utilizan en la bibliografia’¢ para definir aquellas sustancias que poseen un anillo
de benceno con uno o mds grupos hidroxilos y que pueden presentar otfros

grupos funcionales.

Los compuestos fendlicos son, como ya se ha indicado, importantes en
los sistemas bioldgicos y, en particular, en el reino vegetal, presentando una
gran variedad de estructuras y funciones. Estdn presentes principalmente en
los frutos pero también en menor cantidad en hojas, flores y ofros érganos

vegetales.

Este apartado se va a centrar en el estudio en los compuestos fendlicos
presentes en el olivo. Sin embargo existen ofras fuentes importantes de este

tipo de compuestos como son el té, el cacao, la granada o la uva.

Los principales compuestos fendlicos presentes en la aceituna son la
oleuropeina (4) y el ligustrésido (5), que se forman por la esterificacion de 2-
(3',4’-dihidroxifenil)etanol (hidroxitirosol, HTy, 1) y 2-(4'-hidroxifenil)etanol (tirosol,

Ty, 2), respectivamente, con el glucdsido del dcido elendlico (6)77.
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HO_ _O
\f COOMe
HO )
/,,,’ \

HO O @)
%
HO
(4)R = OH
G)R=H ©)

Las aceitunas verdes contienen una gran proporcidon de compuestos
fendlicos, y para el caso particular de la oleuropeina (4), su contenido puede
alcanzar hasta el 14% de la materia seca’®. Por otra parte, el glucdsido del
dcido elendlico (6) y la desmetiloleuropeina (7) se forman por degradacién de
la oleuropeina (4) y van aumentando a lo largo de la maduracién, en la
medida que aumenta la actividad esterasa, atribuyéndose a esta enzima la

formacién de estos dos compuestos’8 (esquema 1).

HO_ _O
\f COOMe
/’//,, \
R
Ho HO O o) HO
/gu/éoH/ m
HO

HO

HO

(é)

Accion esterasa

HO

4)

HO

)

Esquema 1. Formacion del glucdsido del dcido elendlico (6), hidroxitirosol (1) y la
desmetiloleuropeina (7) por degradaciéon de la oleuropeina.
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Otro proceso enzimdtico importante que se produce durante la
maduracién de la aceituna es la hidrdlisis del enlace glucosidico presente en
la oleuropeina (4) y el ligustrésido (5), por accidén de R-glucosidasas presentes
en el fruto. El aglucdn que resulta en cada caso (8, 9) sufre fransformaciones
posteriores y, mediante equilibrios tautoméricos ceto-endlicos que implican la
apertura del anillo heterociclico’® origina diversos estereocisdbmeros que se
denominan en conjunto forma aldehidica del aglucén de la oleuropeina

(AAQ, 11) y del ligustrésido (AAL, 12), respectivamente (esquema 2).

Rm
HO ©

O
\f COOR'

/, —glucosidasa
WA B9 .

HO O O
gw/%(
HO 6
(4)R=O0H,R =Me (8) R=OH, R = Me
(5)R=H, R =Me (9)R=H,R =Me
(7)R=OH,R = H (10)R=OH, R =H
R
T 3,
HO \f COOR
/, AN
P OH
CHO

/N
Hom\fo COOMe Rm o

HO
2 X 7,
S g CHO
OHC
e ZcHo
(11) R=OH (13)R =OH
(12)R=H (14)R=H

Esquema 2. Formacién de derivados secoiridoideos del hidroxitirosol y tirosol.

En un proceso similar, a partir de la desmetiloleuropeina (7) se obtiene el

aglucédn (10) que se descarboxila e isomeriza a la estructura dialdehidica (13),
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que se denomina forma dialdehidica del aglucén de la oleuropeina
descarboximetilada (DAOD) (esquema 2). De la misma manera que se obtiene
esta forma dialdehidica, se obtiene la correspondiente forma dialdehidica

procedente del desmetil ligustrésido, denominada oleocantal (14).

El aceite de oliva virgen (AOV) es un alimento tradicional, obtenido por
presion en frio de las aceitunas, que estd constituido principalmente por
triglicéridos (298%) y mezclas complejas de componentes menores (~2%) de
naturaleza quimica muy diversa. Histéricamente, la calidad nutricional
atribuida al aceite de oliva virgen se debia a su alto contenido en dcido
oleico. Sin embargo, actualmente la presencia de dacido oleico en elevada
concentracion no es exclusiva del AOV ya que nuevas variedades de aceite
de girasol y de colza presentan una composicion en dcidos grasos similar a la
del aceite de oliva. No obstante, el AOV debe ser considerado un producto
exclusivo gracias a sus componentes minoritarios, entre los cuales se
encuentran los compuestos fendlicos. Tanto los componentes mayores como
menores muestran una composicion cudlitativa y cuantitativa muy variable,
dependiendo de la variedad de aceituna, condiciones climdticas y
agronémicas, calidad y estado de madurez del fruto o el sistema de

extraccion del aceite?s 80-85,

Durante el proceso de extraccion del aceite, la oleuropeina (4) por su
cardcter hidrosoluble no se incorpora al mismo, permaneciendo en el alperujo.
El propio hidroxitirosol que se produce por la hidrélisis del enlace éster en la
oleuropeina o en sus productos de degradaciéon, sélo se encuentra en
cantidades minimas en aceites recién obtenidos debido a su escasa
solubilidad en el aceite’. Sin embargo la concentracion de hidroxitirosol libre
suele aumentar con el envejecimiento del aceite, como consecuencia de la
hidrdlisis de los derivados secoiridoideos. Asi pues, entre los componentes
mayoritarios de la fraccion fendlica del AOV se encuentran los derivados
secoiridoideos antes mencionados, 11-14, alcanzando concentraciones entre

50 a 800 mg/Kg, lo que da idea de su mayor lipofilia.

21



2. Antecedentes

En los Ultimos anos se han identificado otros derivados de hidroxitirosol y
tirosol en el aceite de oliva virgenz 25 26: ¢| acetato de hidroxitirosilo (15) y de

tirosilo (16) y los 1-aril-6,7-dihidroxi-isocromanos?’ (17, 18).

Ry R4

(17) H H
(18) OMe OH

(15) R = OH
(16)R=H

Cabe destacar que, ademds de todos estos derivados del hidroxitirosol y
tirosol, se encuentran en el aceite de oliva virgen otros compuestos fendlicos
en menor proporcion, tales como los dcidos cindmico (19) y sus derivados:
dcidos ferdlico (20), p-cumdrico (21), o-cumdrico (22), cafeico (23) y sinapinico
(24); derivados del dcido benzoico: dcidos gdlico (25), protocatéquico (26), p-
hidroxibenzoico (27), vanilico (28), siringico (29), 3,4,5-trimetoxibenzoico (30) y
gentisico (31); derivados del dcido fenilacético: acidos p-hidroxifenilacético
(32) y homovanilico (33). También se han detectado flavonoides,
fundamentalmente la apigenina (34) y luteolina (35) y, en menor proporcién la
apigenina-7-glucésido (36) vy luteolina-7-glucdsido (37), vanillina (38) y otros
componentes polares de cardcter no fendlico como los écidos quinico (39) y

shiquimico4 8 (40) (figura 1).

22



2. Antecedentes

Derivados del dcido cindmico

O/\/COOH MeO]@/\/COOH XCOOH
N HO/@/\/

Acido cindmico (19) Acido ferUlico (20) Acido p-cumadrico (21)
©\/\/COOH HOD/\/COOH Meo:@/\/COOH
OH HO HO
OMe
Acido o-cumdrico (22) Acido cafeico (23) Acido sinapinico (24)

Derivados del dcido benzoico

HO COOH

HOD/COOH Q/COOH MeO COOH

OH HO
] Acido Acido )
Acido gdlico (25) protocatéquico (26) p-hidroxibenzoico (27)  Acido vanilico (28)

HO COOH MeO COOH
HO COOH
HO M \C[
€0 OH
OMe . OMe
Acido

Acido siringico (29)  3,4,5-frimetoxibenzoico (30) Acido gentislico (31)

Figura 1. Estructuras de los compuestos fendlicos minoritarios presentes en el aceite de
oliva.
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Derivados del acido fenilacético

HO

HO
Acido p-hidroxifenilacético (32) Acido homovanilico (33)

Flavonoides

OH O
Apigenina (34) Luteolina (35)
OH
OH
O OH
° g
H
O HO ¢ e
H O\\\“ w/o H ; O\\\“ "l//o y |
OH
OH OH O
Apigenina-7-glucosido (36) Luteolina-7-glucésido (37)
Otros
COOH COOH
Meoj : CHO f“OH
HO HO” ™~ "OH HO™ OH
OH OH
Vanilina (38) Acido quinico (39) Acido shiquimico (40)

Figura 1 (continuacién). Estructuras de los compuestos fendlicos minoritarios
presentes en el aceite de oliva.

Al alperujo pasan la mayor parte de los compuestos fendlicos presentes
en la aceituna, bien como glucdsidos inalterados o bien como los productos
de las hidrdlisis enzimdatica y quimica que tienen lugar durante la maduracién
del fruto. La concentracion de compuestos fendlicos en el alperujo varia entre
1,3 vy 4,0% sobre residuo seco?, siendo los otros componentes sustancias
minerales, azUcares, dcidos orgdnicos no fendlicos, proteinas, lipidos, taninos y
residuos solidos en suspensidn. Recientemente se ha puesto a punto un

procedimiento, viable desde el punto de vista industrial, para aislar el
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hidroxitirosol presente en el alperujo con un 96% de purezad lo que permite

obtener esta sustancia con un coste razonable.

2.3. Actividad antioxidante de los compuestos fendlicos del aceite de oliva

Diversos estudios han puesto de manifiesto que los polifenoles totales
presentes en el AOV estdn directamente relacionados con la estabilidad
oxidativa del mismo, tanto en recipientes abiertos a baja temperaturas? 70
como a altas temperaturas (100-120° C) por los métodos de oxigeno activo
(AOM) como el método Rancimat®?!. 92, jugando un papel muy importante en
la conservaciéon de las caracteristicas de calidad del aceite. Posteriormente
este hecho ha sido corroborado al encontrarse una correlacion aceptable
con la estabilidad Rancimat a 100° C, corregida con un factor que tiene en
cuenta la susceptibilidad oxidativa de la matriz segin su composiciéon en
dcidos grasos?. Sin embargo como hemos visto anteriormente, la fraccién
fendlica es muy compleja y sus componentes mayoritarios tienen estructuras
quimicas diferentes, aunque la mayor parte de ellos contiene la unidad de

hidroxitirosol o tirosol en sus moléculas.

Mediante estudios de la estabilidad Rancimat de matrices lipidicas se ha
demostrado fehacientemente que las capacidades antioxidantes del
hidroxitirosol, la forma aldehidica del aglucén de la oleuropeina (11) vy el
acetato de hidroxitirosilo (15) son similares entre si y mucho mayores que la del

a-tocoferol, mientras que el tirosol apenas muestra actividad!s 2495 (figura 2).
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120
= Hidroxitirosol
— ® Acetato de hidroxitirosilo a
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Figura 2. Variacién del periodo de induccidn (Pl) con la concentracién de algunos de los
antioxidantes naturales presentes en el aceite de oliva virgen'4.

También se ha comprobado que en matrices lipidicas, el hidroxitirosol
tiene mayor capacidad antioxidante que el dcido cafeico (23), el BHT y el
BHA, aunque algo menor que la del galato de dodecilo?98. Estos resultados
confirman que la mayor actividad anfioxidante la presentan los compuestos

gue contienen, al menos, una unidad orto-catecdlica en la moléculas 74,

Para explicar estos resultados se ha propuesto el mecanismo recogido en
el esquema 3. El fenol transfiere un dtomo de hidrégeno al radical peroxilo
(3a). El radical fenoxilo formado a partir del antfioxidante puede reaccionar
con un segundo radical peroxilo mediante una asociacién radical-radical,
para dar un perdxido, la peroxidienona (3b). Los radicales fenoxilos son
estables por resonancia, y relativamente poco reactivos frente a los dcidos
grasos y el oxigeno, y por lo tanto no son capaces de iniciar o propagar
reacciones de oxidaciéon (3c). Sin embargo, la formaciéon de peroxidienona
puede limitar la eficacia de un antioxidante a temperatura elevada y en
presencia de luz UV, ya que en estas condiciones se generan nuevos radicales
libres (3b).
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Esquema 3. Mecanismo de oxidacién de los fenoles.

La eficacia de los antioxidantes fendlicos depende de la estabilizacion
por resonancia del radical fenoxilo. Esta viene condicionada por los
sustituyentes del anillo aromdtico y por el tamano de los mismos?. Los grupos
donadores de electrones reducen la energia del estado de transicién en la
formacién del radical fenoxilo (esquema 4). Los sustituyentes voluminosos
crean impedimento estérico y proporcionan una mayor estabilidad al radical
fenoxilo. Sin embargo, el impedimento estérico también hace que el

antioxidante sea menos accesible para el radical peroxilo.

LOO" 8 8 .
OH OO O-rHer-QOL | o + LOOH

Esquema 4. Estado de transicion para la formacion del radical fenoxilo.

En el caso del tirosol, al carecer de grupos donadores de electrones, la

energia del estado de fransicién es alta y la formacion del radical fenoxilo es
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reducida. En el BHT, la presencia del grupo alquilo terciario (t-butilo), reduce la
energia del estado de transicion, favoreciéndose la reaccion con los radicales

peroxilicos.

Para el hidroxitirosol y sus derivados se ha propuesto la formacién de un
radical muy estable por la presencia de un enlace de hidrogeno
inframolecular entre el hidrégeno libre del grupo oxidrilo y el radical fenoxilo'0,

LOOH OmH o LOOH

O

Esquema 5. Mecanismo antioxidante del hidroxitirosol por donacién de hidrégeno.

Estudios realizados sobre flavonoides corroboran que la actividad
antioxidante es mucho mayor para compuestos con varios sustifuyentes

hidroxilo, y en particular para las moléculas que tienen un grupo o-difenol101. 102,

2.4. Caracteristicas nutricionales y farmacoldgicas de los polifenoles del AOV

Las propiedades beneficiosas para la salud del aceite de oliva se
atribuyen al perfil Unico de la fraccién fendlica, junto con la equilibrada
composicion en dacidos grasos'®. Por este motivo se han estudiado las
propiedades nutricionales y farmacoldégicas de los extractos fendlicos del

olivo'0410¢ v en particular del hidroxitirosol.

Los estudios realizados in vitro con hidroxitirosol indican que este
compuesto actia como un potente antioxidante'?” reduciendo la oxidacién
de LDL en plasma'®, Ademds, inhibe o reduce las oxidaciones inducidas por
diversos agentes, tales como el hierro en cultivo de hepatocitos'®?, perdxidos
en la nitracion de firosina'!o, perdxidos en el ADN'O 111, e| oxigeno activo en

células Caco-2'"2, perdxidos en eritrocitos''3, radicales peroxilo en la
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membrana celular', perdxidos en tejido hepdtico microsomal de ratas!'’s, el
radical NO* en muestras de aorta de ratas!'é o el terc-butilhidroperdxido en
células hepdticas humanas!'?. Otros efectos son la inhibicion de la activacion
endotelial'’8, de la actividad microsomal hepdtica en humanos''?, y de la
leucocito 5-lipooxigenasa sin inhibir la formacién de tromboxano'?, También se
ha publicado que reduce la agregacion plaguetaria inducida por coldgeno
gue aumenta la deformabilidad de los hematies'?! y que induce la apoptosis
en células tumorales'?2 123, Estudios recientes incluyen al hidroxitirosol y a su
precursor, oleuropeina, en una clase de inhibidores de VIH-1 a nivel de fusidon e

infegracion'4,

En experiencias in vivo con ratas se ha demostrado que no hay
diferencias en la cantidad de compuestos eliminados en la orina entre dosis i.v.
y oral en medio oleoso (99%), mientras que con dosis orales en medio acuoso
sélo se elimina el 75%'?5. Los metabolitos renales son glucurdénidos y sulfatos
conjugados, dcidos homovanilico y 3',4'-dihidroxifenilacético, alcohol

homovanilico y 3',4’-dihidroxifenilacetaldehido'2s,

En experiencias de administracion de hidroxitirosol a humanos se han
detectado 3-O-metil conjugados de dicho compuesto en el plasma'?, siendo
la cantidad absorbida dosis-dependiente  de la  ingestion'?.  Estos
antecedentes han conducido a ensayar el uso del hidroxitirosol como aditivo

funcional en zumo de tomate?, pan2 o salchichas Frankfurt24,

Cabe destacar que, muy recientemente, la Agencia Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA)128 ha publicado una declaracion de propiedades
saludables de los polifenoles del olivo, en base a las numerosas investigaciones
que existen sobre este tipo de compuestos, en la que concluye que existe una
relacion  causa-efecto entre el consumo de dichos polifenoles
(fundamentalmente hidroxitirosol, firosol y sus derivados respectivos) y la
proteccion de las LDL frente al dano oxidativo. Ademds, recomienda una

ingesta diaria de 5mg de hidroxitirosol y sus derivados en aceite de oliva.
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La fraccion fendlica del aceite de oliva presenta un intenso sabor
amargo’- 127130, debido a los derivados secoiridoideos del hidroxitirosol y tirosol.

En cambio los fenoles libres y sus derivados simples son prdcticamente insipidos.

Por ofro lado, se ha demostrado que el tirosol, a pesar de presentar una
menor actividad antioxidante que el hidroxitirosol (figura 2), manifiesta un
efecto protector frente al dano oxidativo en modelos celulares'é, ademds de
mejorar los sistemas de defensa antioxidantes intracelulares'”. Ademds, uno de
los derivados secoiridoideos del tirosol denominado oleocantal (14), posee una
actividad antiinflamatoria similar a la del ibuprofeno'3!. Recientes estudios han
puesto de manifiesto que determinados monofenoles como el tirosol o el dcido
p-cumdrico asi como compuestos o-difendlicos, inhiben la adhesion celular
endotelial inducida por homocisteina independientemente de su actividad
antioxidante, jugando un papel clave en el control de procesos asociados a
inflamacion'32, Por Ultimo, otra evidencia que resalta la actividad bioldgica del
tirosol es su capacidad para inducir proteinas relacionadas con la longevidad

en ratas’ss.,

2.5. Obtencién de hidroxitirosol

2.5.1. Aislamiento a partir de residuos del olivar

Los residuos generados por la industria olivarera son una excepcional
fuente de hidroxitirosol. Su aislamiento y posterior purificacién a partir de estas
fuentes han dado lugar a distintos estudios de bioactividad, biodisponibilidad,

toxicologia o de interacciones con ingredientes alimentarios.

Hasta la fecha se han descrito numerosos ensayos para la produccién de
hidroxitirosol de alto grado de pureza empleando para ello distintos
procedimientos a partir de distintas fuentes como las hojas del olivo, las aguas
de lavado de las aceitunas o el alperujo. Asi, Nucci y col.'3* han sido capaces

de producir grandes canfidades de hidroxitirosol de alta pureza mediante la
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biotransformacién de extractos de hojas de olivo por la accidon de un enzima
B-glucosidasa hipertermofilico inmovilizado en un soporte de quitosano,
aprovechando asi la capacidad de la quitina y el quitosano de adsorber
moléculas polares como el hidroxitirosol. Otro procedimiento para la obtencion
de hidroxitirosol a partir de las hojas de olivo emplea didxido de carbono

supercritico sobre el extracto crudo obtenido de la hoja'?s.

Por otro lado, también ha sido ampliamente estudiado el aislamiento y
purificacion de hidroxitirosol a partir de las aguas de lavado de las aceitunas,
asi como de las aguas residuales que se generan durante el procesado de las
mismas. En este sentido, Brenes y col.'3 pusieron a punto un procedimiento
protegido bajo patente por el que, tras una etapa de almacenamiento vy
fermentacion, se lleva a cabo un proceso de extraccion con ultrafiltracion y
adsorcién en resinas no idnicas que da lugar a un exfracto cuya

concentracién en hidroxitirosol estd entre el 60 y 80%.

Ferndndez-Bolanos y col.88 han desarrollado un sistema de aislamiento y
purificacion de hidroxitirosol a escala industrial a partir del alperujo, igualmente
protegido bajo patente. En este caso la etapa clave del proceso es el empleo
de una resina de intercambio idnico que es la encargada de atrapar los
antioxidantes de la fraccién acuosa, seguido de una elucién con agua. A
continuacién se emplea otra resina, esta vez no idnica, que se lava con una
mezcla de metanol/agua o etanol/agua. Una vez que se eliminan los

disolventes se obtiene el hidroxitirosol en un 95% de pureza.

2.5.2. Sintesis de hidroxitirosol

Teniendo en cuenta los buenos resultados obtenidos en la mayoria de
investigaciones que se estdn llevando a cabo en relaciéon al hidroxitirosol y sus
propiedades, parece razonable la busqueda de nuevas formas para su
obtenciéon. Por ello, numerosos grupos han llevado a cabo distintos ensayos

para su sintesis mediante procedimientos sencillos y que sean
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econdmicamente ventajosos. Asi, Bianco y col.’¥ llevaron a cabo la sintesis de
hidroxitirosol mediante la reduccién con borohidruro sédico (NaBH4) del 3,4-

dihidroxifenilacetato de metilo (41) con un rendimiento del 80% (esquema 6).

OH
OH oH
NaBH, OH
H,O
OMe
OH
(@)

(41) (1)

Esquema 6. Sintesis de hidroxitirosol por Bianco y col.'3.

Espin y col.’38 por otfra parte llevaron a cabo la biotransformacion del
tirosol en hidroxitirosol mediante una oxidacién catalizada por una oxidasa que
cataliza reacciones de hidroxilacién de fenoles a o-difenoles y o-quinonas. De
forma similar, Allouche y Sayadi'®® prepararon hidroxitirosol a partir de tirosol
usando la especie bacteriana Serratia marcescens, con un rendimiento del

80% tras siete horas de incubacion (esquema 7).

OH OH

OH
S. marcescens o
7 horas

OH OH

2 1

Esquema 7. Sintesis de hidroxitirosol por Allouche y Sayadi'3e,

Mds recientemente Bovicelli y col.’™¥ han descrito la sintesis de
hidroxitirosol a partir de tirosol siguiendo una ruta en varias etapas, todas ellas

con excelentes rendimientos, tal y como se muestra en el esquema 8.
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OH OH OH
Br OMe
NaBr, Oxone® _ MeONg, MeOH -
Acetona, H,O CuBr, DMF
0°C 120°C
OH OH OH
2 (42) (3)
OAcC OH OH
OMe OH OH
AcoO, AcOH BBrs. CH,Cl, CH,CI
50°C -20°C 30% HCI, ta
OAcC OAc OH

(43) (15) (M

Esquema 8. Sintesis de hidroxitirosol por Bovicelli y col.’40,

Ademds de los articulos mencionados, han surgido varias patentes en las
que se describe la sintesis de hidroxitirosol. Asi, Bernini y col.'4! sintetizan
hidroxitirosol a través de una desmetilacién oxidativa del alcohol homovanilico

previa proteccién del alcohol primario presente en su estructura.

Finalmente, Alvarez de Manzaneda y col.'#2 describen la sintesis de
hidroxitirosol empleando como productos de partida 3,4-

metilidendioxibencenos.

2.6. Derivados sintéticos del hidroxitirosol y tirosol

Como se ha visto hasta ahora, el hidroxitirosol es un excelente
anfioxidante con un gran afractivo industrial para su inclusion como
componente funcional de alimentos. Sin embargo, presenta el inconveniente
de su bagja solubilidad en las grasas a las que debe proteger. Esta misma
caracteristica hace ademds que su biodisponibilidad sea escasa. Por ello, no
es de extranar que en los Ultimos anos haya aumentado el interés en la
obtencién de derivados sintéticos que, manteniendo la actividad antioxidante

original, posean caracteristicas funcionales mejoradas, fundamentalmente el
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aumento de la lipofilia, lo que permitiria aumentar la biodisponibilidad de este
fipo de derivados. Por ofro lado y como ya se ha mencionado anteriormente,
a pesar de que el ftirosol presenta una actividad antfioxidante
significativamente inferior a la del hidroxitirosol, recientes estudios ponen de
manifiesto que el tirosol proporciona un potente efecto protector frente al
dano oxidativo en sistemas celulares y mejora el sistema defensivo

antioxidante intracelularté 17,

Por todo lo expuesto anteriormente, es razonable que los primeros
derivados sintéticos preparados hayan resultado ser andlogos a los
encontrados de forma natural (véase apartado 2.2). De esta forma, se ha
descrito la obtencion del acetato de hidroxitirosilo (15)%7 95 y otros ésteres
derivados de hidroxitirosol de naturaleza lipofilica (44-49)30. 57. 143, asi como la
obtencion del acetato de ftirosilo (16) y otros ésteres derivados de tirosol (50-
55)31.

También se ha descrito la sintesis de otros derivados con estructura de

isocromano, igualmente con diversos sustifuyentes que permiten modular su

balance hidréfilo-lipdfilo (17, 18, 56-59) 144145,

HO O R O R
O O
HO HO

(15) R = CH3, acetato de HTy (16) R=CHs;, acetato de Ty
(44) R = C3H7 , butirato de HTy (50) R =C3Hy, butirato de Ty
(45) R = Cy1Hyp3 ., laurato de HTy (51) R=CyiHys ., laurato de Ty
(46) R = Cy5H3; , palmitato de HTy (52) R=Cis5Hz; , palmitato de Ty
(47) R = Cy7H35 , estearato de HTy (53) R=C,7Hs5, estearato de Ty
(48) R = Cy7H33 , oleato de HTy (54) R=C4yH33, oleato de Ty
(49) R = Cy7H3; . linoleato de HTy (55) R =C;7H3; ., linoleato de Ty

HO
o0 f——
HO O
HO

(17) H H

o (18) H OMe
HO O (57) OH OH
R, (58) OMe  OH

(56) (59) OCgH;; OCgHyy

R2
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Todos estos derivados sintéticos presentan una actividad antfioxidante
similar al propio fenol de partida libredo 31. 145 siendo algunos de ellos incluso mds
potentes que éste en determinadas condiciones!#. Actualmente se estdn
realizando diversos estudios de la actividad farmacoldgica de los mismos,
habiéndose encontrado que tanto los ésteres'¥ como los isocromanos'#
derivados de hidroxitirosol presentan actividad anticancerosa. Ademds, se ha
demostrado que tanto el hidroxitirosol como su acetato ejercen un efecto
neuroprotector en modelos de hipoxia-reoxigenacién en ratass®, asi como que
ambos compuestos, cuando son administrados a ratas por via oral, inhiben la
agregacion plaguetaria inhibiendo la sintesis de tromboxano y la produccién

de éxido nitrico3e.

Recientemente se ha publicado la sintesis de otros derivados (60-63) de
este tipo de compuestos en los que uno de los OH fendlicos es sustituido por un
grupo éster de naturaleza lipofilica8, a diferencia de los primeros donde la
modificacion se produce en el alcohol primario de la cadena alquilica. La
evaluacion de la capacidad de captacion de radicales libres para este tipo
de compuestos (figura 3) en comparacién con sus andlogos con los dos OH
fendlicos libres (64, 65), mostrd que aquéllos en los que la modificacién tuvo
lugar en el OH fendlico poseen peor actividad que los que se modificaron en
el alcohol primario. Esta diferencia se acentla al evaluar la actividad
antioxidante en una matriz lipidica mediante el ensayo Rancimat® (figura 4).
Estos estudios ponen de manifiesto que la posicidn en la que se introduce el
grupo acilo juega un papel determinante en la actividad antioxidante de este

fipo de derivados.
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Figura 3. Capacidad de captacién de radicales libres por el
método ABTS para los compuestos 60-63 comparada con los
compuestos 64 y 65.
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Figura 4. Periodos de induccion de los compuestos 60-63
comparado con los de los compuestos 64 y 65.

Md&s recientemente se ha descrito la sintesis de un nuevo éster de
hidroxitirosol derivado del dcido o-lipoico’?. El dcido o-lipoico es un compuesto
no fendlico presente en algunos alimentos como la patata, carne roja vy trigo,
ademds de ser un cofactor natural de numerosos complejos multienzimdaticos
que se encuentra tanto en organismos eucariotas como procariotas en los que
juega un papel esencial en el metabolismo de éstos'#’. Este nuevo compuesto
(66), derivado de dos sustancias con actividad bioldégica por separado,
demostré poseer un efecto antiproliferativo sobre la linea celular HT-29 del

adenocarcinoma colorectal humano mayor que sus precursores por separado.

Acido a-lipoico Hidroxitirosol

OH

Por Ultimo, indicar que el Unico antecedente relativo a los éteres de
hidroxitirosilo aparece en un articulo publicado recientemente!®, donde se
describe la actividad antioxidante de diversos derivados de fenetilo, entre los
que se encuentran los compuestos 67-69. No obstante, la preparacién de estos
derivados no se describe en ese articulo estando protegida bajo patente’s!,

tanto su sintesis como su aplicaciéon en casos de nefritis.
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HO @) Ro
(67) OH OH H
(68) OH H OH
HO R3

(68) H OH OH

2.7. Relacion estructura/actividad de los antioxidantes fendélicos

La actividad antioxidante de los derivados fendlicos puede verse
afectada, enfre ofros motivos, por diferencias en sus estructuras. A
continuacién se describen los diferentes aspectos estructurales que pueden

influir en dicha actividad.

2.7.1. Influencia del nUmero de hidroxilos fendlicos

La presencia de grupos hidroxilos fendlicos es la principal causa
responsable de la actividad antioxidante y de captacion de radicales libres en
este tipo de compuestos. Los fenoles donan el dtomo de hidrégeno del OH
fendlico al radical libre, de forma que se detiene la fase de propagaciéon del
proceso de oxidacion, ya visto en el apartado 2.1. Diversos estudios en los que
se compara la captacion de radicales libres de hidroxitirosol y tirosol'52 153, han
mostrado que el hidroxitirosol posee una actividad mucho mayor que el tirosol.
Se obtuvieron resultados similares al comparar los periodos de induccion (Pl)
mediante el ensayo Rancimat® en el que el hidroxitirosol mostrd tiempos de

induccidén hasta cinco veces superiores que el tirosol's 154 (figura 2).

Comparaciones entre hidroxitirosol y los dcidos gdlico (25) vy
protocatéquico (26) o sus alcoholes correspondientes, alcohol gdlico (70) vy
alcohol protocatéquico (71)'55 15, muestran que la presencia de un tercer
grupo hidroxilo en el anillo aromdtico aumenta la capacidad antioxidante,

como se deduce de los ensayos de la capacidad de captaciéon de radicales
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libres y los tiempos de induccidon en el ensayo Rancimat® mostrados en la figura
5.

HO HO
OH :©/\OH
HO HO

OH
(70) (71)
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Figura 5. Periodos de Induccidén obtenidos en el ensayo Rancimat para
hidroxitirosol (1), alcohol gdlico (70) y alcohol protocatéquico (71).

2.7.2. Influencia del nmero de grupos metoxilo (OCH3)

La presencia de grupos metoxilo como sustituyentes en anillos aromaticos
de compuestos fendlicos naturales con capacidad antioxidante, es muy
comun. Asi por ejemplo, los encontramos en alcoholes fendlicos como alcohol
vanilico (72) o alcohol homovanilico (3) y dcidos fendlicos como acido vanilico
(28), dcido homovanilico (33), dcido siringico (29) o dcido ferdlico (20). Los
primeros datos obtenidos mediante ensayos de captacion de radicales libres
para este tipo de compuestos'™, han mostrado mejores resultados para el
caso del dcido cafeico (23) en cuya estructura estd presente la unidad orto-
catecdlica, que para el caso del dcido fervlico, en el cual un grupo metoxilo

reemplaza a uno de los OH fendlicos. Ademdads, mediante el método Rancimat®
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se confirma esta tendencia ya que el dcido cafeico protege mucho mejor las
matrices lipidicas que el dcido ferllico con tiempos de induccion tres veces
superiores'®. Otro estudio comparativo entre alcoholes fendlicos en cuya
estructura se encuentra la unidad orto-catecdlica y alcoholes fendlicos que
presentan uno o dos grupos metoxilos en lugar de los OH fendlicos's, muestra
que la capacidad de captacion de radicales libres es mayor en el caso de los
compuestos con la unidad orto-catecdlica intacta (figura 4). Este es el caso
del alcohol protocatéquico (71), hidroxitirosol (1) y alcohol dihidrocafeico (73).
Esta capacidad cae en el caso de los compuestos monofendlicos como el
alcohol vanilico (72) o el homovanilico (3). Por Ultimo, aquellos compuestos
con los dos OH metilados son los que presentan la menor capacidad de
captacion de radicales libres, como es el caso del alcohol verdatrico (74),

alcohol homoverdatrico (75) o el 3-(3',4’-dimetoxifenil) propanol (76).

MeO HO MeO
HO HO MeO

(72) (73) n
(74) 1
(75 2
(76) 3
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Figura 6. Capacidad de captacién de radicales libres por el método DPPH para
hidroxitirosol (1), alcohol protocatéquico (71). alcohol dihidrocafeico (73), alcohol
vanilico (72), alcohol homavanilico (3), alcohol verdtrico (74), alcohol
homoverdtrico (75) y 3-(3',4’-dimetoxifenil)propanol (76).

2.7.3. Influencia de la longitud y naturaleza de la cadena alquilica

La longitud de la cadena alguilica que conecta el anillo aromdtico con
el grupo carboxilico o alcohol juega un importante papel en la actividad de
este tipo de compuestos, ayudando de alguna manera a la estabilizacion del
radical formado durante el proceso de oxidacion. En este sentido,
recientemente se ha llevado a cabo un estudio en el cual se evaluaron los
tiempos de induccidon a diferentes concentraciones de los dcidos vanilico (28)
y homovanilico (33) en aceite de oliva refinado'*, encontrdndose que el
dcido homovanilico posee mejores Pl que el dcido vanilico debido a la mayor
longitud de la cadena alquilica. Un estudio mds reciente!®, en el cual se lleva
a cabo la comparacién de la capacidad de captacién de radicales libres
entre tres ftipos de alcoholes fendlicos (alcohol protocatéquico (71),
hidroxitirosol y alcohol dihidrocafeico (73)), ha puesto de manifiesto que un
aumento en la longitud de la cadena alquilica produce un incremento de la
capacidad antioxidante. Este hecho se corrobora en el ensayo Rancimat®, en
el que se observa que los tiempos de induccidn son mayores para aguellos

compuestos con mayor longitud de cadena.
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Sin embargo, tal y como se puede observar en la figura 6, el aumento en
la longitud de la cadena alquilica no produce el mismo aumento en la
actividad antioxidante que el producido por el mayor nUmero de OH fendlicos

en la estructura de los compuestos.

Es posible, ademds, que este tipo de compuestos presente un doble
enlace en la cadena el cual podria tener efecto sobre la capacidad
antioxidante. Moon y col.'*® compararon la capacidad antioxidante mediante
el ensayo DPPH para el édcido cafeico (23) y dihidrocafeico (77) sin encontrarse
diferencias significativas. Sin embargo, estudios posteriores han mostrado que
el compuesto 77 tiene una capacidad de captacidon de radicales libres

aproximadamente 1,6 veces mayor que el compuesto 23157-161,

HO HO

HO HO
(23) (77)

2.8. Métodos de evaluacion de la actividad antioxidante

La actividad de las sustancias con potencial capacidad antioxidante, ya
sean naturales o sintéticas, se puede estudiar por diversos métodos usando
sistemas modelo. Estos métodos difieren en duracidon, modo de medida vy
condiciones de temperatura, oxigenacion y medio'é21¢4, El medio puede ser
una matriz lipidica, una emulsibon o un medio acuoso. Las sustancias
antioxidantes no presentan el mismo comportamiento bajo estas diferentes
condiciones. Este hecho se ilustra bien mediante la llomada “paradoja polar”,
segun la cudl, los antioxidantes de naturaleza polar son mas eficaces en un
ambiente lipofilico, mientras que los antioxidantes apolares son mds activos en
un medio emulsionado'®, Esta paradoja puede ser explicada por las

propiedades interfaciales de los antioxidantes y sus coeficientes de reparto en
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el medio'¥, asi como por la naturaleza del sustrato lipidico, el pH, la

temperatura y composicion de las fases'é?. 168,

Sin embargo, diversos estudios han puesto de manifiesto algunas
excepciones a esta teoria. Asi, en una revision reciente!é® se concluye que
existe una clara relacion entre la longitud de la cadena alquilica en ésteres
derivados de compuestos fendlicos lipofilicos y la actividad antioxidante de los
mismos. De esta forma, los derivados que presentan cadenas alquilicas de
longitud intermedia son capaces de mejorar la eficacia de anfioxidantes
fendlicos en emulsibn mejor que aquellos antioxidantes de cadena larga
(tabla 2).

Tabla 2. Longitud de cadena alquilica
6ptima para derivados de compuestos fendlicos lipofilicos en emulsiones
Derivado con mdaxima

Antioxidante fenélico

eficacia
Acido clorogénico C12 (dodecil éster)
Acido rosmarinico C8 (octi éster)
Hidroxitirosol C12 (lauril éster)
Acido dihidrocafeico C8 (octil éster)
Rutina C12 (lauril éster)

Por todo lo anteriormente expuesto, cuando se pretende evaluar la
actividad antioxidante de cualquier sustancia, se hace necesario utilizar mds
de un método para comprobar la potencia antioxidante de la misma en

diferentes condiciones.

Los distintos métodos de estudio de la actividad antfioxidante se han
clasificado de diferentes formas'’0175 empledndose algunos de ellos tanto en
alimentos como en sistemas bioldgicos, por lo que a veces es dificil expresar en
qué tipo de muestra son mds adecuados. De forma general, se puede indicar
que estos métodos han evolucionado desde los procedimientos quimicos,
utilizados inicialmente en alimentos, hacia los métodos ex vivo que emplean

tejidos o fluidos bioldgicos!7é. Todos ellos tienen en comun la presencia de un
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agente oxidante, un sustrato adecuado y una estrategia de medida del punto

final.

De manera general y basdndose en la reaccion quimica que tiene lugar,
los principales métodos de medida de la capacidad antioxidante se pueden
clasificar en dos categorias: los basadas en una reaccién de transferencia de
un atomo de hidrégeno (HAT) y los basadas en una reaccién redox mediante
la transferencia de un electron del antioxidante (ET)!70. Ambos mecanismos se
dan siempre en paralelo donde la contribucidn de uno u otro va a depender
de la naturaleza del disolvente y del potencial redox de las especies
implicadas. Generalmente, en disolventes apolares el mecanismo HAT es el
predominante, mientras que en disolventes polares como es el metanol o
etanol, el mecanismo ET es el que prevalece. Tanto los métodos HAT como ET
se proponen para medir la capacidad de secuestro de radicales, indicador de

la capacidad potencial antioxidante de la muestra'0,

2.8.1. Métodos basados en el mecanismo ET

Existen multitud de métodos basados en mecanismos de transferencia de
electrones que miden la capacidad reductora de los antfioxidantes. El agente
oxidante cambia de color cuando se reduce al captar un electron del
antioxidante, y el cambio de color se correlaciona con la concentracién del
anfioxidante. Entfre ellos cabe destacar los métodos FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power), DPPH (radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) y ABTS (dcido 2,2'-

azino-bis-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico).

En este mecanismo, el efecto del pH causa una influencia importante
sobre la capacidad reductora de los antioxidantes, por lo tanto es un
pardmetro a controlar y tener en cuenta. En condiciones dcidas, como ocurre
en el método FRAP, la capacidad reductora puede ser modificada debido a
la protonacién de los compuestos antioxidantes, mientras que en condiciones
bdsicas la disociacion del protén del compuesto fendlico mejora la capacidad

reductora del antioxidante.
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2.8.1.1. Método FRAP

El método FRAP, fue desarrollado para medir el poder antioxidante de
forma sencilla y simple. Fue puesto a punto por Miller y col.'’7 y Rice-Evans y
col.’’8, Inicialmente se aplicaba para determinar la actividad antioxidante en
plasma; sin embargo, actualmente se ha ampliado el campo de actuacién a
otras matrices, incluyendo alimentos tales como el té o el vino!'7%-181 y [a mejora
fue desarrollada por Re y col.’®2, Esencialmente se basa en la reduccion del
complejo 2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina (TPTZ)-Fe(lll) a su forma ferrosa Fe(ll) por
acciéon del anfioxidante, la cual muestra una absorcion maxima a 595nm
(esquema 9). Tras la adicidén del antioxidante se produce la reduccion de éste
complejo, seguida de un aumento de absorbancia proporcional a la

concentracién y actividad del antioxidante adicionado.

TPTZ-Fe (Ill) : TPTZ-Fe (l)
Incoloro T Azul (595nm)

Reductor (Antioxidante)
pH=3,6 19=37°C

Esquema 9. Reduccidén del complejo TPTZ-Fe (lll) a TPTZ-Fe (Il).

2.8.1.2. Método DPPH

El método DPPH es uno de los métodos mds antiguos. Fue utilizado en
primera instancia en los anos 50 para la determinacion de donadores de
protones en productos naturales. Mdas tarde pasé a ser utilizado para
determinar el potencial antioxidante de compuestos fendlicos aislados o en
alimentos!73. Consiste en determinar la capacidad de captura del radical libre
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH*) por parte de los compuestos antioxidantes. El
radical libre DPPH* presenta un mdaximo de absorcidon a 515nm en metanol y

tras la adicién del antioxidante tiene lugar la reduccién del radical libre DPPH*
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a su correspondiente hidracina'® con la consiguiente disminucién de
absorbancia, que resulta ser inversamente proporcional a la concentracion y

al tiempo de reaccién del antfioxidante!s4 185 (esquema 10).

DPPH® + AH —_— DPPH — H + A

Esquema 10. Reduccion del radical DPPH* en presencia de un antioxidante

La ventaja fundamental de este método radica en el uso de un radical
estable y comercial. Asimismo, la alta reproducibilidad del método lo convierte
en una alternativa ampliamente utilizada para la evaluacién de la actividad

antioxidante en alimentos.

2.8.1.3. Método ABTS

El método ABTS mide la capacidad de un compuesto oxidante para
reducir el idn Fed* (férrico) a Fe?* (ferroso) en un medio dcido. Se basa en la
inhibicion de la absorbancia a 730nm del radical catiéon ABTS**, cromdforo
verde-azulado que se reduce en presencia del anfioxidante perdiendo color
proporcionalmente's2, Este método es aplicable al estudio de anfioxidantes
tanto lipofilicos como hidrofilicos, compuestos puros y extractos de alimentos.
Su aplicacion resulta sencilla al no necesitar altas temperaturas para la
generacion de los radicales y la actividad antfioxidante puede ser evaluada en
un amplio rango de pH!'8¢, Este método no es Util para aquellos antioxidantes
gue contengan grupos SH en sus estructuras, como el glutation. Ademdas se
tfrata de un método simple y barato que Ultimamente ha encontrado
aplicacién en la determinacién de la capacidad antfioxidante en el

plasma!7?.187,
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2.8.2. Métodos basados en mecanismos HAT

Estos métodos se basan en una reaccién quimica de competencia,
donde un anfioxidante y un sustrato compiten por los radicales peroxilo
generados a través de la descomposicion de azocompuestos. Por tanto, los
métodos basados en mecanismos HAT cuantifican la capacidad donadora de
dtomos de hidrégeno por parte de los antioxidantes. Entre estos métodos se
incluyen el ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), el TRAP (Total
Radical Trapping Antioxidant Parameter) y el CAT (Conjugated Autoxidizable
Triene). Ambos se diferencian tanto en el tipo de sustrato utilizado como en las

condiciones de reaccién y en los métodos de cuantificacion.

2.8.2.1. Método TRAP

El método TRAP'88 ha sido el mds usado durante los anos 80 y 90. Usa
radicales peroxilos generados por el AAPH (dihidrocloruro de 2,2'-azobis(2-
amidinopropilo)). Tras anadir el AAPH a la muestra, la oxidacion de los
materiales oxidables se registra por la medida del oxigeno consumido durante
la reaccion. Durante un periodo de induccidon, esta oxidaciéon es inhibida por
los antioxidantes. La duracién del periodo de induccién (fase de retraso) se
compara con la de un patrén que es el TROLOX (dcido é-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcroman-2-carboxilico, 78) a una concentracién conocida.

HO @)

OH
(78)
El principal problema de este método radica en la determinacion del
punto final, ya que el electrodo de oxigeno no mantiene su estabilidad

durante todo el periodo de tiempo requerido. Por ello, ofrece un alto grado de

imprecision.
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2.8.2.2. Método ORAC

El método ORAC se aplica para medir la capacidad antioxidante tanto
en alimentos'® como en muestras bioldgicas'?. Inicialmente se puso a punto
con B-ficoeritrina (B-PE) como sustancia fluorescente. Sin embargo, Ou y col.'?!
encontraron que la B-PE presentaba algunos inconvenientes debido a la
inestabilidad en las condiciones de trabagjo al tratarse de una proteina
fotoinestable y a su reaccidén con los polifenoles. Por este motivo se reemplazd
la B-PE por fluoresceina, FL, sustancia sintética fluorescente cuyo producto de

reaccion estd bien caracterizado'4s.

La prueba ORAC da una medida directa de la capacidad anfioxidante
frente a radicales peroxilo tanto de compuestos hidrofilicos como lipofilicos!?2.
En general, la fluorescencia disminuye en presencia de un radical libre y se
mantiene a lo largo del tiempo ante un antioxidante. La cuantificacion del
drea neta bajo la curva obtenida del descenso de la intensidad de
fluorescencia proporcionada por la fluoresceina en presencia de un
antioxidante a lo largo del fiempo, se relaciona directamente con la
capacidad antfioxidante del compuesto a analizar. Por fanto, el descenso de
fluorescencia va a depender de la concentracidon del radical libre, de la

concentracién del antioxidante y de su actividad.

La capacidad antfioxidante total, medida como valor de ORAC, presenta
una correlacion significativa con el contenido fendlico total en tés, frutas y
suplementos antioxidantes de productos naturales con un coeficiente de

correlacion lineal superior a 0,85187,

Hay distintas formas de expresar los resultados en funcion del método
utilizado. Una de ellas, ampliamente utilizada y aplicable a casi todos los
métodos, tantos los basados en mecanismos HAT como ET, es el pardmetro
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity ). Este pardmetro fue introducido

por primera vez con el método ABTS para representar la capacidad
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antfioxidante de diversas sustancias en comparacidon con un antioxidante

estandar y estable, el Trolox (80), un andlogo hidrosoluble de la vitamina E'73.

2.8.2.3. Método CAT

El método CAT (Conjugated Autoxidizable Triene) es un novedoso
método puesto a punto por Laguerre y col.'?3. Este ensayo se basa en
propiedades espectrales de los frigicéridos (TAG) naturales presentes en el
aceite de tung, que se obtiene de las semillas de Aleurites fordii, un drbol de
pequeno tamano de la familia de las euforbidceas. Dichos triacilgliceroles
contienen alrededor de un 86% de una mezcla isomérica de dcido
eleoestedrico, practicamente compuesto en su totalidad por el a isémero (A’c,
At, A13t) el cual es un dcido octadecatrienoico con un trieno conjugado que
posee una alta sensibilidad oxidativa y una fuerte absorcion en el ultravioleta a
273nm. Bajo condiciones de oxidaciéon inducidas por un agente que genera
radicales peroxilo [2,2'-azobis(2-amidinopropano), AAPH] a 37°C, la
degradacién de los trienos conjugados en emulsion en un buffer fosfato a pH
7.2, viene acompanada de una decoloracidon a 273 nm. La adicidon de
compuestos fendlicos da lugar a un retraso del proceso de oxidacion y permite
la determinacion espectrofotométrica de la capacidad antioxidante en

comparacioén con Trolox.

2.8.3. Determinacién de la oxidacion lipidica

Por otro lado, los métodos de determinacion de la oxidacion lipidica han
sido muy desarrollados. Los sustratos lipidicos utilizados incluyen diversos tipos
de grasas y aceites, el dcido linoleico, los ésteres metilicos de dcidos grasos y
las LDL'74. La oxidacién puede ser iniciada por la accidon de iones metdlicos

(cobre, hierro), sustancias prooxidantes o por aplicacién de calor.
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Dentro de este grupo de métodos, el mds usado es el método Rancimat®
es un ensayo de oxidaciéon lipidica acelerada mediante el uso de alta
temperatura (normalmente 100°C o una temperatura superior), en el que se
mide la conductividad producida por las sustancias voldtiles de bajo peso
molecular (por ejemplo, el dcido férmico) generadas por la oxidacion de una
grasa o aceite comestible!™. La adicion de un antioxidante produce la
inhibicion de la oxidacion vy los resultados se obtienen evaluando el periodo de
induccidon de un control y la muestra, de modo que a mayor tiempo de

induccién mayor actividad antioxidante.
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3. OBJETIVOS

Nuestro grupo de investigacion, en colaboracién con el Instituto de la
Grasa (CSIC), el Departamento de Farmacologia y Pediatria de la Facultad de
Medicina de la Universidad de Malaga, el Instituto de Ciencia y Tecnologia de
los Alimentos y Nutricibn de Madrid (ICTAN, CSIC) y el centro Venta del Llano
(Mengibar, Jaén) del Instituto de Formacién Agraria y Pesquera (IFAPA) de la
Junta de Andalucia, se ha dedicado en los ultimos afios al estudio de los
derivados de hidroxitirosol y otros biofenoles presentes en el aceite de oliva
virgen, asi como a la preparacion de nuevos derivados de dichos fenoles que
presentaran una actividad antioxidante comparable y un balance
hidrofilo/lipéfilo mejorado. Estos derivados, ésteres e isocromanos de
hidroxitirosol, debian ser, ademas, accesibles mediante procesos sintéticos
simples a partir de hidroxitirosol procedente del alpechin y/o alperujo,
productos de desecho muy abundantes en la Comunidad Andaluza, lo cual

permitiria disponer de aditivos antioxidantes potentes y econdmicos.

Del estudio del metabolismo de los ésteres anteriormente mencionados,
se deduce que éstos son hidrolizados casi en su totalidad en el tracto digestivo
tras su ingesta, generando hidroxitirosol libre, poco biodisponible a nivel
intestinal. Otros derivados lipofilicos de este tipo de compuestos fendlicos, mas
resistentes a la hidrdlisis acida, podrian pasar intactos en su mayor parte al
torrente circulatorio, con lo que ademas de sus propiedades antioxidantes en
alimentos grasos, poseerian funcionalidad de modo que pudieran mantener su
actividad biolégica y sus potenciales efectos beneficiosos sobre la salud tras su

ingesta.
Por ello, y en base a los antecedentes descritos en el apartado anterior,

los objetivos propuestos al comienzo del trabajo de investigacion que se

recoge en la presente Memoria fueron los siguientes:
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3.1. Sintesis de éteres alquilicos derivados de compuestos fendlicos presentes

en el olivo

Se han preparado series homdlogas de éteres alquilicos derivados de
compuestos fendlicos presentes en el olivo, en los que el nimero de atomos de
carbono de la cadena alquilica lateral varia desde 1 hasta 18. Para ello se han
utiizado como productos de partida tres de los compuestos que estan
presentes en la fraccion fendlica del AOV como son el hidroxitirosol (1), tirosol
(2) y alcohol homovanilico (3). Como fuente de hidroxitirosol se ha empleado
un extracto enriquecido procedente del alperujo, proporcionado por el grupo
del Dr. Juan Ferndndez Bolafos del Instituto de la Grasa (CSIC, Sevilla), el cual
ha sido purificado antes de su utilizacion. La variabiidad de compuestos
obtenidos nos ha permitido, por un lado, la modulacién de la lipofilia, y por
otro, estudiar la relacion estructura quimica-actividad antioxidante para este

tipo de compuestos.

Asimismo, se propone la sintesis de derivados de otro tipo de compuesto

en el que los OH fendlicos se encuentran protegidos por un puente metilideno.

3.2. Sintesis de hidroxitirosol y nuevas formas protegidas

Se presenta una alternativa para la sintesis de hidroxitirosol (1) a partir de
tirosol (2) comercial mediante una oxidacion del tipo Baeyer-Viliger como
etapa clave en el esquema sintético seguido. Esta etapa de la investigacion se
ha llevado a cabo en colaboracion con el grupo del Profesor Giovanni Zappia
del Dipartimento di Scienze Biomolecolari della Universita degli Studi “Carlo Bo”

de Urbino, Italia.
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3.3. Evaluacioén de la actividad antioxidante de los compuestos sintetizados

mediante métodos quimicos

Una vez sintetizados, se ha procedido a estudiar la actividad antioxidante
de los éteres alquilicos obtenidos, comparando su comportamiento con
sustancias patrones, tales como: los propios compuestos fendélicos de partida
hidroxitirosol (1), tirosol (2) y alcohol homovanilico (3), ademas del
butilhidroxitolueno (BHT, 43) y el o-tocoferol (4). Para ello, y dada la
conveniencia de utilizar mas de un método de estudio como ha quedado
recogido en el apartado 2.8. de los antecedentes, se han escogido cuatro
métodos diferentes para tal evaluacion. Estos estudios se han llevado a cabo
en colaboracion con el grupo de la Dra. Raquel Mateos tanto en el centro

Venta del Llano (IFAPA, Jaén) como en el ICTAN (CSIC, Madrid).

3.3.1. Método Rancimat®

Se ha evaluado la estabilidad oxidativa de una matriz lipidica (aceite de

girasol purificado) previamente sembrada con cantidades crecientes de las

distintas sustancias estudiadas. Este ensayo se realiza en un ambiente

completamente apolar.

3.3.2. Método FRAP (Ferric Redicing/antioxidant power)

Se trata de un método de evaluacibn en medio polar basado en la

reduccion del complejo TPTZ-Fe(lll) por accion del antioxidante analizado.

55



3. Objetivos

3.3.3. Método ABTS (acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico)

Se basa en la inhibicion de la absorbancia a 730nm del radical catién
ABTS*=, cromoforo verde-azulado que se reduce en presencia del antioxidante

perdiendo color proporcionalmente.

3.3.4. Método ORAC (Oxygen Radical Scavenging Capacity)

Este método da una medida directa de la capacidad antioxidante frente

a radicales peroxilo tanto de compuestos hidrofilicos como lipofilicos.

3.4. Determinacion de la actividad biol6égica de los compuestos sintetizados

3.4.1. Evaluacion de la lipoperoxidacion lipidica de la membrana de los

glébulos rojos y de la hemolisis oxidativa

Estos ensayos se han llevado a cabo en colaboracibn con el
Dipartimento di Scienze Biomolecolari della Univesita degli Studi “Carlo Bo” di

Urbino (italia).

El objetivo ha sido evaluar la capacidad de proteccién de los nuevos
éteres de hidroxitirosilo sintetizados en glébulos rojos frente a su oxidacién
forzada determinando la produccién de malondialdehido (MDA), uno de los
productos derivados de la peroxidacion lipidica, asi como la proteccion frente

a la hemolisis.
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3.4.2. Estudio de la actividad anticancerigena

Estos ensayos se han llevado a cabo en el Departamento de
Farmacologia y Farmacocinética de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Sevilla. En ellos se ha evaluado la actividad citotoxica de estos
compuestos, asi como la posible selectividad de los mismos frente a células

cancerigenas.
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4.1. Productos comerciales

Las sustancias comerciales usadas han sido Ias siguientes:

e 2,2'-Azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) amdnico 98% (Sigma)
e 2,2'-Az0-bis-(2-metilpropionamida)dihidrocloruro 97% (AAPH) (Aldrich)
o 2,4,6-tris-(2-Piridil)-1,3,5-triazina 98% (TPTZ) (Sigma)

e 2,6-di-terc-Butil-4-metilfenol (BHT) (Aldrich)

e Acetona (Sigma-Aldrich)

e Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) (Aldrich)
e Acido clorhidrico (Panreac)

e Acido 3,4-dihidroxifenilacético (Sigma)

e Acido fosfomolibdico (Fluka)

e Acido 2-(3,4-dioximetilidén)fenilacético (Sigma)

e Acido m-cloroperbenzoico (Aldrich)

e Acido p-toluenosulfénico (Sigma)

e Alcohol homovanilico (Aldrich)

e Bromuro de bencilo (Fluka)

e Carbonato potdsico (Aldrich)

e B- Ciclodextrina (RMCD) (Sigma)

e Disoluciones de NHz 2M y 4M en metanol (Aldrich)

e Dimetil sulfoxido (DMSO) (Panreac)

e Dimetil sulfoxido hexadeuterado (DMSO-ds) (Aldrich)

e Estreptomicina (C. Viral)

e Fluoresceina (Sigma)

e p-Formaldehido (Panreac)

e Glutamina (C. Viral)

e Hidréxido potdsico (Fluka)
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Lineas celulares de adenocarcinoma humano HT-29 de colon, A549 de
pulmoén y MCF7 de mama (European Collection of Cell Cultures)

Linea celular de fibroblastos MRC-5 y MCF10 de mama (European
Collection of Cell Cultures)

Medio de cultivo DMEM rico en glucosa (Gbico)

Paladio sobre carbon (C-Pd) (Aldrich)

Penicilina (C. Viral)

Seleniuro de difenilo (Aldrich)

Suero Fetal Bovino (C. Viral)

Tetrahidrofurano (THF) (Scharlau)

Tirosol (Aldrich)

a-Tocoferol (Aldrich)

Tripsina (C. Viral)

Yoduros de metilo, etilo, propilo, butilo, hexilo, octilo, decilo, dodecilo,

hexadecilo y octadecilo (Sigma-Aldrich)

4.2. Sustancias de partida

HO

HO

4.2.1. Aislamiento y purificacién de hidroxitirosol a partir de alperujo

oH El aislamiento del hidroxitirosol a partir de los residuos
D/V derivados de las aguas residuales procedentes del

) prensado de las aceitunas ha sido realizado mediante un

procedimiento patentado por Ferndndez-Bolanos y col.8s.

Brevemente, este procedimiento consiste en:

1) un tratamiento previo del alperujo al vapor, por inyecciéon de vapor de

agua a presidn durante un corto periodo de tiempo. De esta forma se

consigue la solubilizacién del hidroxitirosol y de otros muchos compuestos

solubles en agua presentes en el alperujo.

62



4. Materiales y métodos

2) un sistema cromatogrdfico en dos fases, utilizindose en la primera
columna una resina de intercambio idnico en ciertas condiciones, que permite
la purificacién parcial del hidroxitirosol sin que éste sufra alteracion alguna, tras
su elucidon simplemente con agua, obteniéndose una disolucidon que contiene
al menos el 85% del hidroxitirosol contenido en la disolucién introducida en la
columna. La segunda columna se realiza utilizando una resina adsorbente
polimérica XAD que permite la purificacion total del hidroxitirosol procedente
de la etapa anterior, fras eluir con una mezcla de metanol o etanol/agua
(30:70), obteniéndose una disolucidn que contiene al menos el 75% del
hidroxitirosol contenido en la fuente de hidroxitirosol infroducida en la primera

etapa.

La disolucion hidroalcohdlica asi obtenida fue amablemente suministrada
por el grupo del Dr. Ferndndez-Bolanos con una pureza de entre el 85y 96%.
Para su posterior purificaciéon se ha procedido como sigue: se liofiliza hasta
sequedad empledndose para ello un equipo liofilizador Virtis, obteniéndose un
residuo crudo con 3,5g de hidroxitirosol por litro. Este residuo crudo se
cromatografia en columna usando como eluyente una mezcla de t-butiimetil
éter/hexano (inicialmente 1:1 y después 2:1) para rendir el hidroxitirosol

completamente puro.

4.2.2. Proteccion de los OH fenolicos
4.2.2.1. Reaccidn de dibencilacion de hidroxitirosol (1)

OH Una disolucién de 1 (1Immol) en acetona seca (20mL) se

BnO
:©/\/ hace reaccionar con bromuro de bencilo (2,2 mmoles)
BnO

en presencia de carbonato potdsico (K2COs) (2 mmoles)

(79) a reflujo durante 24 horas. La suspension obtenida se filtra,

se evapora y el producto obtenido se purifica mediante cromatografia en
columna de gel de silice utilizando como eluyente una mezcla t-butiimetil

éter/hexano (1:2). Se obtiene el producto puro como un sélido blanco con
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rendimiento medio del 67%. P.f.: 55-57°C. Los datos espectroscdpicos estdn de

acuerdo con los recogidos en la bibliografial?s.

4.2.2.2. Reaccidn de bencilacidon de tirosol (2)

oH Se sigue el procedimiento descrito anteriormente

/©/\/ obteniéndose el producto puro como un sdlido blanco
BnO

con rendimiento medio del 75%. P.f.: 85-87°C. Los datos
80
(80} espectroscopicos estdn de acuerdo con los recogidos en

la bibliografia?s.

4.2.2.3. Reaccion de bencilacion de alcohol homovanilico (3)

MeO OH Se sigue el procedimiento descrito anteriormente
BHOD/V obteniéndose el producto puro como un sdlido blanco
(81) con rendimiento medio del 75%. P.f.: 54,5-55,5°C. Los
datos espectroscodpicos estdn de acuerdo con los

recogidos en la bibliografial?’.

4.2.3. Sintesis de 2-(3’,4’-dioximetilidén)feniletanol (82)

O OH Una disolucion de dcido 2-(3',4'-
<OI>/\/ dioximetilidén)fenilacético (1 g, 5,55 mmoles) en 30 mL de
(82) tetrahidrofurano (THF) seco se adiciona con cuidado
sobre 170 mL de una disolucion 1M de hidruro de aluminio

y litio y se calienta a reflujo durante cuatro horas. Se enfria a temperatura
ambiente y se anaden con precaucién 50 mL de acetato de etilo y 10 mL de
agua destilada, concentrdndose a confinuacion a presion reducida. El residuo
se suspende en agua (50 mL) y se acidula con dcido clorhidrico 6M a pH 2-3.
Se extrae con acetato de etilo (7x100 mL) y las fases orgdnicas combinadas se
lavan con una disolucién saturada de NaHCOs hasta pH 8,5, secan sobre

Na2SQOy, filtran y evaporan a sequedad, para rendir un residuo oleoso (760 mg,
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82,8%). El compuesto se purifica por cromatografia en columna usando una
mezcla de acetato de etilo/hexano (1:2) como eluyente, rindiendo el
compuesto 82 con un rendimiento medio del 80% como un sirupo de color
amarillo claro. Los datos espectroscoOpicos estdn de acuerdo con los ya

publicados!?8,

4.3. Sintesis de las nuevas sustancias

4.3.1. Reaccion de alquilacién. Procedimiento general

Una disolucion del bencil derivado correspondiente (1 mmol) en DMSO
(15mL) se hace reaccionar con el ioduro de alquilo correspondiente (3
mmoles) en presencia de KOH recién pulverizado (6 mmoles). La mezcla se
mantiene en agitacion magnética a temperatura ambiente durante el tiempo
necesario (aproximadamente 4 horas) confimando que la reaccidn ha
transcurrido completamente mediante cromatografia en capa fina (ccf). La
mezcla de reaccidén se procesa de la siguiente forma: se acidula con
disoluciéon 3M de HCI (25mL), y se exirae con cloroformo (3x25mL). Los
extractos orgdnicos reunidos se lavan con una disoluciéon al 2% de hidrogeno
sulfito sodico (NaHSOs, 2x25mL) y agua destilada (25mL). Finalmente, se secan,
filtran y evaporan. El producto buscado se purifica mediante cromatografia en

columna.

4.3.1.1. Reaccion de alquilacion del dibencil hidroxitirosol (79)

e 1,2-bis(benciloxi)-4-(2’-metoxietil)benceno (83)

81O . 2 o Se prepara siguiendo el procedimiento general usando
5 3 1 una mezcla t-butimetil éter/hexano 1:5 como eluyente
BnO™ 6 7 8 para la columna de cromatografia. Se obtiene el
(83) producto puro como un sirupo incoloro (81%). IR: 3050
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(Ucsp2-H), 2865 (Lcspa—+), 1509, 1485 y 1455 (var), 1264 y 1113 (c-o) cm . H-RMN
(500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 7,37 (m, 10H, 2 x Ph), 6,95 (d, J = 2,0 Hz, TH, H4), 6,93
(d,J=8,2Hz 1H, H7), 6,72 (dd, 1H, Hs), 5,09 (s, 2H, CH2Ph en pos. 5), 5,07 (s, 2H,
CH2Ph en pos. 6), 3,46 (t, J = 7,0 Hz, 2H, H1), 3,21 (s, 3H, H1), 2,69 (t, 2H, H2). 13C-
RMN (125 MHz, DMSO-ds) &6 ppm 148,1 (Cs), 146,6 (Ce), 137.5 y 137,4 (Cipso,
grupos Bn), 132,1 (Cs), 128,3-127,4 (Cs», C4 y Cs, grupos Bn), 121,3 (Cg), 115,4
(C4), 114,7 (C7), 72,9 (C1), 70,3 (CH2Ph en pos. 6), 70,1 (CH2Ph en pos. 5), 57,7
(Cr), 34,8 (C2). EM (CI), m/z (int. relativa): 348 (13%), 257 (3%), 181 (4%), 91
(100%). EM-AR m/z: 348,1722 (0,9 ppm). Anal. Elem. Calc. para Ca23H20s: C,
79.28; H, 6,94. Encontrado: C, 78,75; H, 6,87.

* 1,2-bis(benciloxi)-4-(2'-etoxietil)benceno (84)

BnO O~ Se prepara siguiendo el procedimiento general usando
j@/\/ una mezcla t-butilmetil éter/hexano 1:5 como eluyente

BNnO

(84) para la columna de cromatografia. Se obtiene el
producto puro como un sirupo incoloro (?0%). IR: 3085
(Ocsp2—H), 2863 (Lesps—n), 1538, 1509 y 1455 (var), 1263 y 1135 (Vc—o) cm!. ITH-RMN
(500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 7,37 (m, 10H, 2 x Ph), 6,96 (d, J = 2,0 Hz, TH, H4), 6,93
(d,J =8,2Hz 1H, H7), 6,72 (dd, 1H, Hs), 5,09 (s, 2H, CH2Ph in pos. 5), 5,07 (s, 2H,
CH2Ph en pos. 6), 3,49 (t,J =7,0 Hz, 2H, Hi1), 3,39 (c, J = 7,0 Hz, 2H, H1"), 2,69 (1, 2H,
Hz), 1,07 (t, 3H, Hz2). 13C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) & ppm 148,1 (Cs), 146,6 (Ce),
137,5y 137,4 (Cipso, grupos Bn), 132,2 (Cs), 128,3-127,4 (Csz», C4 y Cs, grupos Bn),
121,3 (Cs), 115,4 (C4), 114,7 (C7), 70,7 (C1), 70,2 (CH2Ph en pos. 6), 70,1 (CH2Ph
en pos. 5), 65,1 (Cr), 35,1 (C2), 15,0 (Cz2). EM (CI), m/z (int. relativa): 362 (28%).
271 (4%), 181 (10%), 21(100%). EM-AR m/z: 362,1890 (2,4 ppm). Anal. Elem. Calc.
para Ca4H2s03x V2H20: C, 77,60; H, 7,33. Encontrado: C, 77,99; H, 6,91.

*_1,2-bis(benciloxi)-4-(2'-propoxietil)benceno (85)

Se prepara siguiendo el procedimiento general usando

BnO O\éj/
j@/\/ 2 una mezcla t-butiimetil éter/hexano 1:10 como
BnO

eluyente para la columna de cromatografia. Se
(85)
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obtiene el producto puro como un liquido incoloro (78%). IR: 3031 (Vcsp2—+), 2934
y 2861 (Ucps—+), 1538, 1509 y 1485 (var), 1264 y 1136 (vc-o) cm . *H-RMN (500
MHz, DMSO-d¢) &6 ppm 7,37 (m, 10H, 2 x Ph), 6,96 (d, J =2, Hz, 1H, H4), 6,93 (d, J =
8.2 Hz, 1H, H7), 6,72 (dd, TH, Hs), 5,09 (s, 2H, CH2Ph en pos. 5), 5,07 (s, 2H, CH2Ph
en pos. 6), 3,49 (t, J = 7,1 Hz, 2H, Hi), 3,30 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H1'), 2,69 (t, 2H, H2),
1,47 (m, 2H, H2'), 0,83 (t, 3H, Hs'). 13C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 148,1 (Cs),
146,6 (Cs), 137,4y 137,3 (Cipso, grupos Bn), 132,2 (Cs), 128,3-127,4 (Cs», C4y Cs,
grupos Bn), 121,3 (Cs), 115,5 (C4), 114,7 (C7), 71,5 (C1), 70,2 (Ci), 70,2 (CH2Ph en
pos. 6), 70,1 (CH2Ph en pos, 5), 35,1 (C2), 22,4 (C2), 10,4 (Cs). EM (Cl), m/z (int.
relativa): 376 (9%), 285 (2%), 181 (4%), 91 (100%). EM-AR m/z: 376,2051 (3,5 ppm).
Anal. Elem. Calc. para CasH2803: C, 79.75; H, 7,50. Encontrado: C, 79,15; H, 6,88.

* 1,2-bis(benciloxi)-4-(2'-butoxietillbenceno (86)

Se prepara siguiendo el procedimiento general usando

BnO O\H/
:©/\/ 3 una mezcla f-butimetil éter/nexano 1:11  como
BnO

eluyente para la columna de cromatografia. Se
(86) obtiene el producto puro como un sirupo incoloro
(?1%). IR: 3031 (Lcgpa—+), 2932y 2862 (Vcspa—+), 1509, 1485y 1455 (var), 1264y 1136
(bc—o0) cm . IH-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 7,37 (m, 10H, 2 x Ph), 6,96 (d, J =
2,0 Hz, 1H, H4), 6,93 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H7), 6,72 (dd, TH, Hg), 5,08 (s, 2H, CHz2Ph en
pos. 5), 5,07 (s, 2H, CH2Ph en pos. 6), 3,49 (t, J = 7,0 Hz, 2H, Hi), 3,34 (t, J = 6,5 Hz,
2H, Hi'), 2,69 (t, 2H, H2), 1,44 (m, 2H, Hz), 1,28 (m, 2H, Hz), 0,85 (1, 3H, Hs). 13C-
RMN (125 MHz, DMSO-ds) &6 ppm 148,1 (Cs), 146,6 (Cs), 137,.5 y 137.4 (Cipso,
grupos Bn), 132,2 (Cs), 128,3-127,4 (Cs+, Cs4» and Cs+, grupos Bn), 121,3 (Cs),
115,5 (C4), 114,7 (C7), 71,0 (Cy), 70,2 (CH2Ph en pos. 6), 70,1 (CH2Ph en pos. 5),
69.6 (C17), 35,1 (C2), 31,3 (Cz2), 18,8 (C3'), 13,7 (C4). EM (CI), m/z (int. relativa): 390
(10%), 299 (3%), 181 (4%), 21 (100%). EM-AR m/z: 390,2184 (2,6 ppm). Anal. Elem.
Calc. para CaH300s: C, 79,97; H, 7,74. Encontrado: C, 79,52; H, 7,38.
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* 1,2-bis(benciloxi)-4-(2'-hexiloxietil)benceno (87)

BnO O\ﬁ/ Se prepara siguiendo el procedimiento general usando
:©/V S como eluyente para la columna de cromatografia una

BNnO

7) mezcla éter/hexano 1:15. Se obtiene el producto puro
como un liquido incoloro (88%). IR: 3030 (Lcsp2—+), 2930 y
2857 (Vcspa—+), 1538, 1509 y 1485 (var), 1264y 1108 (vc—o) cm!. tH-RMN (500 MHz,
DMSO-ds) &6 ppm 7,37 (m, 10H, 2 x Ph), 6,96 (d, J = 2,0 Hz, TH, H4), 6,93 (d, J = 8,2
Hz, 1H, H7), 6,72 (dd, TH, Hs), 5,08 (s, 2H, CH2Ph en pos. 5), 5,07 (s, 2H, CH2Ph en
pos. 6), 3,49 (t,J =7,0 Hz, 2H, H1), 3,33 (t, J = 6,5 Hz, 2H, H1'), 2,69 (t, 2H, H2), 1,45
(m, 2H, H2'), 1,24 (m, 6H, H3—Hs'), 0,84 (f, 3H, He’). 3C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6
ppm 148,1 (Cs), 146,6 (C¢), 137,5y 137,4 (Cipso, grupos Bn), 132,2 (Cs), 128,3-127.,4
(Cs, Cav y Cs, grupos Bn), 121,3 (Cs), 115,5 (C4), 114,7 (C7), 71,0 (Ci), 70,2
(CH2Ph en pos. 6), 70,1 (CH2Ph en pos. 5), 69,92 (Ci), 35,1 (Cz2), 31,0 (Ca), 29,1
(C27), 25,3 (C3), 22,0 (Cs), 13,8 (C¢). EM (Cl), m/z (int. relativa): 418 (17%), 327
(3%), 181 (6%). 21 (100%). EM-AR m/z: 418,2503 (1,0 ppm). Anal. Elem. Calc.
para CasH3403: C, 80,35; H, 8,19. Encontrado: C, 79,95; H, 7,86.

* 1,2-bis(benciloxi)-4-(2'-octiloxietil)benceno (88)

Bn0:©/\/o\®/ Se prepara siguiendo el procedimiento general usando
7

una mezcla t-bufiimetil  éter/hexano 1:13 como

(88) eluyente para la columna de cromatografia. Se
obtiene el producto puro como un sdélido blanco (86%).

P.f.: 52-54°C. IR: 3019 (Vcsp2—+), 2919 y 2848 (Lcspa—+), 1509, 1455y 1455 (var), 1263
y 1108 (bc—o) cm!. 1H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 7,37 (m, 10H, 2 x Ph), 6,96
(d, J =2,0Hz, 1H, H4), 6,93 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H7), 6,72 (dd, T1H, Hs), 5,08 (s, 2H,
CH2Ph en pos. 5), 5,07 (s, 2H, CH2Ph en pos. 6), 3,49 (t, J =7,0 Hz, 2H, Hi), 3,33 (1,
J=6,5Hz, 2H, Hi’), 2,69 (1, 2H, H2), 1,45 (m, 2H, H2'), 1,23 (m, 10H, H3—H7'), 0,84 (t,
3H, Hs'). 3C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) & ppm 148,1 (Cs), 146,6 (Cs), 137,4y 137,3
(Cipso, grupos Bn), 132,2 (Cs), 128,2-127,4 (C3», Csy Cs", grupos Bn), 121,3 (Cs),
115,4 (C4), 114,7 (C7), 71,0 (Ci), 70,2 (CH2Ph en pos. 6), 70,1 (CH2Ph en pos. 5),
69.9 (Cr), 35,1 (C2), 31,2 (Ce), 29.1 (C2), 28,7 (Cu), 28,6 (Cs), 25,7 (Cs), 22,0
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(C7), 13,8 (Cs’). EM (Cl), m/z (int. relativa): 446 (67%), 355 (3%), 181 (8%), 21
(100%). EM-AR m/z: 446,2825 (0,9 ppm). Anal. Elem. Calc. para CsoH3sOs: C,
80,68; H, 8,58. Encontrado: C, 80,35; H, 8.75.

* 1,2-bis(benciloxi)-4-(2'-deciloxietillbenceno (89)

Se prepara siguiendo el procedimiento general usando

BnO O\W
D/\/ 9 una mezcla acetato de etilo/hexano 1:18 como
BnO

eluyente para la columna de cromatografia. Se
(89) obtiene el producto puro como un sélido blanco (86%).
P.f.: 49-51°C. IR: 3019 (Vcsp2-H), 2916y 2847 (Vcepa—+), 1589, 1515y 1467 (var), 1258
y 1107 (bc—o) cm'. 1H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 7,37 (m, 10H, 2xPh), 6,96
(d, J =20 Hz, 1H, H4), 6,92 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H7), 6,71 (dd, 1H, Hs), 5,07 (s, 2H,
CH2Ph en pos. 5), 5,06 (s, 2H, CH2Ph en pos. 6), 3,48 (t, J = 6,9 Hz, 2H, H1), 3,32 (t,
J=6,5Hz, 2H, Hi'), 2,68 (, 2H, H2), 1,43 (m, 2H, Hz2'), 1,23 (m, 14H, Hz—Hs'), 0,83 (t,
3H, Hio'). 8C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) & ppm 148,2 (Cs), 146,6 (Cs), 137,4y 137,3
(Cipso, grupos Bn), 132,2 (Cs), 128,2-127,4 (Cs, C4 y Cs», Bn grupos), 121,2 (Cs),
115,4 (C4), 114,6 (C7), 70,9 (Ci), 70,2 (CH2Ph en pos. 6), 70,1 (CH2Ph en pos. 5),
69.8 (C17), 35,0 (C2), 29,1 (C2), 29,0-28,6 (C4+-C7), 25,6 (C3), 31,2 (Cs), 22,0 (Co),
13,8 (Cio). EM (Cl), m/z (int. relativa): 474 (21%), 383 (4%), 181 (9%), 91 (100%).
EM-AR m/z: 474,3124 (-2,1 ppm). Anal. Elem. Calc. para Ca2H403: C, 80,97; H,
8.92. Encontrado: C, 88,85; H, 8,78.

* 1,2-bis(benciloxi)-4-(2'-dodeciloxietil)benceno (90)

Se prepara siguiendo el procedimiento general

BNnO O\W
:©/\/ 11 uysando como eluyente para la columna de
BnO

cromatografia una mezcla t-butimetil éter/hexano

(%0) 1:15. Se obtiene el producto puro como un sélido
blanco (67%). P.f.: 42—-45°C. IR: 3025 (Vcsp2—+), 2925 y 2854 (Lcgps—+), 1589, 1513 y
1485 (Lar), 1264 y 1110 (Vc—o0) cm-!. TH-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 7,37 (m,
10H, 2 x Ph), 6,96 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H4), 6,93 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H7), 6,72 (dd, TH,
Hg), 5,08 (s, 2H, CH2Ph en pos. 5), 5,06 (s, 2H, CH2Ph en pos. 6), 3,49 (t, J = 7,0 Hz,

2H, H1), 3,33 (f, J = 6,5 Hz, 2H, H1), 2,69 (1, 2H, Hz), 1,45 (m, 2H, Hz), 1,22 (m, 18H,

69



4. Materiales y métodos

Hs—Hi1'), 0,84 (t, 3H, Hiz’). 13C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) & ppm 148,1 (Cs), 146,6
(Ce), 137.4 y 137,3 (Cipso, grupos Bn), 132,2 (Cs), 128,2-127,4 (Cs, Cs y Cs,
grupos Bn), 121,3 (Cs), 115,4 (C4), 114,7 (C7), 70,9 (C1), 70,3 (CH2Ph en pos. 6),
70,1 (CH2Ph en pos. 5), 69,9 (Cr), 35,1 (C2), 31,2 (Cio), 29.1 (Cz2), 29,0-28,6
(C4—Cy), 25,7 (C3), 22,0 (Cir), 13,8 (Ci2). EM (Cl), m/z (int. relativa): 502 (16%),
411 (4%), 316 (3%), 225 (4%), 181 (7%), 91 (100%). EM-AR m/z: 502,3447 (0,1 ppm).
Anal. Elem. Calc. para CzsHO3: C, 81,23; H, 9,22. Encontrado: C, 81,01; H, 9,07.

* 1,2-bis(benciloxi)-4-(2'-hexadeciloxietillbenceno (91)

BnO O\H/ Se prepara siguiendo el procedimiento general
:©/\/ 15 ysando una mezcla acetato de etilo/hexano 1:30
BnO

como eluyente para la columna de cromatografia. Se

(91)
obtiene el producto puro como un sdélido blanco

(86%). P.f.: 55=57°C. IR: 3019 (Vcsp2—H), 2916 y 2847 (vcsps-n), 1589, 1515 y 1467
(Var), 1258 y 1107 (Lc-o) cm!. tH-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 7,37 (m, 10H, 2
x Ph), 6,96 (d, J =2,0Hz, 1H, H4), 6,93 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H7), 6,72 (dd, 1H, Hg), 5,08
(s, 2H, CH2Ph en pos. 5), 5,07 (s, 2H, CH2Ph en pos. 6), 3,49 (t, J = 7,0 Hz, 2H, H;),
3.33 (t,J = 6,5Hz, 2H, Hri), 2,69 (t, 2H, Hz), 1,45 (m, 2H, H2'), 1,23 (m, 10H, Hs'—H5s'),
0.84 (t, 3H, Hie'). BC-RMN (125 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 148,1 (Cs), 146,6 (Cs), 137,4
y 137.3 (Cipso, grupos Bn), 132,2 (Cs), 128,2-127,4 (Cs+, Cs4y Cs", grupos Bn), 121,3
(Cs), 115,5 (C4), 114,7 (C7), 70,9 (C1), 70,2 (CH2Ph en pos. 6), 70,1 (CH2Ph en pos.
5), 69,8 (Cr11), 35,0 (C2), 31,2 (Cis), 29,1 (C2), 29.0-28,6 (C4—Ci3), 25,6 (C3'), 22,0
(Cis), 13,8 (Ci¢). EM (Cl), m/z (int. relativa): 558 (25%), 467 (5%), 181 (11%), 91
(100%). EM-AR m/z: 558,4070 (0,5 ppm). Anal. Elem. Calc. para CssHs4Os: C,
81.67; H, 9,74; encontfrado: C, 81,27; H, 9,35.

* 1,2-bis(benciloxi)-4-(2’-octadeciloxietillbenceno (92)

BNO Q\H/ Se prepara siguiendo el procedimiento general
j@/\/ 17 usando como eluyente para la columna de
BnO

cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/hexano

(92)
1:30. Se obftiene el producto puro como un sdlido
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blanco (60%). P.f. 57-59°C. IR: 3025 (Ucspo-+), 2915 y 2847 (vcsps—+), 1589, 15616y
1467 (var), 1258 y 1108 (Lc-o) cm!. 1H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 7,37 (m,
10H, 2 x Ph), 6,96 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H4), 6,93 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H7), 6,72 (dd, TH,
Hs), 5,08 (s, 2H, CH2Ph en pos. 5), 5,06 (s, 2H, CH2Ph en pos. 6), 3,49 (t, J = 7,0 Hz,
2H, H1), 3,33 (t, J = 6,5 Hz, 2H, H1"), 2,69 (t, 2H, H2), 1,45 (m, 2H, Hz2'), 1,22 (m, 30H,
Hs—H7), 0,84 (t, 3H, His'). 3C-RMN (125 MHz, DMSO-d¢) 6§ ppm 148,1 (Cs), 146,6
(Cs), 137.4 y 137.3 (Cipso, grupos Bn), 132,2 (Cs), 128,2-127,4 (C3'", C4'" y C5",
grupos Bn), 121,3 (Cs), 115,5 (C4), 114,7 (C7), 70,9 (Ci), 70,2 (CH2Ph en pos. 6),
70,1 (CH2Ph en pos. 5), 69.8 (Ci), 35,0 (Cz2), 31,2 (Cie), 29,1 (C2), 29,0-28,6
(Ca—Cis), 25,6 (C3), 22,0 (Ci7), 13,8 (Cis). EM (CI), m/z (int. relativa): 586 (22%).
495 (3%), 181 (9%), 21 (100%). EM-AR m/z: 586,4385 (0,1 ppm). Anal. Elem. Calc.
para C4oHssOsx1H20: C, 79,42; H, 10,00. Encontrado: C, 79,31; H, 10,00.

4.3.1.2. Reaccion de alquilacion del bencil tirosol (80)

* 1-(Benciloxi)-4-(2’-metoxietillbenceno (93)

Se prepara siguiendo el procedimiento general usando

4 2
5 O
1 ”
3 1 como eluyente para la columna de cromatografia una
4 s .
BnG™6 = mezcla t-butiimetil éter/hexano 1:10. Se obftiene el
(93)

producto puro como un sirupo incoloro (85%). IR: 3101
(Ucsp2—), 2971 y 2931 (Vcspa—+), 1611, 1580 y 1520 (var), 1237 y 1115 (bc-o0) cm.
1H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 7,37 (m, 5H, Ph), 7,12 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Hs),
6,90 (d, 2H, H4), 5,05 (s, 2H, CH2Ph en pos. 6), 3,46 (t, J = 6,9 Hz, 2H, Hi), 3,21(s, 3H,
Hi), 2,71 (t, 2H, H2). B3C-RMN (125 MHz, DMSO-d¢) & ppm 156,6 (C¢), 137,2 (Cipso,
grupo Bn), 131,1 (Cs), 129,7 (C4), 128,3-127,5 (C2-C4, grupo Bn), 114,5 (Cs), 72,9
(C1), 69,1 (CH2Ph en pos. 6), 57,7 (Cr1'), 34,4 (C2). EM (Cl), m/z (int. relativa): 242
(17%), 197 (12%), 91 (100%). EM-AR m/z: 242,1302 (2 ppm). Anal.Elem. Calc.
para CigHisO2: C, 79,31; H, 7,49. Encontrado: C, 79,27; H, 7,27.
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* |-(Benciloxi)-4-(2’-etoxietillbenceno (94)

O._~ Se prepara siguiendo el procedimiento general usando
8 O/©/\/ como eluyente para la columna de cromatografia una
n

mezcla t-butiimetil éter/hexano 1:10. Se obtiene el

(94)
producto puro como un sirupo incoloro (89%). IR: 3101

(Ocsp2—n), 2971 y 2931 (Vcgps—+), 1611, 1580 y 1520 (var), 1237 y 1115 (vc—o0) cm.
1H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 7,37 (m, 5H, Ph), 7,12 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Hs),
6,90 (d, 2H, H4), 5,05 (s, 2H, CH2Ph en pos. 6), 3,49 (t, J = 7,1 Hz, 2H, Hi), 3,39 (c, J
=7,0Hz 2H, Hi’), 2,71 (t, 2H, H2), 1,07 (t, 3H, H2'). 13C-RMN (125 MHz, DMSO-ds)
ppm 156,6 (C¢), 137,2 (Cipso, grupo Bn), 131,1 (Cs), 129,5 (C4), 128,3-127,5 (Ca-
Cs, grupo Bn), 114,9 (Cs), 71,1 (Ci), 69,1 (CH2Ph en pos. 6), 65,1 (Cr1'), 34,7(C2),
15,0 (C27). EM (Cl), m/z (int. relativa): 256 (18%), 197 (14%), 165 (2%), 21 (100%).
EM-AR m/z: 256,1465 (0,7 ppm). Anal. Elem. Calc. para Ci7H2002: C, 79,65; H,
7,86. Encontrado: C, 79,46; H, 7,95.

* 1-(Benciloxi)-4-(2'-propoxietil)benceno (95)

Se prepara siguiendo el procedimiento general usando

O\ﬁ/
/ON 2 como eluyente para la columna de cromatografia una
BnO

mezcla t-butiimetil éter/hexano 1:15. Se obftiene el
(95) producto puro como un sirupo incoloro (89%). IR: 3063
(Ucspa—n), 2959 y 2934 (Vcspa—+), 1611, 1583 y 1520 (var), 1238 y 1106 (vc-o) cm.
1H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 7,37 (m, 5H, Ph), 7,12 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Hs),
6,90 (d, 2H, H4), 5,05 (s, 2H, CH2Ph en pos. 6), 3,49 (t,J =7,1 Hz, 2H, H1), 3,31 (t,J =
6,6 Hz, 2H, Hr'), 2,71 (t, 2H, Hz2), 1,47 (m, 2H, H2) 0,83 (t, 3H, Hs'). 3C-RMN (125
MHz, DMSO-ds) 6 ppm 156,6 (C¢), 137,2 (Cipso, grupo Bn), 131,1 (Cs), 129,6 (C4),
128,3-127,5 (C2-Cy, grupo Bn), 114,4 (Cs), 71,5 (C11), 71,0 (C1), 69,1 (CH2Ph en
pos. 6), 34,6 (C2), 22,3 (Cz2), 10,4 (Cz). EM (CI), m/z (int. relativa): 270 (53%), 197
(11%), 179 (2%), 21 (100%). EM-AR m/z: 270,1630 (3,8 ppm). Anal. Elem. Calc.
para CisH202: C, 79,96; H, 8,20. Encontrado: C, 80,17; H, 8,18.
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* |-(Benciloxi)-4-(2'-butoxietillbenceno (96)

Oﬁ/ Se prepara siguiendo el procedimiento general usando
8 O/©/\/ 3 como eluyente para la columna de cromatografia una
n

mezcla t-butiimetil éter/hexano 1:20. Se obtiene el

(96)
producto puro como un sirupo incoloro (87%). IR: 3053

(Ocspa—n), 2957 y 2929 (Vcgps—+), 1611, 1583 y 1520 (var), 1238 y 1106 (vc—o) cm.
1H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 7,37 (m, S5H, Ph), 7,12 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Hs),
6,90 (d, H4), 5,05 (s, 2H, CH2Ph en pos. 6), 3,49 (t,J =7,0Hz, 2H, H1), 3,34 (1, J = 6,5
Hz, 2H, Hi), 2,71 (t, 2H, H2), 1,44 (m, 2H, Hz2') 1,27 (m, 2H, Hs'), 0,84 (1, 3H, H«'). 13C-
RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 156,6 (C¢), 137,2 (Cipso, grupo Bn), 131,1 (Cs),
129,6 (C4), 128,3-127,5 (C2-C4, grupo Bn), 114,4 (Cs), 71,1 (Ci), 69,5 (Cr), 69,1
(CH2Ph en pos. 6), 34,6 (Cz2), 31,2 (Cz), 18,7 (Cz), 13,6 (Cs). EM (Cl), m/z (int.
relafiva): 284 (34%), 197 (13%), 193 (2%). 91 (100%). EM-AR m/z: 284,1775 (0,5
ppm). Anal. Elem. Calc. para CisH2402: C, 80,24; H, 8,51. Encontrado: C, 80,21;
H, 8.68.

* |-(Benciloxi)-4-(2'-hexiloxietillbenceno (97)

OW Se prepara siguiendo el procedimiento general usando
8 O/Ej/V 5 como eluyente para la columna de cromatografia una
n

mezcla t-butiimetil éter/hexano 1:20. Se obtiene el

(97)
producto puro como un sirupo incoloro (73%). IR: 3042

(Ocspa—n), 2929 y 2856 (Lcgps—+), 1612, 1583 y 1509 (var), 1237 y 1108 (vc—o) cm.
1H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 7,37 (m, S5H, Ph), 7,12 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Hs),
6,89 (d, 2H, H4), 5,05 (s, 2H, CH2Ph en pos. 6), 3,49 (t,J = 6,9 Hz, 2H, H1), 3,33 (1, J =
6,5 Hz, 2H, H1'), 2,70 (t, 2H, H2), 1,44 (m, 2H, H2') 1,22 (m, éH, H3-Hs), 0,84 (t, 3H,
He'). BBC-RMN (125 MHz, DMSO-ds) & ppm 156,6 (Cs), 137.2 (Cipso, grupo Bn),
131,1 (C3), 129,6 (C4), 128,3-127,5 (C2-C4», grupo Bn), 114,4 (Cs), 71,0 (C1), 69.8
(Cr), 69,0 (CH2Ph en pos. 6), 34,6 (Cz2), 31,0 (C«), 29.1 (C2), 25,2 (C3), 22,0 (Cs),
13,8 (Cs). EM (CI), m/z (int. relativa): 312 (23%), 221 (3%), 197 (13%), 91 (100%).
EM-AR m/z: 312,2091 (0,5 ppm). Anal. Elem. Calc. para C21H2s02: C, 80,73; H,
9.03. Encontrado: C, 80,73; H, 9,02.
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* |-(Benciloxi)-4-(2'-octiloxietil)benceno (98)

Se prepara siguiendo el procedimiento general usando

O
/©/\/ ﬁ; como eluyente para la columna de cromatografia una
BnO

mezcla t-butiimetil éter/hexano 1:20. Se obfiene el
(98) producto puro como un sirupo incoloro (75%). IR: 3052
(Ocsp2—n), 2929 y 2849 (Vceps—+), 1612, 1585 y 1509 (var), 1237 y 1108 (vc-o0) cm.
1H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 7,37 (m, S5H, Ph), 7,12 (d, J = 8,7 Hz, 2H, Hs),
6,89 (d, 2H, H4), 5,05 (s, 2H, CH2Ph en pos. é), 3,49 (t,J = 6,9 Hz, 2H, H1), 3,33 (1, J =
6,5 Hz, 2H, Hi’), 2,70 (t, 2H, H2), 1,44 (m, 2H, H2') 1,22 (m, 10H, H3-H7'), 0,84 (t, 3H,
Hg'). 8C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) & ppm 156,6 (Cs), 137.2 (Cipso, Qrupo Bn),
131,1 (C3), 129,6 (C4), 128,3-127,5 (C2-C4, grupo Bn), 114,4 (Cs), 71,0 (C1), 69.8
(C1), 69,0 (CH2Ph en pos. 6), 34,6 (Cz2), 31,1 (C¢'), 29.1 (C2'), 28,7 (C«), 28,6 (Cs),
25,6 (Cs), 22,0 (C7), 13,8 (Cg). EM (Cl), m/z (int. relativa): 340 (38%), 249 (2%).
197 (18%), 91 (100%). EM-AR m/z: 340,2378 (7,1 ppm). Anal. Elem. Calc. para
C23H3202: C, 81,13; H, 9,47. Encontrado: C, 81,42; H, 9,75.

* |-(Benciloxi)-4-(2'-dodeciloxietillbenceno (99)

Oﬁ/ Se prepara siguiendo el procedimiento general
BO/©/\/ 1T usando como eluyente para la columna de
n

cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/nexano

(99)
1:30. Se obtiene el producto puro como un sirupo

incoloro (70%). IR: 3042 (Vcsp2—+), 2929 y 2856 (Lcsps—n), 1612, 1583 y 1509 (var),
1237 y 1108 (bc-o) cm 1. 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 7,37 (m, 5H, Ph),
7,12 (d, J =8,7 Hz, 2H, Hs), 6,89 (d, 2H, H4), 5,05 (s, 2H, CH2Ph en pos. 6), 3,48 (t, J
= 6,9 Hz, 2H, Hi), 3,33 (t, J = 6,5 Hz, 2H, H1’), 2,70 (t, 2H, Hz2), 1,44 (m, 2H, H2) 1,22
(m, 18H, Hs-Hi1v), 0,83 (t, 3H, Hiz’). BC-RMN (125 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 156,6
(Cs)., 137,2 (Cipso, grupo Bn), 131,1 (Cs), 129,6 (C4), 128,3-127,5 (C2-Cs, Qrupo
Bn), 114,4 (Cs), 71,0 (C1), 69.8 (C1), 69,0 (CH2Ph en pos. 6), 34,6 (Cz), 31,2 (Cio),
29,0 (Cz2), 29,0-28,5 (C4, Co), 25,6 (C3), 22,0 (Ci17), 13,8 (Ci27). EM (CI), m/z (int.
relativa): 396 (34%). 305 (2%), 197 (22%), 91 (100%). EM-AR m/z: 396,3012 (4,1
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ppm). Anal. Elem. Calc. para C27H4002: C, 81,77; H, 10,17. Encontrado: C, 81,62;
H, 10,10.

4.3.1.3. Reaccidn de alquilacion del alcohol homovanilico bencilado (81)

* |-(Benciloxi)-2-metoxi-4-(2'-metoxietil)benceno (100)

Se prepara siguiendo el procedimiento general

HaCO 4 A _O
EE)S/\T " usando como eluyente para la columna de
BhOé 8

7 cromatografia una mezcla t-butimetil éter/hexano
(100) 1:3. Se obtiene el producto puro como un sirupo
incoloro (85%). IR: 3042 (Ucsp2—H), 2927 y 2943 (Vcgps—+), 1607, 1590 y 1512 (vad),
1235 y 1104 (vc—0) cm . 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 7,37 (m, 5H, Ph),
6,90 (d,J=8,1 Hz, 1H, H7), 6,85 (d, J = 2,0 Hz, 1H, H4), 6,69 (dd, 1H, Hs), 5,02 (s, 2H,
CH2Ph en pos. 6), 3,74 (s, 3H, OMe en pos. 5), 3,49 (t,J =7,0Hz, 2H, Hi1), 3,22 (s,
3H, Hiv), 2,71 (t, 2H, Hz2). 3C-RMN (125 MHz, DMSO-d¢) & ppm 149,0 (Cs), 146,1
(Ce), 137,2 (Cipso, grupo Bn), 131,92 (Cs), 128,3-127,5 (C2-Cy4, grupo Bn), 120,5
(Cs), 1138 (C7), 113,0 (C4), 72,9 (Ci), 70,0 (CH2Ph en pos. é), 57,7 (Ci), 55,5
(OMe en pos. 5), 34,8 (Cz). EM (Cl), m/z (int. relativa): 272 (37%), 181 (14%), 137
(46%), 21 (100%). EM-AR m/z: 272,1408 (1,6 ppm). Anal. Elem. Calc. para
Ci7H2003: C, 74,97; H, 7,40. Encontrado: C, 75,41; H, 7,15.

* |-(Benciloxi)-4-(2'-etiloxietil)-2-metoxibenceno (101)

Se prepara siguiendo el procedimiento general

HsCO O~
:@N usando como eluyente para la columna de
BnO

cromatografia una mezcla t-butimetil éter/nexano
(101) 1:5. Se obtiene el producto puro como un sirupo
incoloro (86%). IR: 3042 (Ucsp2—+), 2927 y 2943 (Vcgps—+), 1607, 1590 y 1512 (vad),
1230 y 1104 (vc—o) cm . 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 7,37 (m, 5H, Ph),
6,90 (d,J=7,9Hz, 1H, H7), 6,86 (d, J = 1,9 Hz, 1H, H4), 6,69 (dd, T1H, Hs), 5,02 (s, 2H,

CH2Ph en pos. 6), 3,74 (s, 3H, OMe en pos. 5), 3,52 (t,J =7,0Hz, 2H, Hi), 3,41 (c,
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J=6,9Hz 2H, Hi"), 2,71 (t, 2H, H2), 1,08 (t, 3H, H2). 33C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) &
ppm 149,0 (Cs), 146,1 (Cs), 137.2 (Cipso, grupo Bn), 131,9 (Cs), 128,3-127,5 (Ca-
Cs, grupo Bn), 120,5 (Cs), 113,8 (C7), 113,0 (C4), 70,8 (C1), 70,0 (CH2Ph en pos.
6). 65,1 (Cr), 55,5 (OMe en pos. 5), 35,1 (Cz), 150 (Cz). EM (CIl), m/z (int.
relativa): 286 (32%), 195 (5%). 137 (25%). 91 (100%). EM-AR m/z: 286,1574 (1,8
ppm). Anal. Elem. Calc. para CisH2203: C, 75,50; H, 7,74. Encontrado: C, 76,00;
H, 7.64.

* 1-(Benciloxi)-2-metoxi-4-(2'-propoxietil)benceno (102)

Se prepara siguiendo el procedimiento general

H3CO O\H/
j@/\/ 2 usando como eluyente para la columna de
BnO

cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/hexano
(102) 1:4. Se obtiene el producto puro como un sirupo
incoloro (83%). IR: 3031 (Vcsp2—+), 2958 y 2934 (Lcsps-n), 1600, 1590 y 1512 (var),
1232 y 1104 (bc-o) cm 1. 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 7,37 (m, 5H, Ph),
6,90 (d,J=8,1 Hz, 1H, H7), 6,86 (d, J = 1,8 Hz, 1H, H4), 6,69 (dd, 1H, Hs), 5,02 (s, 2H,
CH:2Ph en pos. 6), 3,74 (s, 3H, OMe en pos. 5), 3,51 (t,J=7,0Hz, 2H, Hi), 3,32 (t, J
= 6,7 Hz, 2H, H1'), 2,71 (t, 2H, H2), 1,48 (m, 2H, Hz'), 0,83 (f, 3H, Hs'). 13C-RMN (125
MHz, DMSO-ds) 6 ppm 149,0 (Cs), 146,1 (C¢), 137,2 (Cipso, grupo Bn), 131,9 (Cs),
128,3-127,5 (C2-Cy4, grupo Bn), 120,5 (Cs), 113,7 (C7), 113,0 (C4), 71,5 (C1), 71,1
(C1), 70,0 (CH2Ph en pos. 6), 55,5 (OMe en pos. 5), 35,1 (C2), 22,4 (C2), 10,6 (C3).
EM (Cl), m/z (int. relativa): 300 (32%), 209 (5%), 137 (52%), 91 (100%). EM-AR m/z:
300,1724 (0,5 ppm). Anal. Elem. Calc. para CisyH2403: C, 75,97; H, 8,05.
Encontrado: C, 75,97; H, 8,08.

* 1-(Benciloxi)-4-(2'-butoxietil)-2-metoxibenceno (103)

H5CO O\@/ Se prepara siguiendo el procedimiento general
D/\/ 3 usando como eluyente para la columna de

BNnO

(103) cromatografia una mezcla t-butimetil éter/hexano
1:5. Se obtiene el producto puro como un sirupo

incoloro (76%). IR: 3031 (Lcsp2—+), 2958 y 2934 (Vcgps—+), 1600, 1590 y 1512 (vad),
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1227 y 1104 (vc-o) cm'. tH-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 7,37 (m, 5H, Ph),
6,90 (d,J=8,1 Hz, TH, H7), 6,85 (d, J = 1,9 Hz, 1H, H4), 6,69 (dd, 1H, Hs), 5,02 (s, 2H,
CH2Ph en pos. 6), 3,74 (s, 3H, OMe en pos. 5), 3,51 (t, J = 6,9 Hz, 2H, Hi), 3,36 (t, J
= 6,6 Hz, 2H, H1'), 2,71 (t, 2H, Hz), 1,45 (m, 2H, H2’), 1,29 (m, 2H, Hs'), 0,85 (t, 3H,
Ha'). 3C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 149,0 (Cs), 146,1 (Cs), 137,2 (Cipso,
grupo Bn), 131,9 (Cs), 128,3-127,5 (C2-Cy4, grupo Bn), 120,5 (Cs), 113,8 (C7),
113,1 (C4), 71,0 (Cy), 70,0 (CH2Ph en pos. 6), 69,5 (Ci'), 55,5 (OMe en pos. 5), 35,1
(C2), 31,2 (C2), 18,8 (C3), 13,6 (Cs). EM (CI), m/z (int. relativa): 314 (29%), 223
(3%), 137 (52%), 91 (100%). EM-AR m/z: 314,1881 (0,3 ppm). Anal. Elem. Calc.
para CaoH2s03: C, 76,40; H, 8,33. Encontrado: C, 76,45; H, 8,18.

* |-(Benciloxi)-4-(2'-hexiloxietil)-2-metoxibenceno (104)

Se prepara siguiendo el procedimiento general

HsCO OW
j@/\/ 5 usando como eluyente para la columna de
BnO

cromatografia una mezcla t-butimetil éter/hexano
(104) 1:8. Se obftiene el producto puro como un sirupo
incoloro (86%). IR: 3053 (Vcsp2—+), 2930 y 2856 (Lcsps—+), 1606, 1590 y 1512 (var),
1227 y 1106 (uc—o) cm 1. 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) &6 ppm 7,37 (m, 5H, Ph),
6,89 (d,J=8,1Hz, 1H, H7), 6,85 (d, J = 1,8 Hz, 1H, H4), 6,69 (dd, 1H, Hs), 5,02 (s, 2H,
CH:2Ph en pos. 6), 3,74 (s, 3H, OMe en pos. 5), 3,51 (t,J=7,0Hz, 2H, Hi), 3,34 (t, J
=6,5Hz, 2H, Hi'), 2,71 (t, 2H, H2), 1,45 (m, 2H, Hz'), 1,23 (m, éH, Hs-Hs'), 0,83 (t, 3H,
He'). 3C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 149,0 (Cs), 146,1 (Cs), 137,2 (Cipso,
grupo Bn), 131,9 (Cs), 128,3-127,5 (C2-C4, grupo Bn), 120,5 (Cs), 113,7 (C7), 113,0
(C4), 71,1 (C1), 70,0 (CH2Ph en pos. 6), 69,2 (Ci1'), 55,5 (OMe en pos. 5), 35,1 (C2),
29,1 (C2), 29,1 (Cs), 25,3 (C3), 22,0 (Cs), 13,8 (C¢). EM (CI), m/z (int. relativa):
342 (24%), 251 (2%), 137 (58%), 21 (100%). EM-AR m/z: 342,2190 (1.4 ppm). Anal.
Elem. Calc. para C22H3003: C, 77,16; H, 8,83. Encontrado: C, 77,27; H, 8,95.
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* |-(Benciloxi)-2-metoxi-4-(2'-octiloxietil)benceno (105)

Se prepara siguiendo el procedimiento general

HsCO O\@/
:©/\/ 7 usando como eluyente para la columna de
BnO

cromatografia una mezcla t-butimetil éter/nexano
(105) 1:8. Se obtiene el producto puro como un sirupo
incoloro (84%). IR: 3035 (Vcsp2—H), 2925 y 2854 (Vcgps—+), 1590, 1558 y 1512 (vad),
1227 y 1107 (vc-o) cm'. tH-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 7,37 (m, 5H, Ph),
6,89 (d,J=8,1Hz, 1H, H7), 6,85 (d, J = 1,9 Hz, 1H, H4), 6,69 (dd, 1H, Hs), 5,02 (s, 2H,
CH:2Ph en pos. 6), 3,74 (s, 3H, OMe en pos. 5), 3,51 (t,J = 6,9 Hz, 2H, Hi), 3,34 (t, J
= 6,5Hz, 2H, H1'), 2,70 (1, 2H, Hz2), 1,45 (m, 2H, H2'), 1,22(m, 10H, Hs-H7'), 0,84 (t, 3H,
Hs'). 3C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 149,0 (Cs), 146,1 (Cs), 137,2 (Cipso.
grupo Bn), 131,9 (Cs), 128,3-127,5 (C2-Cy4, grupo Bn), 120,5 (Cs), 113,7 (C7),
113,1 (C4), 71,0 (Cy), 70,0 (CH2Ph en pos. 6), 69,8 (Ci'), 55,5 (OMe en pos. 5), 35,1
(C2), 31,1 (Ce), 29,1 (C2), 28,7 (C«), 28,6 (Cs), 25,6 (Cs), 22,0 (C7), 13.8 (Cs); ).
EM (Cl), m/z (int. relativa): 370 (29%), 279 (2%), 137 (71%), 91 (100%). EM-AR m/z:
370,2510 (0,6 ppm). Anal. Elem. Calc. para CaH34Os: C, 77,80; H, 9,25.
Encontrado: C, 77,54; H, 9.35.

* |-(Benciloxi)-4-(2'-dodeciloxietil)-2-metoxibenceno (106)

Se prepara siguiendo el procedimiento general

H3CO Oﬁ/
DN 11 usando como eluyente para la columna de
BnO

cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/hexano

(106) 1:8. Se obftiene el producto puro como un sirupo
incoloro (64%). IR: 3035 (Vcsp2—+), 2925 y 2854 (Lcsps-n), 1590, 1558 y 1512 (var),
1227 y 1107 (vc—o) cm . 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 7,37 (m, 5H, Ph),
6,89 (d,J=8,2Hz, 1H, H7), 6,85 (d, J = 1,9 Hz, 1H, H4), 6,68 (dd, 1H, Hs), 5,02 (s, 2H,
CH2Ph en pos. 6), 3,74 (s, 3H, OMe en pos. 5), 3,51 (t,J=7,0Hz, 2H, Hi), 3,34 (t, J
= 6,5 Hz, 2H, Hr’), 2,71 (t, 2H, H2), 1,45 (m, 2H, H2'), 1,22 (m, 18H, H3-H11'), 0,84 (t,
3H, Hi2'). 3C-RMN (125 MHz, DMSO-d¢) & ppm 149,0 (Cs), 146,1 (C¢), 137,2 (Cipso,
grupo Bn), 131,9 (Cs), 128,3-127,5 (C2-Cy4, grupo Bn), 120,5 (Cg), 113,8 (C7),
113,1 (C4), 71,0 (Cy), 70,0 (CH2Ph en pos. 6), 69.8 (C1'), 55,5 (OMe en pos. 5), 35,1
(C2), 31,2 (Ci0), 29,1 (C2), 28,9-28,6 (C4-Cy'), 25,6 (C3'), 22,0 (Ci17), 13,8 (Ci2). EM
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(Cl), m/z (int. relativa): 426 (24%), 335 (2%), 137 (65%), 91 (100%). EM-AR m/z:
426,3148 (3.3 ppm). Anal. Elem. Calc. para Ca2sHs03: C, 78,83; H, 9,92.
Encontrado: C, 78,73; H, 9,59.

4.3.2. Reaccion de hidrogenolisis. Procedimiento general

El correspondiente éter protegido (1mmol) se disuelve en THF destilado
(20mL), y se ahade un 10% (p/p) de carbodn-paladio (C-Pd) como catalizador.
La mezcla se hidrogena a una presidon de 4bar con agitaciéon magnética a
temperatura ambiente durante 24 horas. El fin de la reaccién se confirma
mediante cromatografia en capa fina (ccf). Se filira y lava el catalizador a
través de celita, se evapora el disolvente a vacio y el producto obtenido se

purifica mediante cromatografia en columna de gel de silice.

4.3.2.1. Reaccion de hidrogenolisis de los alquil dibencil derivados de

hidroxitirosol

* 4-(2’-metoxietil)benceno-1,2-diol (107)

HO Se prepara a partir de 83 siguiendo el procedimiento

y
S 3 1 general usando como eluyente para la columna de

8
HO e ™ cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/hexano 1:1.

(107) Se obtiene el producto puro como un sirupo incoloro
(96%). IR: 3307 (Von), 2932 (Lcspa—+), 1605, 1520 y 1446 (va), 1279 y 1113 (vc—o)
cm-!. 1H-RMN(500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 8,62 (s, 2H, OH en pos. 5y 6), 6,60 (d, J
= 8,0 Hz, 1H, H), 6,58 (d, J = 2,1 Hz, TH, H4), 6,43 (dd, 1H, Hs), 3,42 (t, J = 7.0 Hz,
2H, Hi1), 3,21 (s, 3H, Hi'), 2,60 (t, 2H, Hz). 3C-RMN (125 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm
144,9 (Cs), 143,4 (Ce¢), 129,7 (C3), 119.3 (Cs), 116,2 (C4), 115,3 (C7), 73,2 (C1), 57,7
(C1), 35,0 (C2). EM (CI), m/z (int. relativa): 168 (49%), 123 (100%). EM-AR m/z:
168,0792 (3.6 ppm). Anal. Elem. Calc. para CsHi20s: C, 64,27; H, 7,19.

Encontrado: C, 63,74; H, 6,94.
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» 4-(2'-etoxietillbenceno-1,2-diol (108)

HO O~ Se prepara a partir de 84 siguiendo el procedimiento
:©/\/ general usando como eluyente para la columna de

HO

(108) cromatografia una mezcla t-butilmetil éter/nexano 1:2.

Se obtiene el producto puro como un sirupo incoloro
(88%). IR: 3303(von), 2975 (vcsps—+), 1605, 1520 y 1475 (var), 1280 y 1112 (vc—o)
cm'. 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 8,65 (s, 2H, OH en pos. 5y 6), 6,60 (d, J
= 8,0 Hz, 1H, H7), 6,58 (d, J = 2,1 Hz, 1H, H4), 6,44 (dd, 1H, Hs), 3,45 (t, J = 7,2 Hz,
2H, H1), 3,40 (c, J = 7,0 Hz, 2H, H1’), 2,59 (t, 2H, Hz2), 1,08 (t, 3H, H2'). 13C-RMN (125
MHz, DMSO-ds) & ppm 144,9 (Cs), 143,2 (Ce), 129,7 (Cs), 119,.3 (Cs), 116,2 (C4),
1153 (C7), 71,1 (Ci), 65,1 (Ci1), 35,0 (C2), 15,0 (C2). EM (Cl), m/z (int. relativa):
182 (49%), 123 (100%). EM-AR m/z: 182,0943 (0,5 ppm). Anal. Elem. Calc. para
CioH1403: C, 65,921; H, 7,74. Encontrado: C, 65,39; H, 7.44.

* 4-(2'-propoxietillbenceno-1,2-diol (109)

HO o Se prepara a partir de 85 siguiendo el procedimiento
D/\/ % general usando como eluyente para la columna de
HO (109) cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/hexano 1:5.
Se obtiene el producto puro como un sdlido blanco
(?1%). P.f. 1 92-94°C. IR: 3276 (Von), 2928 y 2871 (vcsps—+). 1613, 1530 y 1445 (var),
1290 y 1254 (uc—o0) cm 1. 1H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 8,69 (s, 2H, OH en
pos. 5y 6), 6,60 (d,J =8,0Hz, 1H, H7), 6,58 (d, J = 2,1 Hz, 1H, H4), 6,44 (dd, 1H, Hs),
3,45 (t,J =72 Hz, 2H, Hi), 3,31 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H1'), 2,60 (t, 2H, Hz2), 1,48 (m, 2H,
Hz'), 0,83 (t, 3H, Hz'). 33C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) & ppm 144,9 (Cs), 143,3 (Cs),
129.7 (Cs), 119,.3 (Cs), 116,2 (C4), 1153 (C7), 71,5 (Cr), 71,3 (C1), 35,0 (C2), 22,4
(C2), 10,5 (Cs). EM (CI), m/z (int. relativa): 196 (36%), 123 (100%), 21 (6%). EM-AR
m/z: 196,1093 (2,8 ppm). Anal. Elem. Calc. para CnHisOs x¥H20: C, 65,32; H,
8.31. Encontrado: C, 65,29; H, 7.76.
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* 4-(2'-butiloxietillbenceno-1,2-diol (110)

HO o) Se prepara a partir de 86 siguiendo el procedimiento
j@/\/ \Hg general usando como eluyente para la columna de
HO (110) cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/hexano 1:5.
Se obtiene el producto puro como un sélido blanco

(98%). P.f. 66—68°C. IR: 3290 (Lon). 2930 y 2864 (vcsps—+), 1612, 1530 y 1473 (var),
1287 y 1093 (uc—o) cm'. tH-RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 8,62 (s, TH, OH en
pos. 6), 8,56 (s, 1H, OH en pos. 5), 6,60 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H7), 6,58 (d, J = 2,1 Hz,
1H, H4), 6,44 (dd, 1H, Hs), 3,45 (t, J = 7,2 Hz, 2H, H1), 3,34 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H1'), 2,59
(t, 2H, H2), 1,45 (m, 2H, Hz'), 1,29 (m, 2H, Hs'), 0,85 (1, 3H, Hs'). B3C-RMN (125 MHz,
DMSO-ds) &6 ppm 144,8 (Cs), 143,3 (Ce), 129.7 (Cs), 119.3 (Cs), 116,2 (C4), 1153
(C7), 71,4 (Ci), 69.6 (C17), 35,0 (C2), 31,3 (C2), 18,8 (Cs), 13,7 (Cs). EM (Cl), m/z
(int. relativa): 210 (39%), 149 (6%), 123 (100%). EM-AR m/z: 210,1252 (1,5 ppm).
Anal. Elem. Calc. para Ci2H1803: C, 68,54; H, 8,63. Encontrado: C, 68,09; H, 8,54.

* 4-(2’-hexiloxietil)benceno-1,2-diol (111)

Se prepara a partir de 87 siguiendo el procedimiento

HO O\ﬁ/
D/\/ 5 general usando como eluyente para la columna de
HO

(111) cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/hexano 1:5.

Se obftiene el producto puro como un sirupo incoloro
(?1%). IR: 3290 (von), 2930 y 2858 (vcsps—H), 1605, 1519 y 1466 (var), 1278 y 1112
(Uc—0) cm'. tH-RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 8,65 (s, 2H, OH en pos. 5 yé),
6,60 (d, J =8,0Hz, 1H, H7), 6,58 (d, J = 2,1 Hz, 1H, H4), 6,44 (dd, 1H, Hg), 3,45 (t, J =
7,2Hz, 2H, Hi), 3,34 (1, J = 6,6 Hz, 2H, H1'), 2,59 (t, 2H, H2), 1,45 (m, 2H, H2'), 1,24 (m,
é6H, H3—Hs), 0,85 (t, 3H, He). 13C-RMN (125 MHz, DMSO-d¢) &6 ppm 144,9 (Cs),
143,3 (Ce¢), 129,7 (Cs), 119,3 (Cs), 116,2 (C4), 115,3 (C7), 71,4 (C1), 69.9 (C1'), 35,0
(C2), 31,0 (Cs), 29,1 (C2), 25,3 (Cs), 22,0 (Cs), 13,8 (Cs). EM (Cl), m/z (int.
relativa): 238 (36%), 137 (11%), 123 (100%). EM-AR m/z: 238,1577 (3,7 ppm). Anal.
Elem. Calc. para CisH203xVs H20O: C, 68,82; H, 9,35. Encontrado: C, 69,22; H,

8.88.
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* 4-(2'-octiloxietillbenceno-1,2-diol (112)

HO o Se prepara a partir de 88 siguiendo el procedimiento
DN \H; general usando como eluyente para la columna de
HO (112) cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/hexano 1:8.
Se obtiene el producto puro como un sirupo incoloro
(83%). IR: 3394 (Von), 2927 y 2856 (vcsps—+). 1606, 1519 y 1466 (var), 1266 y 1110
(bc—o) cm. TH-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 8,59 (s, 2H, OH en pos. 5y 6),
6,60 (d, J =8,0Hz, 1H, H7), 6,58 (d, J = 2,1 Hz, 1H, H4), 6,43 (dd, 1H, Hs), 3,44 (t, J =
7,2 Hz, 2H, H1), 3.33 (t, J = 6,6 Hz, 2H, Hy"), 2,59 (t, J = 7,2 Hz, 2H, H2), 1,45 (m, 2H,
Hz'), 1,23 (m, 10H, H3—H7'), 0,85 (t, J = 7,0 Hz, 3H, Hs'). 3C-RMN (125 MHz, DMSO-
ds) 6 ppm 144,8 (Cs), 143,3 (Cs), 129.7 (C3), 119,.3 (Cs), 116,1 (C4), 115,3 (C7), 71,4
(C1), 69.9 (Cr), 35,0 (C2), 31,2 (Ce), 29.1 (C2), 28,7 (Cs), 28,6 (Cs), 25,6 (Cs'), 22,0
(C7), 13,8 (Cs’). EM (CI), m/z (int. relativa): 266 (64%), 137 (16%), 123 (100%). EM-
AR m/z: 266,1880 (0,7 ppm). Anal. Elem. Calc. para Ci¢H2sOs: C, 72,14; H, 9,84.
Encontrado: C, 72,31; H, 10,05.

* 4-(2'-deciloxietillbenceno-1,2-diol (113)

HO 0 Se prepara a partir de 89 siguiendo el procedimiento
D/\/ ﬁ; general usando como eluyente para la columna de
HO (113) cromatografia una mezcla acetato de etilo/hexano 1:8.
Se obftiene el producto puro como un sirupo incoloro
(83%). IR: 3359 (Von), 2922 y 2853 (vcsps—H), 1605, 1519 y 1444 (var), 1277 y 1110
(bc—o) cm 1. TH-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 8,63 (s, TH, OH en pos. 6), 8,56
(s, TH, OH en pos. 5), 6,59 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H7), 6,57 (d, J = 2,1 Hz, TH, H4), 6,43
(dd, 1H, Hs), 3,44 (t, J = 7,2 Hz, 2H, H1), 3,33 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H1"), 2,58 (t, 2H, H2),
1,41 (m, 2H, Hz), 1,24 (m, 10H, Hs—H¢), 0,84 (f, 3H, Hio). 8C-RMN (125 MHz,
DMSO-ds) &6 ppm 144,8 (Cs), 143,3 (Ce), 129.7 (Cs), 119.3 (Cs), 116,1 (C4), 1153
(C7), 71,4 (C1), 69,9 (Cr), 34,9 (C2), 29,1 (C2), 29,0-28,6 (C4-C7), 25,6 (C3), 31,2
(Cs), 22,0 (Co), 13,8 (Cio’). EM (CI), m/z (int. relativa): 294 (54%), 123 (100%), 71
(32%). EM-AR m/z: 294,2194 (0,3 ppm). Anal. Elem. Calc. para CisHzOs: C,
73,43; H, 10,27. Encontrado: C, 73,41; H, 10,39.
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* 4-(2'-dodeciloxietil)benceno-1,2-diol (114)

HO e} Se prepara a partir de 90 siguiendo el procedimiento
j@/\/ ﬁi general usando como eluyente para la columna de
"o (114) cromatografia una mezcla t-butimetil éter/hexano
1:12. Se obtiene el producto puro como un solido
blanco (82%). P.f.: 39-41°C. IR: 3460 y 3325 (von). 2918 y 2851 (vcsps—+). 1600,
1521 y 1470 (var), 1273 y 1116 (bc—o) cm'. TH-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm
8,63 (s, TH, OH en pos. 6), 8,56 (s, 1H, OH en pos. 5), 6,60 (d, J = 8,0 Hz, TH, H7),
6,57 (d, J =2,1 Hz, 1H, H4), 6,43 (dd, 1H, Hs), 3,44 (t, J =7,2Hz, 2H, H:), 3,33 (t, J =
6,6 Hz, 2H, H1'), 2,59 (t, 2H, Hz2), 1,45 (m, 2H, H2'), 1,23 (m, 18H, H3—H11'), 0,84 (t, 3H,
Hiz'). BC-RMN (125 MHz, DMSO-d¢) &6 ppm 144,8 (Cs), 143,3 (Cs), 129.7 (Cs), 119,3
(Cs), 116,1 (C4), 1153 (C7), 71,4 (Ci), 69,9 (Cy1), 35,0 (C2), 31,2 (Cio), 29,1 (C2),
28,9-28,6 (C4+—Cy'), 25,6 (Cs), 22,0 (Ci17), 13,8 (Ci2). EM (CI), m/z (int. relativa):
322 (93%). 154 (5%), 137 (27%), 123 (100%). EM-AR m/z: 322,2502 (1,7 ppm). Anal.
Elem. Calc. para CaHs4O3: C, 74,49; H, 10,63. Encontrado: C, 74,11; H, 10,64.

* 4-(2'-hexadeciloxietillbenceno-1,2-diol (115)

HO O\ﬁ/ Se prepara a partir de 91 siguiendo el procedimiento
Oj@/\/ 15 general usando como eluyente para la columna de
H

cromatografia una mezcla acetato de etilo/hexano

(115)
1:7. Se obtiene el producto puro como un sdlido

blanco (83%). P.f.: 54-56°C. IR: 3442 (Vo). 2954 y 2847 (vcsps—+). 1612, 1529 y 1458
(Lar), 1285y 1110 (bc—o) cm-'. tH-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 8,59 (s, 2H, OH
en pos. 5y é), 6,60 (d, J =80 Hz, TH, H7), 6,58 (d, J = 2,1 Hz, TH, H4), 6,43 (dd, TH,
Hs), 3,44 (t, J = 7,2 Hz, 2H, H1), 3,33 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H1*), 2,59 (t, 2H, H2), 1,45 (m,
2H, Hz'), 1,23 (m, 10H, Hs—H1s'), 0,85 (f, 3H, Hi¢'). B3C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) &
ppm 144,8 (Cs), 143,3 (C¢), 129,7 (Cs), 119,3 (Cs), 116,1 (C4), 115,3 (C7), 71,4 (Cy),
69.9 (Cr), 350 (C2), 31,2 (Cis), 29,1 (C2), 29,0-28,6 (C+—Ci3), 25,6 (Cs), 22,0
(Cis), 13,8 (Cier). EM (CI), m/z (int. relativa): 378 (57%). 137 (38%), 123 (100%).
EM-AR m/z: 378,3134 (0,0 ppm). Anal. Elem. Calc. para C2H403: C, 76,14; H,
11,18. Encontrado: C, 76,41; H, 10,71.
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* 4-(2'-octadeciloxietillbenceno-1,2-diol (116)

HO 0O Se prepara a partir de 92 siguiendo el procedimiento
j@m ﬁ; general usando como eluyente para la columna de
HO (116) cromatografia una mezcla t-butimetil éter/hexano
1:12. Se obtiene el producto puro como un sdlido
blanco (98%). P.f.: 65-67°C. IR: 3394 (von). 2927 y 2856 (vcsps—+), 1606, 1519 y
1466 (Lar), 1266 y 1110 (bc—o) cm'. 1H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 8,63 (s,
1H, OH en pos. 6), 8,56 (s, 1H, OH en pos. 5), 6,60 (d, J =8,0Hz, 1H, H7), 6,57 (d. J
=2,1 Hz, TH, H4), 6,43 (dd, 1H, Hs), 3,44 (t, J = 7,2 Hz, 2H, H1), 3,33 (t, J = 6,6 Hz, 2H,
Hi), 2,59 (t, 2H, H2), 1,45 (m, 2H, H2), 1,23 (m, 30H, H3'—Hi7), 0,84 (t, 3H, His'). 13C-
RMN (125 MHz, DMSO-d¢) & ppm 144,9 (Cs), 143,3 (Ce¢), 129,7 (Cs), 119.3 (Cs),
116,1 (C4), 1153 (C7), 71,4 (Ci), 69,9 (Cr), 350 (Cz2), 31.2 (Cie), 29.2 (C2).
29,0-28,6 (C4+—Cis), 25,6 (Cs'), 22,0 (Ci7), 13,8 (Cis’). EM (Cl), m/z (int. relativa):
406 (64%), 137 (16%), 123 (100%). EM-AR m/z: 406,3443 (1.0 ppm). Anal. Elem.
Calc. para CasHasOsx¥s H20: C, 75,68; H, 11,40. Encontrado: C, 75,77; H, 12,20.

4.3.2.2. Reaccion de hidrogenoailisis de los alquil bencil derivados de tirosol

* 4-(2'-metoxietil)fenol (117)

5 4 2 o . Se prepara a partir de 93 siguiendo el procedimiento

3 1 general usando como eluyente para la columna de

HO™ 6 ™7 ¢ cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/hexano 1:5.
(117) Se obtiene el producto puro como un sirupo incoloro

(82%). IR: 3373 (Von), 2979 y 2866 (vcsps—+). 1614, 1515 y 1465 (var), 1230 y 1106
(bc—o) cm 1. 1H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 9,09 (s, 1H, OH en pos. 6), 6,98
(d,J =83Hz 2H, Hs), 6,64 (d, J =8,3 Hz, 2H, Ha4), 3,44 (1, J = 7,0 Hz, 2H, Hi), 3,21 s,
3H, Hi'), 2,66 (t, 2H, Hz2). 3C-RMN (125 MHz, DMSO-d¢) & ppm 1554 (C¢), 129,5
(C4), 128,9 (C3), 114,92 (Cs), 73,1 (Ci), 57,6 (Cr), 34,4 (C2). EM (CIl), m/z (int.
relativa): 152 (88%), 107 (100%), 77 (18%). EM-AR m/z: 152,0828 (6,1 ppm). Anal.
Elem. Calc. para CyHi1202: C, 71,03; H, 7,95. Encontrado: C, 71,14; H, 7,60.
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» 4-(2'-etoxietil)fenol (118)

Se prepara a partir de 94 siguiendo el procedimiento

O~
/@N general usando como eluyente para la columna de
HO

cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/hexano 1:5.

(118) Se obtiene el producto puro como un sirupo incoloro
(81%). IR: 3373 (Von), 2979 y 2866 (vcsps—+). 1614, 1515 y 1465 (var), 1230 y 1106
(bc—o) cm 1. 1H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 9,11 (s, 1H, OH en pos. 6), 6,99
(d,J =8,5Hz, 2H, Hs), 6,64 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H4), 3,46 (1, J = 7,2 Hz, 2H, H1), 3,3%(c,
J=6,9 Hz, 2H, H1'), 2,65 (t, 2H, H2), 1,07 (t, 3H, H2'). 13C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) &
ppm 155,4 (Ce), 129,5 (C4), 128,9 (Cs), 114,9 (Cs), 71,1 (Ci), 65,1 (Cr), 34,7 (C2),
15,0 (C2). EM (CI), m/z (int. relativa): 166 (23%), 107 (100%). EM-AR m/z: 166,0992
(1.1 ppm). Anal. Elem. Calc. para CioH14O2: C, 72,26; H, 8,49. Encontrado: C,

72,16; H, 8,13.

* 4-(2’-propoxietil)/fenol (119)

Se prepara a partir de 95 siguiendo el procedimiento

Oﬁ/
/©/\/ 2 general usando como eluyente para la columna de
HO

cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/hexano 1:5.
(19) Se obftiene el producto puro como un sirupo incoloro
(87%). IR: 3390 (von), 2936 y 2871 (vcspz—+). 1614, 1515 y 1446 (var), 1229 y 1088
(bc—o0) cm'. TH-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 2,09 (s, TH, OH pos. 6), 6,99 (d, J
= 8,4 Hz, 2H, Hs), 6,64 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H4), 3,47 (t, J = 7,2 Hz, 2H, H1), 3,30 (1, J =
6,5 Hz, 2H, H1'), 2,66 (t, 2H, Hz), 1,47 (m, 2H, Hz), 0,82 (t, 3H, Hs'). 133C-RMN (125
MHz, DMSO-ds) & ppm 155.4 (Cs), 129.5 (C4), 128.9 (Cs), 114.9 (Cs), 71.4 (Cy1),
71.3 (C1), 34.7 (C2), 22.3 (C2), 10.4 (C3). EM (Cl), m/z (int. relativa): 180 (28%), 162
(23%), 107 (100%). EM-AR m/z: 180,1152 (0,9 ppm). Anal. Elem. Calc. para
CiHis02: C, 73,30; H, 8,95. Encontrado: C, 72,91; H, 8,96.
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* 4-(2'-butoxietil)fenol (120)

Oﬁ/ Se prepara a partir de 96 siguiendo el procedimiento
/Ej/V 3 general usando como eluyente para la columna de
HO

cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/hexano 1:5.

(120) . . .
Se obtiene el producto puro como un sirupo incoloro

(86%). IR: 3433 (Lon), 2959 y 2866 (vcsps—+), 1617, 1515y 1382 (var), 1232 y 1091
(bc—0) cm-'. TH-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 2,09 (s, TH, OH pos. 6), 6,99 (d, J
= 8,5 Hz, 2H, Hs), 6,64 (d, J = 8,4 Hz, 2H, H4), 3,46 (t,J =7,2Hz, 2H, H1), 3,34 (1, J =
6,5 Hz, 2H, Hr), 2,65 (t, 2H, H2), 1,44 (m, 2H, H2’), 1,28 (m, 2H, H3'), 0,84 (t, 3H, Hs).
13C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 155,4 (C¢), 129,5 (C4), 128,9 (C3), 114,9 (Cs),
71.3 (Ci), 69.5 (Cr), 34,7 (C2), 31,2 (C2), 18,8 (Cs), 13,7 (Cs). EM (Cl), m/z (int.
relativa): 194 (57%), 107 (100%), 57 (45%). EM-AR m/z: 194,1294 (6,6 ppm). Anal.
Elem. Calc. para Ci2H1802: C, 74,29; H, 9,34. Encontrado: C, 74,24; H, 9,38.

* 4-(2’-hexiloxietil)fenol (121)

Se prepara a partir de 97 siguiendo el procedimiento

Oﬁ/
/©/\/ S general usando como eluyente para la columna de
HO

cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/hexano 1:9.
(120) Se obtiene el producto puro como un sirupo incoloro
(85%). IR: 3397 (von), 2931 y 2858 (vcsps—+), 1614, 1515 y 1451 (val), 1231 y 1092
(Uc—o) cm!. 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) &6 ppm 9,08 (s, TH, OH pos. 6), 6,98 (d, J
= 8,5 Hz, 2H, Hs), 6,64 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H4), 3,46 (t,J =7,1 Hz, 2H, H1), 3,33 (t, J =
6,5 Hz, 2H, H1'), 2,65 (1, 2H, H2), 1,44 (m, 2H, Hz'), 1,23 (m, éH, Hs-Hs'), 0,84 (t, 3H,
He'). 3C-RMN (125 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 155,4 (C¢), 129,5 (C4), 128,9 (C3), 114,9
(Cs), 71,3 (C1), 69,8 (C17), 34,7 (C2), 31,0 (Cx), 29,1 (C2), 25,3 (C3), 22,0 (Cs), 13,8
(Ce). EM (CI), m/z (int. relativa): 222 (32%), 107 (100%), 85 (48%). EM-AR m/z:
222,1623 (1,4 ppm). Anal. Elem. Calc. para CisH202: C, 75,63; H, 9,97.
Encontrado: C, 75,80; H, 10,28.
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* 4-(2'-octiloxietil)fenol (122)

Oﬁ/ Se prepara a partir de 98 siguiendo el procedimiento
/©N 7 general usando como eluyente para la columna de
HO

cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/nexano 1:10.

(122) , . .
Se obtiene el producto puro como un sirupo incoloro

(85%). IR: 3397 (von), 2929 y 2857 (vcsps—H), 1615, 1519 y 1455 (var), 1232 y 1093
(bc—o) cm'. 1H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) &6 ppm 2,08 (s, 1H, OH pos. 6), 6,98 (d, J
= 8,5 Hz, 2H, Hs), 6,64 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H4), 3,46 (t,J =7,1 Hz, 2H, H1), 3,33 (1, J =
6,5Hz,2H, Hi), 2,65 (t, 2H, H2), 1,44 (m, 2H, Hz2'), 1,22 (m, 10H, Hs-H7), 0,84 (t, 3H,
Hs'). 3C-RMN (125 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 155,4 (C¢), 129,5 (C4), 128,9 (C3), 114,9
(Cs), 71,3 (C1), 69.8 (Ci7), 34,7 (C2), 31,2 (Ce'), 29.1 (C2), 28,7 (C4), 28,6 (Cs), 25,6
(Cs), 22,0 (C7) 13,8 (Cs). EM (Cl), m/z (int. relativa): 250 (49%), 107 (100%), 71
(36%). EM-AR m/z: 250,1926 (2,7 ppm). Anal. Elem. Calc. para CisH2602: C,
76,75; H, 10,47 Encontrado: C, 76,45; H, 10,42.

* 4-(2'-dodeciloxietil)fenol (123)

Se prepara a partir de 99 siguiendo el procedimiento

OW
/©/\/ 1T general usando como eluyente para la columna de
HO

cromatografia una mezcla t-butimetil éter/hexano

(123) 1:10. Se obtiene el producto puro como un sirupo
incoloro (89%). IR: 3419 (von), 2918 y 2852 (vcsps—+), 1615, 1515y 1467 (var), 1256y
1111 (Vc—o) cm 1. 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 2,08 (s, TH, OH pos. é), 6,97
(d,J =8,5Hz, 2H, Hs), 6,64 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H4), 3,45 (t, J = 7,1 Hz, 2H, H:1), 3,32 (f,
J=6,5Hz, 2H, Hi), 2,65 (t, 2H, H2), 1,44 (m, 2H, H2'), 1,22 (m, 18H, Hs-Hi1'), 0,84 (t,
3H. Hiz’). 8C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) & ppm 155,4 (C¢), 129,5 (C4), 128,92 (Cs),
114,8 (Cs), 71,3 (Ci), 69.8 (C1), 34,7 (C2), 31,2 (Cio), 29,1 (C2), 28,9-28,6 (C4-Cy),
25,6 (Cs), 22,0 (Ci1’) 13,8 (Ci2'). EM (Cl), m/z (int. relativa): 306 (38%), 107 (100%),
71 (42%). EM-AR m/z: 306,2546 (4,2 ppm). Anal. Elem. Calc. para C2oH3z4O2: C,

78,38; H, 11,18. Encontrado: C, 77,99; H, 11,02.
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4.3.2.3. Reaccion de hidrogenolisis de los alquil bencil derivados de alcohol

homovanilico

* 2-metoxi-4-(2’-metoxietil)fenol (124)

HACOL s 2 o_ Se prepara a partir de 100 siguiendo el procedimiento
3©/V1 ‘ general usando como eluyente para la columna de

HO ¢ ™7 ° cromatografia una mezcla t-butimetil éter/hexano
(124) 1:3. Se obtiene el producto puro como un sirupo
incoloro (78%). IR: 3444 (von), 2937 y 2829 (Vcsps—+). 1613, 1600y 1516 (var), 1227 y
1111 (Vc—o) cm 1. 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 8,63 (s, TH, OH pos. 6), 6,76
(d,J =1,9 Hz, TH, H4), 6,65 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H7), 6,58 (dd, 1H, Hs), 3,72 (s, 3H,
OMe en pos. 5), 3,46 (t, J = 7,1 Hz, 2H, Hi), 3,22 (s, 3H, Hi'), 2,68 (t, 2H, H2). 13C-
RMN (125 MHz, DMSO-d¢) & ppm 147,2 (Cs), 144,7 (C¢), 129,6 (C3), 120.8 (Cs),
1152 (C7), 113,0 (C4), 73,1 (Ci), 57,7 (C1), 55,5 (OMe en pos. 5), 34,9 (C2). EM
(Cl), m/z (int. relativa): 182 (23%), 137 (100%). EM-AR m/z: 182,0949 (3.3 ppm).
Anal. Elem. Calc. para CioH1403: C, 65,91; H, 7,74. Encontrado: C, 66,33; H, 8,05.

* 4-(2’-etoxietil)-2-metoxifenol (125)

Se prepara a partir de 101 siguiendo el procedimiento

H3CO O~
:©/\/ general usando como eluyente para la columna de
HO

cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/hexano
(125) 1:3. Se obtiene el producto puro como un sirupo
incoloro (80%). IR: 3430 (vow), 2938 y 2840 (Lcsps—+), 1603, 1514y 1462 (var), 1227 y
1111 (Vc—o) cm 1. *H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 8,62 (s, TH, OH pos. é), 6,77
(d, J =1,9 Hz, 1H, H4), 6,65 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H7), 6,58 (dd, 1H, Hs), 3,72 (s, 3H,
OMe en pos. 5), 3,49 (t,J =7,2Hz, 2H, Hi), 3,41 (¢, J =7,0Hz, 2H, Hr'), 2,67 (t, 2H,
Hz), 1,08 (t, 3H, Hz). 13C-RMN (125 MHz, DMSO-d¢) &6 ppm 147,2 (Cs), 144,7 (Ce).
129.6 (Cs), 120,8 (Cs), 115,2 (C7), 113,0 (C4), 71,0 (Ci), 65,1 (C17), 55,5 (OMe en
pos. 5), 35,1 (Cz), 15,0 (C27). EM (CI), m/z (int. relativa): 196 (24%), 137 (100%).
EM-AR m/z: 196,1106 (3.3 ppm). Anal. Elem. Calc. para CiHisOs: C, 67,32; H,
8.22. Encontrado: C, 67,21; H, 8,30.
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» 2-metoxi-4-(2’'-propoxietil)fenol (126)

H3CQ:©/\/Q\®/ Se prepara a partir de 102 siguiendo el procedimiento
2

general usando como eluyente para la columna de
"o (126) cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/hexano
1:5. Se obtiene el producto puro como un sirupo
incoloro (83%). IR: 3442 (vow), 2970y 2936 (Vcsps—+), 1613, 1600y 1516 (var), 1232y
1122 (bc—o) cm'. tH-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 8,66 (s, 1H, OH pos. 6), 6,78
(d, J =1,8Hz, 1H, H4), 6,64 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H7), 6,58 (dd, 1H, Hs), 3,72 (s, 3H,
OMe en pos. 5), 3,49 (t,J =7,2 Hz, 2H, H1), 3,31 (t, J = 6,7 Hz, 2H, H1'), 2,67 (t, 2H,
Hz), 1,48 (m, 2H, H2), 0,84 (1, 3H, Hs). 3C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 147,2
(Cs), 144,7 (Ce), 129,6 (Cs), 120,9 (Cg), 115, (C7), 113,0 (C4), 71,5 (Cr), 71.3 (Ci).
55,5 (OMe en pos. 5), 35,2 (Cz), 22,5 (Cz2), 10,4 (Cs). EM (Cl), m/z (int. relativa):
210 (14%), 137 (100%). EM-AR m/z: 210,1252 (1,2 ppm). Anal. Elem. Calc. para
Ci2H180s: C, 68,54; H, 8,63. Encontrado: C, 68,35; H, 8,65.

* 4-(2'-butoxietil)-2-metoxifenol (127)

Se prepara a partir de 103 siguiendo el procedimiento

HsCO O
:©/\/ \@g general usando como eluyente para la columna de

HO
(127)

cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/hexano

1:5. Se obfiene el producto puro como un sirupo
incoloro (81%). IR: 3436 (Lon), 2953 y 2869 (Vceps—+), 1612, 1590y 1515 (var), 1232y
1122 (Vc—o) cm 1. 1H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) &6 ppm 8,62 (s, TH, OH pos. é), 6,77
(d, J =1,9 Hz, 1H, H4), 6,65 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H7), 6,58 (dd, 1H, Hs), 3,72 (s, 3H,
OMe en pos. 5), 3,49 (t,J =7,1 Hz, 2H, Hi), 3,35 (t, J = 6,5 Hz, 2H, H1"), 2,67 (1, 2H,
Hz), 1,45 (m, 2H, Hz2'), 1,29 (m. 2H, Hs'), 0,85 (f, 3H, Hs'). 33C-RMN (125 MHz, DMSO-
ds) 6 ppm 147,2 (Cs), 144,7 (Cs), 129,6 (Cs), 120.8 (Cs), 115,1 (C7), 113,0 (C4), 71,2
(C1), 69.5 (Cr), 55,4 (OMe en pos. 5), 35,1 (C2), 31,3 (Cz2), 18,8 (Cs), 13,7 (Cu).
EM (Cl), m/z (int. relativa): 224 (22%), 137 (100%), 57 (39%). EM-AR m/z: 224,1418
(2,5 ppm). Anal. Elem. Calc. para CizH2003: C, 69,61; H, 8,99. Encontrado: C,
69.04; H, 9,30.
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* 4-(2’-hexiloxietil)-2-metoxifenol (128)

Se prepara a partir de 104 siguiendo el procedimiento

HsCO O
:©/V \Hg general usando como eluyente para la columna de

HO
(128)

cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/hexano

1:7. Se obtiene el producto puro como un sirupo
incoloro (86%). IR: 3435 (vow), 2932y 2857 (Vcsps—+), 1610, 1605y 1516 (var), 1230y
1107 (Vc—o) cm 1. *H-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 8,61 (s, TH, OH pos. é), 6,77
(d,J =1,9 Hz, 1H, H4), 6,64 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H7), 6,58 (dd, 1H, Hs), 3,72 (s, 3H,
OMe en pos. 5), 3,49 (t,J =7,1 Hz, 2H, Hi), 3,34 (t, J = 6,5 Hz, 2H, H1"), 2,66 (1, 2H,
Hz), 1,46 (m, 2H, Hz’), 1,24 (m. éH, Hs-Hs), 0,84 (t, 3H, Hs). B8C-RMN (125 MHz,
DMSO-d¢) &6 ppm 147,2 (Cs), 144,7 (C¢), 129.6 (Cs), 120,8 (Cs), 115,1 (C7), 113,0
(C4), 71,2 (C1), 69,2 (C1'), 55,4 (OMe en pos. 5), 35,1 (C2), 29.1 (Cz2), 29,1 (Cs),
25,3 (Cs), 22,1 (Cs), 13,8 (Ces). EM (Cl), m/z (int. relativa): 252 (47%), 137 (100%).
EM-AR m/z: 252,1725 (0,2 ppm). Anal. Elem. Calc. para CisH2403: C, 71,39; H,
9,59. Encontfrado: C, 71,33; H, 9.59.

* 2-metoxi-4-(2’-octiloxietil)fenol (129)

Se prepara a partir de 105 siguiendo el procedimiento

H3CO (@)
]@/\/ \H; general usando como eluyente para la columna de

HO
(129)

cromatografia una mezcla t-butiimetil éter/hexano

1:7. Se obtiene el producto puro como un sirupo
incoloro (79%). IR: 3453 (vow), 2930y 2856 (Lcsps—+), 1620, 1613y 1516 (var), 1229 y
1108 (vc-o) cm'. tH-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) & ppm 8,65 (s, TH, OH pos. 6),
6,77 (d,J=1,7 Hz, 1H, H4), 6,64 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H7), 6,57 (dd, 1H, Hs), 3,72 (s, 3H,
OMe en pos. 5), 3,48 (t,J =7,1 Hz, 2H, H1), 3,34 (t, J = 6,5 Hz, 2H, H1’), 2,66 (t, 2H,
Hz), 1,45 (m, 2H, H2), 1,22 (m. 10H, Hs-H7), 0,84 (t, 3H, Hs'). 13C-RMN (125 MHz,
DMSO-d¢) &6 ppm 147,2 (Cs), 144,7 (Ce), 129,6 (Cs), 120,8 (Cs), 115,1 (C7), 112,9
(C4), 71,3 (C1), 69.9 (C1), 55,4 (OMe en pos. 5), 35,1 (C2), 31,2 (Ce¢) 29,2 (C2).
28,7 (Cs), 28,6(Cs), 25,7 (C3), 22,0 (C7), 13,8 (Cs). EM (Cl), m/z (int. relativa): 280
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(32%), 137 (100%). EM-AR m/z: 280,2033 (1,92 ppm). Anal. Elem. Calc. para
Ci7H2803: C, 72,82; H, 10,06. Encontrado: C, 72,78; H, 10,03.

* 4-(2'-dodeciloxietil)-2-metoxifenol (130)

Se prepara a partir de 106 siguiendo el

HsCO O
:©/\/ \@1/1 procedimiento general usando como eluyente para

la columna de cromatografia una mezcla t-butilmetil
(130) éter/nexano 1:8. Se obtiene el producto puro como
un sirupo incoloro (72%). IR: 3450 (vow), 2923 y 2853 (Lcsps—+), 1620, 1615y 1516
(Lar), 1228 y 1152 y 1036 (Lc—o) cm . tH-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 8,62 (s,
1H, OH pos. 6), 6,77 (d, J = 1,9 Hz, 1H, H4), 6,64 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H7), 6,57 (dd, TH,
Hg), 3,72 (s, 3H, OMe en pos. 5), 3,48 (t, J = 7.1 Hz, 2H, Hi), 3,34 (t, J = 6,5 Hz, 2H,
Hi), 2,66 (t, 2H, H2), 1,45 (m, 2H, H2'), 1,22 (m. 18H, H3-H11"), 0,84 (t, 3H, Hi2). 13C-
RMN (125 MHz, DMSO-d¢) & ppm 147,2 (Cs), 144,7 (Ce), 129,6 (Cs), 120.8 (Cs),
115,71 (C7), 113,0 (C4), 71,2 (C1), 69.8 (C1), 55.4 (OMe en pos. 5), 35,1 (Cz), 31,2
(Cio) 29.1 (C2), 28,9-28,6 (C4-Co'), 25,6 (Cs), 22,0 (Cir’), 13,8 (Ci2). EM (Cl), m/z
(int. relativa): 336 (45%), 151 (41%), 137 (100%). EM-AR m/z: 336,2669 (1,4 ppm).
Anal. Elem. Calc. para C21H3sO03: C, 74,95; H, 10,98. Enconfrado: C, 74,92; H,
10,76.

4.3.3. Reaccion de alquilaciéon de 2-(3’,4’-dioximetilidén)feniletanol (82)

* 1,2-(dioximetilidén)-4-(2'-metoxietillbenceno (131)

O.5 4 2 O Se prepara siguiendo el procedimiento general
.

<I>3/Y (Apartado 4.3.1.) usando como eluyente para la

O ¢ , . .

7 ° columna de cromatografia una mezcla f-butimetil

(131)
éter/hexano 1:12. Se obtiene el producto puro como un

sirupo incoloro (80%). IR: 3035 (Lcsp2—H), 2916 y 2847 (Vcsps—+), 1504, 1487 y 1442
(Var), 1244 y 1109 (Vc—o0) cm'. IH-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 6,79(d, Jas =
1,8 Hz, TH, H4), 6,78 (d, J78 = 7,9 Hz, 1H, H7), 6,66 (dd, 1H, Hs), 5,94 (s, 2H, O-CH2-
O), 3,46 (t, J12= 6,8 Hz, 2H, H1), 3,21(s, 3H, Hr'), 2,70 (t, 2H, Hz). 3C-RMN (125 MHz,
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DMSO-ds) &6 ppm 147,2 (Cs), 144,7 (C¢), 129,6 (Cs), 121,5 (Cg), 109,1 (C4), 107,9
(C7), 100,5 (C, O-CH2-O), 72,8 (Ci), 57.7 (Cy), 34,9 (C2). EM (Cl), m/z (int.
relativa): 180 (33%), 135 (100%), 77 (12%). EM-AR m/z: 180,0797 (5.9 ppm). Anal.
Elem. Calc. para CioH1203: C, 66,65; H, 6,71. Encontrado: C, 66,65; H, 6,67.

* 1,2-(dioximetilidén)-4-(2'-etoxietillbenceno (132)

o o~ Se prepara siguiendo el procedimiento general
< DN (Apartado 4.3.1.) usando como eluyente para la
O . . .
(132) columna de cromatografia una mezcla t-butiimetil
éter/hexano 1:15. Se obtiene el producto puro como un
sirupo incoloro (81%). IR: 3027 (Vcsp2—H), 2974 y 2868 (Lcsps—+), 1504, 1486 y 1440
(Lar), 1242 y 1103 (bc—o) cm!. *H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 6,80 (d, Jss =
1,6 Hz, 1H, H4), 6,78 (d, J78 = 7,8 Hz, 1H, H7), 6,66 (dd, T1H, Hs), 5,94 (s, 2H, O-CH2-
0O), 3.49 (t, J12=6,0Hz, 2H, H1), 3,40 (c, J = 7,0 Hz, 2H, Hi'), 2,69 (t, 2H, H2), 1,07 (t,
H2). 13C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 147,2 (Cs), 144,7 (Cs), 129,6 (Cs), 121,5
(Cs), 109,1 (C4), 107,29 (C7) , 100,5 (C metileno), 70,8 (Ci), 65,1 (Ci), 35,2 (C2),
15,0 (C2). EM (Cl), m/z (int. relativa): 194 (38%). 135 (100%), 77 (11%). EM-AR m/z:
194,0958 (7.8 ppm). Anal. Elem. Calc. para CiiHi4O3: C, 68,02; H, 7,27.
Encontrado: C, 68,35; H, 7,57.

* 1,2-(dioximetilidén)-4-(2'-propoxietil)benceno (133)

@) O\M/ Se prepara siguiendo el procedimiento general
<O:©/\/ 2 (Apartado 4.3.1.) usando como eluyente para la

(133) columna de cromatografia una mezcla t-butilmetil

éter/hexano 1:35. Se obtiene el producto puro como un
sirupo incoloro (70%). IR: 3027 (Vcsp2—H), 2974 y 2868 (Lcsps—+), 1504, 1486 y 1440
(Lar), 1242 y 1103 (bc—o) cm!. *H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 6,80 (d, Jss =
1,7 Hz, 1H, H4), 6,78 (d, J78 = 7,9 Hz, 1H, H7), 6,66 (dd, TH, Hg), 5,93 (s, 2H, O-CH2-
O), 3,49 (t, Ji2=7,0 Hz, 2H, H1), 3,31 (t, J = 6,6 Hz, 2H, H1), 2,70 (t, 2H, Ha), 1,47 (m,
2H, H2), 0,82 (t, 3H, Haz). 13C-RMN (125 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 147,2 (Cs), 144,7
(Cs). 129,6 (Cs), 121,5 (Cg), 109,1 (C4), 107.8 (C7), 100,5 (C metileno), 71,5 (Cr),
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71,0 (C1), 35,1 (C2), 22,3 (C2), 10,5 (C3). EM (Cl), m/z (int. relativa): 208 (23%), 135
(100%), 57 (18%). EM-AR m/z: 208,1095 (2,1 ppm). Anal. Elem. Calc. para
Ci2H1603: C, 69,21; H, 7,74. Encontrado: C, 69,30; H, 7,62.

* 4-(2'-butoxietil)-1,2-(dioximetilidén)benceno (134)

O\M/ Se prepara siguiendo el procedimiento general
<jij/V (Apartado 4.3.1.) usando como eluyente para la

columna de cromatografia una mezcla t-butilmetil

(134)
éter/hexano 1:40. Se obtiene el producto puro como un

sirupo incoloro (70%). IR: 3053 (Vcsp2—H), 2958 y 2868 (Lcsps—+), 1504, 1487 y 1441
(Var), 1249 y 1102 (vc—o0) cm-'. tH-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 6,80 (d, Jsas =
1,7 Hz, 1H, H4), 6,78 (d, J7s = 7.9 Hz, 1H, H7), 6,66 (dd, 1H, Hs), 5,93 (s, 2H,
metileno), 3,48 (1, J12 = 6,9 Hz, 2H, Hi), 3,34 (t, J = 6,5 Hz, 2H, H1'), 2,69 (1, 2H, H2),
1,44 (m, 2H, H2), 1,28 (m, 2H, H3), 0,84 (t, 3H, Hs'). 33C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6
ppm 147,2 (Cs), 144,7 (Cs), 129,6 (Cs), 121,5 (Cs), 109,1 (C4), 107,8 (C7), 100,5 (C
metileno), 71,0 (C1), 69,5 (C1), 35,1 (C2), 31,2 (C2), 18,7 (Cs), 13,6 (C«). EM (CI),
m/z (int. relativa): 222 (21%), 135 (100%), 57 (39%). EM-AR m/z: 222,1269 (5.9
ppm). Anal. Elem. Calc. para Ci3His0s: C, 70,24; H, 8,16. Encontrado: C, 70,04;
H, 8.40.

* 1,2-(dioximetilidén)-4-(2'-hexiloxietil)benceno (135)

OW Se prepara siguiendo el procedimiento general
<:©/\/ (Apartado 4.3.1.) usando como eluyente para la

(135) columna de cromatografia una mezcla t-butilmetil

éter/hexano 1:40. Se obtiene el producto puro como un
sirupo incoloro (78%). IR: 3027 (Vcsp2—+), 2928 y 2856 (Vcsps—+), 1504, 1487 y 1441
(Var), 1243 y 1106 (vc-o) cm'. tH-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 6,79 (d, Jas =
1,6 Hz, 1H, H4), 6,77 (d, J7s = 7.8 Hz, 1H, H7), 6,66 (dd, 1H, Hs), 5,93 (s, 2H,
metileno), 3,48 (t, Ji2 = 6,9 Hz, 2H, H1), 3,33 (1, J = 6,5 Hz, 2H, H'), 2,69 (t, 2H, Ha),
1,44 (m, 2H, H2), 1,24 (m, 2H, Ha-Hs'), 0,83 (t, 3H, Hg¢). 13C-RMN (125 MHz, DMSO-
ds) 6 ppm 147,2 (Cs), 144,7 (Ce), 129,6 (C3), 121,5 (Cs), 109,1 (C4), 107.8 (C7) .,
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100,5 (C metileno), 71,0 (Ci), 69.8 (C1), 35,1 (Cz2), 31,0 (Cs), 29,0 (C2), 25,2 (C3),
22,0 (C#), 13,7 (Cs). EM (CI), m/z (int. relativa): 250 (47%), 135 (100%), 85 (21%).
EM-AR m/z: 250,1567 (0,8 ppm). Anal. Elem. Calc. para CisH2203: C, 71,97; H,
8.86. Encontrado: C, 71,64; H, 8,97.

* 1,2-(dioximetilidén)-4-(2'-octiloxietil)benceno (136)

0) O\W Se prepara siguiendo el procedimiento general
< D/\/ 7 (Apartado 4.3.1.) usando como eluyente para la
© (136) columna de cromatografia una mezcla t-butiimetil
éter/hexano 1:60. Se obtiene el producto puro como un
sirupo incoloro (70%). IR: 3035 (Vcsp2—+), 2924 y 2854 (Lcsps—n), 1504, 1487 y 1441
(Lar), 1244 y 1107 (bc—o) cm!. *H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 6,79 (d, Jas =
1,6 Hz, 1H, H4), 6,77 (d, J7s = 7.9 Hz, 1H, H7), 6,65 (dd, 1H, Hs), 5,93 (s, 2H,
metileno), 3,48 (t, Ji2 = 6,9 Hz, 2H, Hi), 3,33 (t, J = 6,5 Hz, 2H, H1'), 2,69 (1, 2H, H2),
1,44 (m, 2H, H2), 1,24 (m, 2H, Ha-H7), 0,84 (t, 3H, Hs'). 13C-RMN (125 MHz, DMSO-
ds) 6 ppm 147,2 (Cs), 144,7 (Ce), 129,6 (Cs), 121,5 (Cs), 109,1 (C4), 107.8 (C7) .,
100,5 (C metileno), 71,0 (Ci), 69.8 (C1), 35,1 (Cz2), 31,2 (Cg), 29,1 (C2), 28,7 (C4).
28,6 (Cs), 25,6 (C3), 22,0 (C7), 13,8 (Cs). EM (Cl), m/z (int. relativa): 278 (38%).
149 (11%), 135 (100%). EM-AR m/z: 278,1889 (2,5 ppm). Anal. Elem. Calc. para
Ci7H2¢Os3: C, 73,34; H, 9.41. Encontrado: C, 73,60; H, 9.51.

* 1,2-(dioximetilidén)-4-(2'-dodeciloxietillbenceno (137)

0O O\M/ Se prepara siguiendo el procedimiento general
< j@/\/ 1 (Apartado 4.3.1.) usando como eluyente para la
© (137) columna de cromatografia una mezcla t-butiimetil
éter/nexano 1:60. Se obtiene el producto puro como

un sirupo incoloro (75%). IR: 3037 (Vcsp2—t), 2923 y 2853 (Vcsps—+), 1504, 1487 y 1442
(Var), 1244 y 1107 (vc—o) cm'. tH-RMN (500 MHz, DMSO-d¢) 6 ppm 6,97 (d, Jas =
1.5 Hz, TH, H4), 6,77 (d, J7s = 7,9 Hz, 1H, H7), 6,65 (dd, 1H, Hs), 5,93 (s, 2H,
metileno), 3,48 (t, Ji2 = 6,9 Hz, 2H, Hi), 3,33 (t, J = 6,5 Hz, 2H, H1'), 2,68 (1, 2H, H2),
1,44 (m, 2H, H2), 1,24 (m, 2H, Ha-Hi1'), 0,84 (t, 3H, Hi2). 33C-RMN (125 MHz, DMSO-
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ds) 6 ppm 147,2 (Cs), 144,7 (Cs), 129,6 (Cs), 121,5 (Cs), 109,1 (C4), 107.8 (C7) .,
100,5 (C metileno), 71,0 (Ca), 69,8 (Ci'), 35,1 (C2), 31,2 (Cio), 29.1 (C2), 28,9-28,6
(Cs-Co), 25,6 (Cz), 22,0 (Ci1), 13,8 (Ci2). EM (Cl), m/z (int. relativa): 334 (43%),
149 (10%), 135 (100%). EM-AR m/z: 278,1889 (2,5 ppm). Anal. Elem. Calc. para
C21H3403: C, 73,34; H, 9,41. Encontrado: C, 73,60; H, 9,51.

4.3.4. Sintesis de 2-metoxi-5-(2’-metoxietil)fenol (143)

Se ha llevado a cabo la sintesis de un regioisomero del metil derivado del
alcohol homovanilico, en el que el grupo OCHs que aparece en el anillo

aromdtico se encuentra en posicion 6 (esquema 11).

T

(141) (142) (143)

Esquema 11. Esquema sintético seguido para la obtencién del compuesto 143.

Para ello, tal y como se describe en los siguientes apartados, en una
primera etapa fue necesaria la proteccion regioselectiva del grupo OH en
posicion 5 dando lugar al compuesto 141. A continuacion, se procedio a la
alquilacion de los dos grupos OH que quedan libres en la molécula
obteniéndose de este modo el compuesto 142. Por Ultimo, se llevd a cabo la
desproteccion del grupo OH en posicion 5 obteniéndose el compuesto
buscado (143).

4.3.4.1. Ensayo de proteccidon regioselectiva. Obtencion del 3-O-bencil

hidroxitirosol

Una disolucién de 1 (200 mg, 1,30 mmoles) en acetona seca (15 mL) se

hace reaccionar con bromuro de bencilo (1,30 mmoles) en presencia de
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carbonato potdsico (K2COs, 0,65 mmoles) a reflujo. Se deja la mezcla en
agitacion durante 45 minutos y, pasado este tiempo, se enfria. A continuacion,
se filtra a través de celita, el disolvente se evapora a sequedad y el crudo de
reaccion se hace pasar por columna cromatogrdfica empleando una mezcla

de éter dietilico/hexano con gradiente de polaridad desde 1:8 hasta 1:3.

Se aislaron un total de cuatro fracciones. Los compuestos identificados en

cada una de ellas se detallon a continuacioén.

Fraccidn 1: se obtiene como un sirupo incoloro (3,4% del total) compuesto

de dos productos:

e 2-(benciloxi)-4-(2'-benciloxietil)fenol (138)

BRO. 5 4 2 opn Aparece en la fraccidn 1 como el producto mayoritario
Qg{\/] (2,4%). *H-RMN (500 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 8,73 (s, TH, OH
HO™ 7 8 en pos. 6), 7,35 (M, 5H, Ph), 6,87 (d, Jes = 1,97 Hz, TH, Ha),
(138) 6,69 (d, Jzs = 8,0 Hz, TH, Hy), 6,61 (dd, TH, H), 5,03 (s, 2H,
OCH:2Ph en pos. 5), 4,44 (s, 2H, OCH2Ph en pos.1), 3,55 (t, Ji2 = 6,9 Hz, 2H, H1),
2,70 (t, 2H, H2). 133C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 146,2 (Cs), 145,1 (Ce), 129.,6
(Cs), 128,3-127,5 (C2+-Cy, grupo OBn), 115,5 (C7), 115,1 (C4), 71,7 (CH2, grupo
OBn en pos. 5), 70,8 (Ci), 69,92 (CH2 grupo OBn en pos. 1), 35,0 (C2).

e 2-(benciloxi)-5-(2'-benciloxietil)fenol (139)

HO. 5 -4 2 oBn Aparece en la fraccion 1 como el producto minoritario
6 o (1%). TH-RMN (500 MHz, DMSO-ds) & ppm 8,84 (s, 1H, OH
oo (1;9)8 en pos. 5), 7,35 (m, 5H, Ph), 6,84 (d, J7s = 8,20 Hz, TH, Hy),
6,68 (d, Jas = 2,31 Hz, 1H, H4), 6,55 (dd, 1H, Hg), 5,04 (s, 2H,

OCH2Ph en pos. 6), 4,45 (s, 2H, OCH2Ph en pos.1), 3,55 (t, Ji2 = 6,9 Hz, 2H, Hi),
2,69 (t, 2H, Hz). B3C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 146,7 (Cs), 144,8 (Ce¢), 131.,9
(Cs), 128,3-127,5 (C2-Cs, grupo OBn), 119,2 (Cs), 116,5 (C4), 114,3 (C7), 70,7
(C1), 71,6 (CH2, grupo OBn en pos. 1), 70,0 (CH2, grupo OBn en pos. 6), 34,8 (C2).
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Fraccion 2: se aisla un Unico compuesto en esta fraccion:

e 7-(benciloxi)-1, 1-dimetil-6-hidroxiisocromano (140)

Se obtiene como un sirupo incoloro (17%). *tH-RMN (500 MHz,
DMSO-ds) 6 ppm 8,77 (s, 1H, OH en pos. 5), 7,38 (m, 5H, Ph),
6,73 (s, 1H, H7), 6,47 (s, TH, Ha4), 5,05 (s, 2H, OCH2Ph en pos. 6),

10 10
(140) 3,73 (t, 12 = 5,62 Hz, 2H, H1), 2,52 (t, 2H, H2), 1,33 (s, 6H, H1’).

13C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) &6 ppm 145,1 (Cs), 144,8 (Cs), 133,1 (Cg), 128,3-
127,5 (C2-Cs», grupo OBn), 125,2 (C3), 115,2 (C4), 111,9 (C7), 73,5 (Cs), 70,2 (CH2
grupo OBn en pos. 6), 58,6 (C1), 29,5 (Cio), 28,2 (C2).

Fraccidn 3: estd constituida por dos sustancias que suponen el 8% del
fotal.

e 1, 1-dimetil-6,7-dihidroxiisocromano (67)

HO Representa el 1% del total. Los datos de RMN estdn de
HO O acuerdo con aquéllos previamente recogidos en la
bibliografia’s.

(67)

o 2-(3',4'-bis(benciloxi)fenil)etanaol (79)

BnO OH Representa el 7% del total. Los datos de RMN concuerdan
]@/\/ con aqguéllos previamente recogidos en la bibliografial?s.

BNnO

(79)

Fraccion 4: en esta fraccidn se obtiene un Unico compuesto que,

ademds, es el buscado.
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e 2-(benciloxi)-4-(2’-hidroxietil)/fenol (141)

BnO.s -4 2 oH Se obfiene como un sirupo incoloro (25%). *H-RMN (500

;@3/\/1 MHz, DMSO-d¢) &6 ppm 8,69 (s, 1H, OH en pos. 6), 7,38 (m,

nom e 5H, Ph), 6,82 (d, Jas = 1,95 Hz, TH, H4), 6,68 (d, J78 = 7,98 Hz,

(147) 1H, H7), 6,58 (dd, TH, Hs), 5,05 (s, 2H, OCH2Ph en pos. 5),

3,50 (1, J12=7,32 Hz, 2H, Hi1), 2,57 (t, 2H, Hz2). 3C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6 ppm

146,3 (Cs), 145,0 (Cs), 130,0 (Ca), 128,3-127,5 (C2-Cys», grupo OBn), 121,4 (Cs),
115,5 (C7), 115,1 (C4), 69,9 (CH2, grupo OBn en pos. 5), 62,4 (C,), 38,5 (C2).

4.3.4.2. Reaccion de metilacion del 3-O-bencil hidroxitirosol (141)

BNO_5 -4 O Se prepara siguiendo el procedimiento de alquilacion
@3/\/] general (Apartado 4.3.1.). Se obtiene el compuesto
eCO (1742)8 142 como un sirupo incoloro (85%). tH-RMN (500 MHz,
DMSO-ds) 6 ppm 7,37 (m, 5H, Ph), 6,92 (d, J = 2,1 Hz, T1H,
Hs4), 6,85 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H7), 6,56 (dd, TH, Hg), 5,03 (s, 2H, OCH2Ph en pos. 5),
3,70 (s, 3H, OMe en pos. 6), 3,44 (t, J = 7,0 Hz, 2H, Hi1), 3,21 (s, 3H, Hr'), 2,63 (1, 2H,
Hz). B3C-RMN (125 MHz, DMSO-ds) 6 ppm 147,5 (Cs, Cs), 131,4 (C3),137,2 (Cipso,
grupo OBn), 128,3-127,7 (C2-Cy4, grupo OBn), 121,1 (Cs), 112,2 (C7), 114,7 (C4),
72,9 (Ci), 69.9 (CH2Ph en pos. 6), 57,7 (C1'), 55,6 (OMe en pos. 6), 34,8 (C2).

4.3.4.3. Reaccion de hidrogenolisis del compuesto 142

HOs 4 A2 O r Se prepara siguiendo el procedimiento de
3
H C06 . ] hidrogenolisis general (Apartado 4.3.2.). Se obtiene el
3
(1743) compuesto 143 como un sirupo incoloro (80%). tH-RMN

(500 MHz, DMSO-ds) &6 ppm 8,74 (s, 1H, OH pos. 6), 6,78
(d, J =8.,1 Hz, 1H, H7), 6,62 (d, J = 2,2 Hz, 1H, H4), 6,56 (dd, 1H, Hs), 3,70 (s, 3H,
OMe en pos. 6), 3,44 (t, J = 6,9 Hz, 2H, Hi), 3,21 (s, 3H, H1'), 2,63 (t, 2H, H2). 13C-
RMN (125 MHz, DMSO-d¢) & ppm 146,2 (Cs), 145,9 (Cs), 131,6 (C3), 119,2 (Cs),
116,1 (C4), 112,3 (C7), 73,0 (C1), 57,7 (C1'), 55,6 (OMe en pos. 5), 34,6 (C2).
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4.3.5. Synthesis of hydroxytyrosol and its protected forms via Baeyer-

Villiger oxidation

The synthesis of hydroxytyrosol fromm commercial tyrosol through several

steps was carried out as follows:

4.3.5.1. Reaction of acetylation of tyrosol (2)

O\[( The OH alcoholic group from starting tyrosol is protected
HO/©/\/ O as its corresponding acetated2, Tyrosol (1 mmol) and
(16) ethyl acetate (10 mL) were heated at 70 °C in presence

of p-toluenesulfonic acid (10 mg) until completion of the
reaction (TLC). The resulting mixture was concentrated, and the pure
compound (95%) was obtained after column chromatography eluting with

hexane/diethyl ether (1:1). NMR data were in good accordance with those

previously reporteds2,

4.3.5.2. Reaction of formylation of tyrosyl acetate (15)

0] The obtained tyrosyl acetate was formylated according
HJt@/\/OAC to Maruyama et al.’”8 Thus, tyrosyl acetate (2.5 mmol),
HO anhydrous magnesium dichloride (3.75 mmol), and dry
(144) triethylamine (2.5 mmol) were mixed in dry acetonitrile (4

mL). To this mixture dry paraformaldehyde (17 mmol) was added, and the
reaction mixture was heated under reflux for 15 h. The reaction was monitored
by TLC, and upon consumption of the starting phenol, the mixture was cooled.
The reaction mixture was then acidified using HCI (1 N) and extracted with ethyl
acetate (3x30 mL). The extracts were combined and dried over anhydrous
Na2SO4, and the solvent removed under vacuum. Pure 144 (62%) was obtained
after column chromatography eluting with CH2Cl.. NMR data were in good

accordance with those previously reported!??,

99



4. Materiales y métodos

4.3.5.3. Baeyer-Villiger type oxidation of formyl tyrosyl acetate (144)

HO oH To asolution of 144 (2.98 g, 15.5 mmol) in 100 mL of CH2Cl2
D/\/ was added in small portions m-CPBA (4.93 g, 28.6 mmol)
"o and the mixture was stirred for 24 h at 40°C. The solution
() was concenfrated under reduced pressure, the residue
dissolved in 60 ml of methanolic NHs (4 M) and stired for 72 h at room
temperature. The mixture was concentrated and quickly filtered through a short
pad of SiO2 using AcOEt/petroleum ether to give pure 1 (2.08 g, 87%). NMR
data were in good accordance with those previously reported by Capasso et

al.200,
4.3.5.4. Synthesis of the protected forms of hydroxytyrosol (1)

e 4'-(benzyloxy)-3'-formylphenethyl acetate (145)

©) To a solution of 144 (1 g, 5.1 mmol) in 15 mL of DMF were
H)D/VOAC added K2COs (1.3 g, 9.6 mmol), a catalytic amount of
BnO Nal and BnBr (0.8 mL, 7.2 mmol) and the mixture was
(145) stired for 24h at 60 °C. The solution was diluted with 10

mL of f-butyl methyl ether and the resulting mixture was extracted with distilled
water (1x10 mL) and brine (1x10 mL) and dried over anhydrous Na2SOa4. The
solvent was removed under vacuum. Pure 145 (90%) was obtained as a
colorless oil after column chromatography eluted with t-butyl methyl
ether/hexane 1:3. NMR data were in good accordance with those previously

reported?o!,

* 4'-(benzyloxy)-3'-(formyloxy)phenethyl acetate (146)

O _H To a solution of 145 (3g, 10.6 mmol) in CH2Cl2 (30 mL) was
E/ 4 2 added a catalytic amount of diphenylselenide (180 mg,

3 OAc
E@j\‘/ 0.77 mmol) followed by the addition of 2.7 mL of 30%
BnO

&7 H2O2. The reaction mixture was stired at rt for 48 h

146
(146) followed by work-up according to Syper et al.292, Flash
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chromatography (SiO2, CH2Cl2) gave pure 146 (2.66 g, 84%) as a colorless oil.
1H-NMR (200 MHz, CDCls) 6 ppm 8.28 (s,1H, CHO), 7.38 (m, 5H, Ph), 6.98-7.1 (m,
3H, Hs,H7,Hs), 5.10 (s, 2H, CH2Ph in pos. 6), 4.26 (t, J = 6.9 Hz, 2H, Hi), 2.89 (1, 2H,
Hz), 2.05 (s, 3H, Hz). B3C-NMR (50 MHz, CDCls) 6§ ppm 170.9 (Ci), 159.1 (C
formiate), 144.6 (C¢), 139.0 (Cs), 136.4 (Cipso, Bn group), 131.1 (C3), 128.6-127.3

(C2-C4, Bn group), 123.1 (C4)*, 120.3 (Cs)*, 114.2 (C7), 70.8 (CH2Ph), 64.6 (C1), 34.0
(C2), 20.9 (C2).

» 3'-(formyloxy)-4’-hidroxyphenetyl acetate (147)

O _H To a solution of 146 (2.64 g, 8.86 mmol) in dry AcOEt (80
E/ 4 3.2 OAc ML), 10% Pd/C was added (100 mg) and the mixture was
HO@?V‘ hydrogenated at 1 atm of Hz (balloon) at room

)
(1477) temperature. After 30 minutes the mixture was filtered

through a pad of celite and washed with EtOH (4 mL).
The filtrate was concentrate under reduced pressure to give 147 (1.83 g, 98%)
as a colorless oil. tH-NMR (200 MHz, CDCls) 6 ppm 8.31 (s, 1H, formiate group),
6.75-7.07 (m, 3H, H4,H7,Hs), 4.25 (m, 2H, Hi), 2.88 (m, 2H, Hz2), 2.06 (s, 3H, Hz'). 13C-

NMR (50 MHz, CDCls) & ppm 171.4 (C1), 159.9 (C formiate), 146.9 (Ce)*, 145.5

(Cs)*, 130.7 (C3), 127.8 (Cs), 122.4 (C4)", 121.2 (C7)", 64.8 (C1), 34.3 (C2), 21.0 (C2).
* 4’-(bencyloxy)-3'-hydroxyphenethyl acetate (148)

4 2
HOE©3/\]/OAC To a cooled (0°C) solution of 146 (1.65 g, 5.25 mmol) in
BhO % 8 CH2Cl2 (15 mL), 12.5 mL of NHs (2M in MeOH) were
7

(148) added and the reaction was stired at the same

temperature for 1 hour. The reaction mixture was concentrated, dissolved in 50
mL of CH2Clz and washed with saturated NaHCOs, H.O and dried over
anhydrous Na2SOs. Flash chromatography (SiO2, CH2Cl2/acetone 98:2) gave
pure 148 (89%) as a colorless oil. tH-NMR (200 MHz, CDCls) 6 ppm 7.42 (m, 5H,
Ph), 6.66-6.89 (m, 3H, H4,H7,Hs), 5.10 (s, 2H, CHzPh in pos. 6), 4.25 (t, J = 7.1 Hz, 2H,

* Signals don’t differenciable.
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Hi), 2.85 (t, 2H, Hz), 2.05 (s, 3H, Hz). 3C-NMR (50 MHz, CDCls) § ppm 171.4 (C1),
146.1 (Co)", 144.8 (Cs)", 136.7 (Cipsor Bn group), 131.8 (Cs), 129.1-128.1 (C2-Ca Bn

group), 120.6 (Cs), 115.6 (C4), 112.5 (C7), 71.5 (CHzPh), 65.4 (C1), 34.8 (C2), 21.3
(C2).

* 2-(benzyloxy)-5-(-2'-hydroxyethyl)phenol (149)

HO_ “~5_~2 _OH A solution of 146 (2.8 g, 9.4 mmol) in 20 mL of NHz (2M in
8 OE@:\/] MeOH) was stired at rt for 96 h and concentrated under
n 6

7

(149) reduced pressure. The residue was dissolved in CH2Cl2 (100

mL), washed with 0.1 M citric acid (10 mL), 0.1 M NaHCOs3
(10 mL) and dried over anhydrous Na2SO4. Solvent was evaporated under
reduced pressure to give pure 147 (2.18 g, 95%). tH-NMR (200 MHz, CDCls) 6
ppm 7.44-7.39 (m, 5H, Ph), 6.90-6.85 (m, 2H, H,H7), 6.70 (m, 1H, Hs), 5.10 (s, 2H,
CH2Ph in pos. 6), 3.83 (t, J = 6.0 Hz, 2H, Hi), 2.79 (t, 2H, Hi). 3C-NMR (50 MHz,

CDCls) & ppm 146.0 (Ce)*, 144.5 (Cs)*, 136.4 (Cipso, Bn group), 132.1 (Cs), 128.7-
127.7 (C2-C4 Bn group), 120.4 (Cs), 115.3 (C4), 112.4 (C7), 71.3 (CH2Ph), 63.6 (C1),

38.5 (C2).

4.4. Aparatos y procedimientos analiticos generales
Los instrumentos utilizados han sido los siguientes:

 Liofilizador Virtis Mod. BT 4K ZL.

* Analizador elemental Leco Mod. CHN-932.

e Equipos para la determinacién del punto de fusién, Gallenkamp y SMP10

Melting Point.

* Signals don’t diferenciable.
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Espectrofotdmetro de infrarrojos (IR), Jasco FT/IR-410 de transformada de

Fourier.

Espectrofotdmetros de resonancia magnética nuclear (RMN), Bruker AMX-
500 y Avance-500 operando ambos a 500,13 MHz ('H) y 125,75 MHz (13C) y
AMX-200 operando a 200 MHz ('H) y 50 MHz ('3C). Los desplazamientos
quimicos (8) se expresan en partes por milldén (ppm) con las senales
residuales del disolvente a 2,49 ppm ('H) y 39.5 ppm ('3C) en el caso de
DMSO-ds y 7,26 ppm ('H) y 77.0 ppm (3C) en el caso del ClsCD, como
referencias. Los espectros se han registrado a 303K. Se han obtenido
espectros monodimensionales ('H, '3C), asi como bidimensionales (COSY,

NOESY, HSQC, HMBC) para la asignacion de las senales observadas.

Espectrometro de masas (EM), Micromass AUTOSPECQ, de alta resolucion IC,
IE vy FAB, para la determinacién de los pesos moleculares y férmulas

moleculares.
Espectrofotdmetro UV-Visible Varian (Cary 50 BIO) con adaptador para
dieciocho celdas y bano termostatizado para determinacion de métodos

de capacidad antioxidante.

Equipo HPLC Perkin-Elmer con sistema de inyeccion manual Rheodyne vy

detector UV-Visible (LC 295), para la determinacién de a-tocoferol.
Cromatégrafo de gases Perkin-Elmer (serie 8410) equipado con un sistema
de inyeccion split/splitless, columna capilar y deteccidon de ionizacidon de

llama (FID), para la determinacion de la composicion en dcidos grasos.

Equipo 743 Rancimat (Metrohm, Suiza), para la determinacién de la

estabilidad oxidativa en matrices trigliceridicas.

Lector de multiplacas Bio-Tek, Winooski, VT, USA.
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e Lector automdtico de placas Multiskan Ex. Mod. 355 (Labsystems).

e Lector de placa Biochrom Asys Hitech Expert 96 (Eugendorf; Austria).

e Cromatografia en capa fina (ccf): esta técnica se ha utilizado como
método analitico cualitativo, empleando cromatofolios de aluminio (Merck,
60 F254) de un espesor de capa de 0,20 mm. Los reveladores usados fueron:
luz ultravioleta de 254 nm, y una disolucidn etandlica de dcido
fosfomolibdico. En este Ultimo caso el revelado se ha realizado por inmersion
de la placa en el revelador y posterior calentamiento en placa calefactora

durante 1-2 minutos.

e Cromatografia en columna: este procedimiento se ha ufilizado con fines
preparativos. El soporte empleado ha sido gel de silice 60 (Merck) usando la
técnica conocida como “flash chromatography”. El eluyente empleado se

indica en cada caso. Las fracciones colectadas se analizaron por ccf.

4.5. Determinacion de la estabilidad oxidativa de matrices lipidicas

La actividad antioxidante de los nuevos compuestos de sintesis se ha
determinado a fravés de la medida de la estabilidad oxidativa que
proporcionan a una matriz lipidica, mediante el procedimiento acelerado de
oxidacién Rancimat®. Para ello, matrices lipidicas libres de antioxidantes se
siembran con concentraciones crecientes de los compuestos sintetizados y se
oxidan de forma acelerada en un equipo Rancimat (Mod. 743, Metrohm,

Suiza). A continuacion, se exponen los detalles de este procedimiento.

4.5.1. Matriz lipidica.

Los aceites utilizados para la obtencién de las matrices lipidicas libres de

antioxidantes son los siguientes:
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* Aceite de girasol comercial, adquirido en un supermercado. La
composicidon en dcidos grasos ha resultado ser (apartado 4.5.3.): 6,1% en acido
palmitico (C16:0), 0,1% en dacido palmitoleico (C16:1), 3,6% en dcido estedrico
(C18:0), 29,3% en acido oleico (C18:1), 59,7% en dcido linoleico (C18:2), 0,1%
en dacido linolénico (C18:3) y 0,6% en acido behénico (C22:0).

* Aceite de oliva virgen extra de la variedad ‘Arbequina’, cedido por el
Centro IFAPA Venta del Llano (Jaén). La composicidn en dcidos grasos es:
15,5% en dcido palmitico (C16:0), 1,7% en dcido palmitoleico (C16:1), 0,1% en
dcido heptadecanoico (C17:0), 0,2% en dcido heptadecenoico (C17:1), 2,0%
en dcido estedrico (C18:0), 67,5% en dcido oleico (C18:1), 11,8% en dcido
linoleico (C18:2), 0,5% en acido linolénico (C18:3), 0,4% en dAcido araquidico
(C20:0), 0,2% en dcido gadoleico (C20:1) y 0,1% en acido behénico (C22:0).

4.5.2. Purificacién de la matriz lipidica

Para obtener las matrices lipidicas exentas de los estabilizantes, se
purifican los aceites mediante el procedimiento “free solvent”203, Para ello se
pesan 200 g de aceite y se infroducen a fravés de una columna de vidrio (450
mm x 30 mm d.i.) rellena de 100 g de alumina previamente activada durante 3
horas a 200 °C en una estufa. La salida de la columna se conecta a un matraz
kitasato al que se aplica vacio y el aceite se eluye hasta que el nivel de aceite
alcanza la parte superior del relleno. Tanto la columna como el matraz de
recogida se mantienen al abrigo de la luz, para proteger el aceite de la
oxidacion. A las matrices lipidicas asi obtenidas se les determina la
composicion en Acidos grasos para comprobar que su composicion no ha
variado a lo largo del proceso, y la composicion de tocoferoles con el fin de
comprobar la ausencia de estos compuestos y evitar interferencias en los

ensayos con estas matrices gliceridicas.
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4.5.3. Determinacion de la composicidn en acidos grasos

La determinacién analitica de los dcidos grasos presentes en la matriz
lipidica se lleva a cabo por cromatografia en fase gaseosa, previa formacion

de sus ésteres metilicos.

En primer lugar se preparan los ésteres metilicos mediante una
transesterificacion de los triglicéridos. Para ello se disuelven é gotas de aceite
en 2,5 mL de metdxido sédico al 0,5 % (p/v) en metanol y se deja en ebullicion
durante 10 min. Al cabo de ese tiempo, se anaden 2,5 mL de dacido sulfurico al
4% (v/v) en metanol calentando a ebullicién ofros 10 min. Se deja enfriar y se
extrae con 6 mL de heptano (en porciones de 2 mL) lavando seguidamente
con salmuera. Finalmente, se deja reposar para que se separen bien las fases y
se inyecta la fase heptandlica que contiene los ésteres metilicos en el
cromatégrafo de gases (Perkin-Elmer, Serie 8412) equipado con un sistema de
inyeccion split/splitless, columna capilar BPX70 (50 m x 0.25 mm d.i., 0.25 ym)
impregnada con fase estacionaria de alta polaridad (SP-2380), auto-
muestreador y detector de ionizacién de llama (FID)2%4, Como gas portador se
utiliza helio y la temperatura del horno, inyector y detector se establecen en
198, 235y 245 °C, respectivamente.

4.5.4. Determinacion de a-tocoferol

La determinacién de a-tocoferol se lleva a cabo mediante la aplicaciéon
del protocolo detallado en la norma IUPAC 2.432205, En un matraz aforado de
10 mL se pesan 1,5 g de aceite y se enrasa con hexano. 20 pylL de esta
disolucion se inyectan directamente en el HPLC con detector UV-Visible (Perkin
Elmer, Serie 400, LC 295), con sistema de inyeccidon manual Rheodyne,
equipado con una bomba (LC200) que funciona en modo isocrdtico. Se utiliza
una columna de silice Lichrorb SI 60 (250 mm x 4 mm d.i., 5 um), un flujo de 1

mL/min y una mezcla de hexano/isopropanol (99:1, v/v) como fase mouvil,
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siendo el tiempo de andlisis de 20 min. La deteccién se lleva a cabo a una

longitud de onda de 256 nm.

La cuantificacion se realiza mediante el uso de una recta de calibrado
con tocoferol patrén. Para ello se pesan con exactitud del miligramo, 10 mg
de tocoferol en un matraz aforado de 100 mL y se enrasa con hexano. A
continuacién, 10 mL de esta disolucién se llevan a sequedad vy se redisuelven
en 10 mL de metanol. Esta disolucién se mide espectrofotométricamente a una
longitud de onda de 256 nm. La concentracion exacta de la disolucion de

tocoferol asi preparada se determina mediante la siguiente formula:

— A256
0,0076

Donde:
C = Concentracion de tocoferol (ug/mL)
A2ss = Absorbancia a 256 nm
A continuacion se procede a redlizar diferentes diluciones a partir de esta
disoluciéon madre y se inyectan en el cromatografo liquido determinando las
correspondientes dreas. Mediante la siguiente ecuacién se determina la

canfidad de tocoferol en ppm.

. Crdih,
Ap - Py
Donde:
Cx = Concentracion de tocoferol en la muestra (ppm)
Cr = Concentracion Patréon (ppm)
A« = Area de la muestra
Ap = Area del patrén
Po = Peso de aceite patron (mg)
Px = Peso de aceite de la muestra (mg)
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4.5.5. Oxidacion acelerada de matrices lipidicas. Método Rancimat®

La determinacion de la estabilidad oxidativa se realiza mediante el
procedimiento acelerado Rancimat®, donde la oxidacién tiene lugar con
saturacion de aire y a temperatura elevada (80-100°C). La medida se
fundamenta en la deteccidn conductimétrica de los productos producidos
por la oxidacién secundaria del aceite, principalmente dcidos de cadena

cortal?4.

Alre ————=

Célula

conductividad,
. Ta
Sl Elevada 1
L]
LG
L A1

Bloque calefactor

Figura 7. Esquema del equipo de oxidacién acelerada, Rancimat®.

El aparato (figura 7) consta de un blogue calefactor con capacidad
para 8 tubos donde se coloca el aceite. Un flujo controlado de aire se hace
pasar por el aceite y, a la vez que lo oxida arrastra los voldtiles formados que
se recogen en un frasco borboteador que contienen agua desionizada y una
célula que mide continuamente la conductividad del agua. Cuando se inicia
la oxidacidn secundaria, se desprenden los primeros compuestos voldtiles,
principalmente dcido férmico, que son retenidos en el agua desionizada
dando lugar a un aumento de la conductividad. El tiempo que tardan en
generarse los compuestos volatiles polares como consecuencia del inicio de la
oxidacién secundaria de la grasa se denomina periodo de induccion (P.l.) y se
mide en horas. El punto de inflexion de la curva de conductividad,
denominada curva de oxidacion, define el punto final del periodo de
induccidon y se determina por la interseccién de la linea base con la tangente

a la curva frazada cuando aumenta bruscamente la conductividad.
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Para determinar la estabilidad oxidativa de las matrices lipidicas, se
pesan 2,5 g de aceite purificado como se ha indicado previomente, con la
exactitud del miligramo, en cada tubo. A continuaciéon se anaden volimenes
crecientes (50, 150, 250, 400 y 500 pL) de los distintos antioxidantes que se
deseen analizar disueltos en etanol a una concentracion de 10 mM. Se agita y
el disolvente se evapora con nitrédgeno y en ausencia de luz. A continuacion,
los tubos se colocan en el bloque de calentamiento y se conectan por un
extremo al surtidor de aire a un flujo de 15 L/h, mientras que el otro extremo se
une a los borboteadores que contienen 90 mL de agua desionizada. Los
electrodos intfroducidos en el agua registran la conductividad de forma
continua frente al tiempo. Todas las determinaciones se llevaron a cabo por

duplicado.

4.6. Estimacion de la capacidad antioxidante in vitro

La capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos puros en

disolucion se ha determinado mediante los métodos FRAP, ABTS y ORAC.

4.6.1. Capacidad reductora (Método FRAP)

El ensayo FRAP (Ferric Reducing/Antioxidant Power) se utiliza para medir
la capacidad reductora de los compuestos fendlicos por espectrofotometria
mediante el método de Benzie y Strain'”? con algunas modificaciones?, Este
método se basa en el aumento de la absorbancia del complejo tripiridiltriazina
(TPTZ)-Fe(lll) en presencia de agentes antioxidantes. A pH bajo, el complejo
formado por (TPTZ) y Fe(lll) es reducido por los antioxidantes a su forma ferrosa
Fe(ll), desarrollando un intenso color azul con una absorcidon méxima a 595 nm
(pH 3.6, 37 °C).

Se preparan concentraciones conocidas de anfioxidante utilizando
como disolvente metanol. Dichas concentraciones fueron de enfre 100 y 500

UM para los alquil éteres de hidroxitirosol, entre 1000 y 5000 uM para los alquil
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éteres de tirosol y entre 100 y 600 uM para los algquil éteres de alcohol
homovanilico. En la cubeta del espectrofotbmetro se mezclan 900 yL de
reactivo FRAP con 90 pyL de agua destilada y 30 yL de muestra. El reactivo
FRAP, que se prepara diariamente, contiene 25 mL de tampdn acetato 0,3 M
(pH 3,6), 25 mL de TPTZ 10 mM en HCIl 40 mM y 2,5 mL de ftricloruro de hierro
hexahidratado 20 mM. Se agita la cubeta manualmente durante 15 segundos
y se colocan por orden de agitacidén en el portador multicubeta del
espectrofotdbmetro UV-Visible (Cary 50 BIO) con bano termostatizado. Se leen
las absorbancias durante 32 min cada 20 segundos a 595 nm y a una
temperatura de 37°C. Todas las medidas se realizan por  triplicado.
Paralelomente se efectua un blanco mediante la mezcla en la cubeta de
reaccion de 900 yL de reactivo FRAP con 90 uL de agua destilada y 30 uL de

metanol.

Los valores de absorbancia que se fienen en cuenta para llevar a cabo
la determinacion cuantitativa son los correspondientes a tiempo 30 min,
siempre considerando la carencia de 20 segundos que existe entre las distintas

cubetas de andlisis.

Para calcular la capacidad reductora de una muestra, se toma como
referencia la recta de calibrado determinada para el patrén de Trolox entre 50
y 1000 mM en metanol. Los resultados se expresan como Capacidad
Anfioxidante en Equivalentes de Trolox (TEAC, mM) que se define como la
concentracién de antioxidante equivalente a la actividad mostrada por TmM

de Trolox. Cada determinacion se realiza por triplicado.

4.6.2. Capacidad de secuestro de radicales libres

4.6.2.1. Método ABTS

La capacidad de secuestro de radicales libres se determina

espectrofotométricamente por el método de decoloracion de Re y col.182,

110



4. Materiales y métodos

conocido por ABTS. Se basa en la disminucién de la absorbancia a 730 nm del
cation radical, dcido 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS**), un
cromoéforo verde-azulado que se reduce en presencia de antioxidante

perdiendo color proporcionalmente a la cantidad presente del mismo.

Se prepara una disolucion 7 mM del catién radical ABTS** en frasco
topacio, mediante la oxidacién de 38,6 mg de ABTS en 10 mL de una solucién
acuosa de persulfato potdsico 2,45 mM, en ausencia de luz y bajo agitacion
durante 12-16h. El catién radical ABTS** generado se diluye con metanol hasta
obtener una absorbancia 0,70 + 0,02 a 730 nm y se mantiene a 30 °C.
Finalmente, se mezclan 3,9 mL de ABTS** con 0,1 mL de muesira problema
disuelta en metanol en la cubeta de reaccion en concentraciones conocidas
de entre 175y 450 uM para los alquil éteres de hidroxitirosol, entre 500 y 10000
UM para los alquil éteres de tirosol y entre 100 y 800 uM para los alquil éteres de
alcohol homovanilico. Se agita por inversion y se leen las absorbancias cada
20 segundos a 730 nm durante émin en un espectrofotémetro UV-Visible (Cary
50 BIO) con bano termostatizado. Cada determinacion se realiza por

triplicado.

Paralelamente se efectUa un blanco mediante la mezcla en la cubeta
de reaccién de 3,9 uL de ABTS**y 0,1 yL de metanol. La absorbancia disminuye
con el tiempo por la reduccidon del ABTS** en presencia del agente
antfioxidante. Se representa grdficamente el porcentaje de inhibicidon en
funcion del tiempo y se obtiene la ecuacién de la curva que se ajusta a la
siguiente funcion:

y=a +0,5bx

Donde "y" es el porcentgje de inhibicion y “x" es el tiempo
correspondiente a ese valor de porcentaje de inhibicidn. A continuaciéon se
calcula el drea bajo la curva (ABC) enfre 0 y 360 segundos mediante la

correspondiente integral limitada.
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Los resultados se expresan como concentracion antioxidante equivalente
de Trolox (TEAC, en mM). Para ello se realiza una curva de calibrado de Trolox
en un rango de concentraciones conocido, comprendido entre 0,1 y 1T mM

disuelto en metanol.

4.6.2.2. Método ORAC (Oxygen Radical Scavenging Capacity)

La capacidad de secuestro de radicales libres determinada mediante el
método ORAC? se basa en la disminucidon de fluorescencia que se produce
tras anadir a la molécula de fluoresceina un generador de radicales libres
como es el dihidrocloruro de 2,2'-azo-bis(2-amidinopropano) (AAPH), que
genera radicales peroxilo. En presencia de un antioxidante, esta pérdida de
fluorescencia resulta menor cuanto mayor sea la capacidad antioxidante del

compuesto a evaluar.

Inicialmente, se preparan disoluciones de concentraciones conocidas de
los antioxidantes en estudio utilizando como disolvente una disolucion al 7% de
B-ciclodextrina (RMCD) en mezcla acetona/agua (1:1, v/v). Dichas
concentraciones fueron de enfre 2,5 y 20 uM para los alquil éteres de
hidroxitirosol, de enfre 5y 50 uM para los alquil éteres de tirosol y de entre 5y 40
UM para los alquil éteres de alcohol homovanilico. A continuacion, se procede
a la preparacién de la placa de 96 pocillos de color negro y fondo plano

segun se detalla en el siguiente esquema:

J;%Im ggﬁ\( %’m{ M1 | M3 | M5 | M7 | M9 | M11 | M13 | M15 | B
J;ofilm Tzrgm( ;rgm M1 | M3 | M5 | M7 | M9 | M11 | M13 | M15 | B
J;OSIS;(A gg:ﬁ\;\( ;ré’:i: M1 | M3 | M5 | M7 | M9 | M11 | M13 | M15 | B
éTrQC;-IS:A ggﬁij\( ;?L% M1 | M3 | M5 | M7 | M9 | M11 | M13 | M15 | B
1T2rOSIS;(A ggﬁ\( Jg%lm M2 M4 Mé M8 | MI0O | M12 | M14 | M16 B
]Téob-lm Tsrg:zj\( ]T(;%'m M2 | M4 | M6 | M8 | M10 | M12 | M14 | M16 | B
g%lm ggm( ]Tg%'m M2 | M4 | M6 | M8 | M10 | M12 | M14 | M16 | B
]TQro;SfA gg:ﬁ\:\( ]Tg%'s,\x/\ M2 | M4 | M6 | M8 | M10 | M12 | M14 | M16 | B

Leyenda: M, muestra. B, blanco
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En cada pocillo se anaden 150 uL de fluoresceina de concentracion 8,5 x
10> mM y 25 uL de Trolox o muestra a evaluar. El blanco se prepara con 150 pL
de fluoresceina y 25 pyL de tampdn fosfato 75 mM (pH 7.4). La placa asi
preparada se introduce en el lector de multiplacas (Bio-Tek, Winooski, VT, USA)
previamente acondicionado a 37 °C. Seguidamente, se adicionan 30 uL de
radical AAPH de concentracién 153 mM preparado en tampdn fosfato 75 mM
a pH 7,4 en cada pocillo, para dar comienzo a la reaccion. Las lecturas se
realizan cada 2 min durante 120 min a una longitud de onda de excitacion de
485 nm y de emision de 528 nm. Cada determinacion se realiza por

cuadruplicado.
El valor que resulta de calcular el drea bajo la curva entre 0 y 120 min
para cada concentracién y cada compuesto a evaluar se corrige con la

correspondiente obtenida por el blanco.

Los resultados se expresan como valores ORAC, en umoles de Trolox por

umoles de antioxidante, calculados segun la siguiente ecuacion:

_ (AUCm— AUCy)  [Trolox]

ORAC =Ciue,. —auc)  m
Donde:
AUCn = Area bajo la curva de la muestra
AUCp = Area bajo la curva del blanco
AUCroox = Area bajo la curva del Trolox
[Trolox] = Concentracion del Trolox
[m] = Concentracién de la muestra

Para ello se realiza una curva de calibrado de Trolox en un rango de
concentraciones conocido, comprendido entre 6,25y 100 uM de Trolox en 7%
en B-ciclodextrina (RMCD).
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4.7. Evaluacion de la actividad antioxidante en glébulos rojos

4.7.1. Preparacion de los glébulos rojos

Para llevar a cabo estas determinaciones se utilizd sangre humana de
voluntarios sanos recogida en el “Centro Trasfusionale” del Hospital de Urbino
(Italia). Los eritrocitos se obtuvieron tras cenftrifugar las muestras de sangre
durante 10 minutos a 1100 g y lavando posteriormente tres veces con buffer
fosfato salino frio (PBS, phosphate-buffered saline, 125 mM NaCl, 10 mM fosfato
sédico, pH 7,4) con objeto de eliminar el plasma, plaguetas y la capa
leucocitaria. Una vez obtenidos los gldbulos rojos, éstos se suspendieron en PBS

y se procedié a determinar y ajustar el hematocrito que debia ser del 20%.

4.7.2. Evaluacioén de la lipoperoxidacion lipidica de la membrana de los

glébulos rojos

Para llevar a cabo la evaluacion de la lipoperoxidacion lipidica en
glébulos rojos, se llevd a cabo la determinacion de la formacion de
malondialdehido (MDA), uno de los productos finales de la peroxidacion
lipidica, por lo que su deteccidon es indicativa de que ha habido un dano
oxidativo en las células. Para ello se eligieron las condiciones propuestas por
Cesquini y col.207 forzdndose la peroxidacion lipidica de la membrana de los

glébulos rojos.

Los compuestos ensayados fueron el hidroxitirosol y sus alquil éteres

derivados descritos en la presente Memoria (107-116).

Previo al comienzo del experimento, los gldbulos rojos fueron
resuspendidos en PBS (phosphate-buffered saline) junto con distintas
concentraciones de los compuestos objeto del estudio, que fueron de 40 y 80

UM, vy se preincubaron a 37°C durante 15 minutos en agitacion y ausencia de
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luz. Para impedir posibles interacciones entre los polifenoles y el agente

oxidante, el medio se cambid antes de iniciar el protocolo.

A continuacién, una suspension de glébulos rojos en PBS en presencia
de los alquil éteres de hidroxitirosol ensayados y t-butilhidroperdxido (1mM) se
incub6 durante 30 minutos a 37°C. Transcurrido este tiempo, se adicionaron 0,5
mL de dcido fricloroacético (TCA) al 25% (p/v) a 1 mL de la suspension antes
descrita y se centrifugd a 1100 g durante 5 minutos. Una alicuota del
sobrenadante fue utilizada para determinar el contenido en malondialdehido
(MDA), producto que se forma, junto a otros, durante el proceso de oxidacion
de lipidos, y que se usa para la determinacion de la oxidacién de éstos. Para
ello, a 1 mL de dicho sobrenadante se le anadid 1 mL de dcido tfiobarbiturico
(TBA), dando lugar a las moléculas de MDA, también llamadas TBARS
(sustancias reactivas a TBA), que presentan un color rosado. La mezcla se llevd
a ebullicion durante 15 minutos y transcurrido este tiempo, se determiné la
absorbancia a 532nm. Como medida de la peroxidacion lipidica se utilizd la
formacién de sustancias reactivas a TBA (TBARS), cuya concentracion se
determind empleando un valor de coeficiente de extincidn molar, ¢, en la

ecuacion de Lambert-Beer (A = ebc) de 156mM-Tcm ! a 532 nm.

4.7.3. Determinacién de la Hemolisis Oxidativa

Las condiciones elegidas para llevar a cabo la lisis oxidativa de la
membrana de los gldbulos rojos son las recogidas por Ko y col.2%8, Para ello,
una solucion 80 mM de dihidrocloruro AAPH en PBS fue anadida a una
suspension de globulos rojos en PBS al 10% v/v. Al igual que en el apartado
anterior, los gldébulos rojos fueron preincubados con distintas concentraciones
de los compuestos a estudiar (40 y 80 uM) a 37°C durante 15 minutos en las
mismas condiciones de agitaciéon y ausencia de luz. Una vez anadido el
reactivo AAPH, la mezcla se agité a 37°C durante 3 horas. Transcurrido este
tiempo, el porcentaje de hemdlisis se determind espectrofotométricamente a

540 nm. Para ello, una dilucién 1:20 de la mezcla de reaccidon en PBS se
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centrifugd a 1000 g durante 10 minutos y se leyd la absorbancia A del
sobrenadante. A contfinuacion, otra dilucién 1:20 de la mezcla de reaccion,
esta vez en agua destilada fria para provocar la lisis total de las células, fue
igualmente centrifugada y se leyd la absorbancia B del sobrenadante a 540
nm, de manera que el porcentaje de hemodlisis fue calculado a partir de la

relacion de las dos lecturas realizadas.

% hemolisis = (A/B) X 100

4.8. Evaluacion de la citotoxicidad mediante la técnica colorimétrica MTT

Se trata de una técnica colorimétrica que se basa en la capacidad de
las células viables para reducir un compuesto llamado MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolina) a un compuesto coloreado e insoluble
denominado formazan-MTT. Este compuesto es posteriormente solubilizado y
cuantificado mediante absorbancia, de manera que a mayor absorbancia,
mayor produccién del complejo formazan-MTT vy, por tanto, mayor nUmero de
células vivas. Estos ensayos se llevaron a cabo para estudiar la citotoxicidad
comparada de los nuevos alquil éteres de hidroxitirosol sintetizados sobre
células sanas (células MRC-5 y MCF-10) y células de adenocarcinoma (de
pulmén, de colon y de mama) y comprobar de esta manera la posible

citotoxicidad selectiva de dichos compuestos.

Las lineas celulares empleadas fueron:

a) Células humanas de adenocarcinoma de colon en grado Il HT-29
(European Collection of Cell Cultures) cultivadas en medio McCoy's
suplementado con 10% suero fetal bovino, 2 mM glutamina y 50
ug/mL tanto de penicilina como de estreptomicina. Fueron incubadas
a 37 °C en 5% COa.
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b) Células humanas de adenocarcinoma pulmonar A-549 (European
Collection of Cell Cultures) cultivadas en medio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) suplementado con 10% de suero fetal
bovino, 2mM de glutamina y 100 uL tanto de estreptomicina como de

penicilina. Se incubaron a 37°C en 5% de COa.

c) Células humanas de adenocarcinoma de mama MCF-7 (European
Collection of Cell Cultures) cultivadas en medio DMEM suplementado
con 0,01 mg/mL de insulina bovina, 2 mM de glutamina, 50 yg/mL de
penicilina, 50 uyg/mL de estreptomicina y 10% de suero bovino fetal. Se
cultivaron a 37°C en 5% de COs..

Por ofro lado, se emplearon células sanas MRC-5 de fibrobalstos y MCF-
10 de mama (European Collection of Cell Cultures) que fueron cultivadas en
medio DMEM suplementado de igual manera que las anteriores. Fueron

igualmente incubadas a 37°C en 5% de COa.

4.8.1. Ensayo con células HT-29 de adenocarcinoma de colon

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 8 x
104 células/mL, tomando 90 uL por pocillo. 24 horas tras la siembra se ainaden
los compuestos a ensayar en las siguientes concentraciones: 100, 50, 25y 12,5
ug/mL. Los compuestos ensayados fueron; hidroxitirosol (1) y metil (107), efil
(108), butil (110), octil (112) y dodecil (114) hidroxitirosol.

Tras 48 horas de tratamiento se retird el medio de los pocillos para eliminar
la posible absorbancia que pudieran producir los compuestos ensayados, y se
lavaron anadiendo aproximadamente 80 uL de medio a cada pocillo que
luego se retird. Tras este proceso se anadieron 125 pL de la solucion de MTT
(5mg/mL en medio) a cada pocillo. Pasadas 5 horas el MTT es metabolizado
por las células viables y se observa el precipitado que forma el complejo
Formazan-MTT. Para la disolucion de dicho precipitado se anadieron 80 uL de
dodecilsulfato sédico (SDS, 20% al 0,02 de HCI) a cada pocillo durante 10 horas
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y posteriormente se leyd la absorbancia a 540 nm en el espectrofotometro
automdtico de placas Multiskan Ex. Mod. 355 (Labsystems). La viabilidad
celular se presenta como el porcentaje respecto al control. Los datos se
muestran como la media de al menos tres experimentos independientes * el

error estdndar de la media (SEM).

4.8.2. Ensayo con células A-549 de adenocarcinoma de pulmén

Se sembraron las células en placas de 96 pocillos (9 x 103 células/pocillo
en 100 pL para las células MRC-5y 4,5 x 103 células/pocillo en 100 yL para las
células A549), incubdndose 24 horas, fras las cuales, se anadieron los
compuestos a ensayar en distintas concentraciones que fueron de 10, 32, 100,
320 y 1000 uyM para el hidroxitirosol (1); 10, 32, 100 y 320 uM para el efil
hidroxitirosol (108) y de 1, 3, 10, 32 y 100 uM para el octil (112), dodecil (114) y

hexadecil hidroxitirosol (115).

Como control positivo selectivo se utilizd H202 (1-1000 uM) y como control
positivo no selectivo se empled HCI (12,5-25 uM). Estos controles se utilizan para
comprobar que las células que se emplean no son sensibles a cualquier
sustancia, de manera que el control selectivo positivo sélo mata a las células
cancerosas, mientras que el no selectivo mata tanto a las células cancerosas
como a las sanas. Una vez finalizado el tfratamiento, se retird el medio y se
incubaron las células durante 5 horas con 125 uL de MTT (1 mg/mL en medio
de cultivo). Tras este tiempo, se anadieron 80 uL de SDS 20% en 0,02 M HCI para
solubilizar los cristales de formazan-MTT y se dej6 incubar 10 horas. Finalmente,
se realizé la lectura de las placas en un lector de placas a 540 nm. La
viabilidad celular fue expresada en porcentaje con respecto al control. Los
resulfados se expresaron como medias de al menos tres experimentos

independientes + el error estdndar de la media (SEM).
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4.8.3. Ensayo con células MCF-7 de adenocarcinoma de mama

La proliferacién celular, como en los ensayos anteriores, fue evaluada
mediante la técnica MTT. Se cultivaron un total de 9 x 108 células/mL de células
sanas MCF10 y de 7 x 103 células/mL de células de adenocarcinoma de mama
MCF7 en placas de 96 pocillos durante 24 horas. Pasado este fiempo, se
anadieron los compuestos a ensayar al cultivo, que en este caso fueron el
hidroxitirosol (1) en concentraciones de 10, 32, 100 y 320 uM vy el dodecil
hidroxitirosol (114) en concentraciones de 1, 3, 10, 32 y 100 uM. Como control
positivo selectivo se utilizd H202 (1-1000 uM) y como control positivo no selectivo
se empled HCI (12,5-25 uyM). Tras 48 horas de tratamiento se retird el medio, se
anadieron 125 pyL de MTT y se incubd durante 4 horas. A continuacién, se
anadieron 80 uL de SDS 20% en 0,02 M de HCI y se volvidé a incubar durante
otras 4 horas a 37°C. Pasado este tiempo, se midié la densidad Sptica por
espectrofotometria de cada pocillo a 540nm para evaluar la viabilidad celular.
Los resulfados se expresaron como medias de al menos tres experimentos

independientes + el error estdndar de la media (SEM).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Preparaciéon y caracterizacion de éteres alquilicos derivados de

compuestos fendlicos presentes en el olivo

La sintesis de los alquil éteres objeto de estudio, se ha llevado a cabo en
tres etapas; en la primera de ellas se ha procedido a la proteccion de los OH
fendlicos, en forma de bencil éteres, con el fin de evitar que reaccionen en el
siguiente paso. Una segunda etapa en la que se procede a la introducciéon de
una cadena alquilica, de longitud variable, en el OH alcohdlico libre,
mediante el uso de los ioduros de alquilo correspondientes como agentes
alguilantes. Por Ultimo, la etapa final ha consistido en la desproteccion de los
OH fendlicos, mediante la hidrogenolisis de los grupos bencilo, obteniéndose
los correspondientes alquil éteres de hidroxitirosol, tirosol y alcohol

homovanilico libres (esquema 12).

4 2 roon
R OH RS (@)
o R
. 1 n
HO HO 8
7
(1)R=CH (107-116) R = OH
(2)R=H (117-123)R=H
(3) R = OCHg; (124-130) R = OCHs;
A
BnBr / KQCO3 H2 / Pd(C)
acetona THF
Y
R:@/\/OH [(CH),CH3 Rj@/\/ow
= n
BnO KOH / DMSO BnO
(79) R = OBn (83-92) R=0Bn
(80)R=H (93-99) R=H
(81) R=OCHj (100-106) R = OCHs4

Esquema 12. Esquema general para la sintesis de los nuevos compuestos.
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En el esquema 12 se recogen las diferentes etapas en las que se ha
llevado a cabo la sintesis de los nuevos compuestos, habiéndose obtenido un
total de 48 nuevas sustancias. Los rendimientos quimicos obtenidos tanto de los
productos protegidos como desprotegidos una vez aislados y purificados, se

presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Rendimientos quimicos de los compuestos aislados 83-130.

Compuesto Rio (%) Compuesto Rio(%) Compuesto Rio (%) Compuesto Rto (%)

83 87 95 77 107 79 119 67
84 85 96 80 108 82 120 74
85 60 97 68 109 80 121 78
86 82 98 87 110 81 122 80
87 80 99 82 1m 79 123 77
88 63 100 84 112 80 124 81
8¢9 89 101 84 113 80 125 75
90 89 102 80 114 81 126 72
1 84 103 73 115 78 127 78
92 80 104 75 116 74 128 80
93 79 105 70 117 81 129 83
94 75 106 80 118 82 130 81

Como se puede observar en dicha tfabla, los rendimientos medios
obtenidos en todos los casos varian desde aceptables (60%) hasta excelentes
(89%).

Todas las nuevas sustancias obtenidas han sido caracterizadas tanto por
sus puntos de fusion (sdlidos), como por sus espectros de IR, RMN y EM, asi
como por sus andlisis elementales. Su determinacion estructural se ha realizado
fundamentalmente en base a la aplicacidon de diversas experiencias de RMN
(COSY, NOESY, HSQC, HMBC), habiéndose asignado de forma inequivoca

todas las senales que aparecen en sus espectros de '"H-RMN y 13C-RMN.
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5.1.1. Caracterizacion de los alquil éteres derivados de hidroxitirosol

5.1.1.1. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

En las tablas 4-7 se presentan los datos de 'H-RMN y 13C-RMN de los
derivados protegidos y desprotegidos de hidroxitirosol. Todas las senales han
sido inequivocamente asignadas en base a experimentos 2D homo- (COSY,
NOESY) y heteronuclear (HSQC y HMBC). De manera general, y tomando
como modelo a los correspondientes etil derivados, se puede apreciar como
la funcionalizacion del OH alcohdlico presente en el dibencil hidroxitirosol con
la cadena algquilica da lugar a la aparicion de senales a desplazamientos
quimicos correspondientes a la region alifadtica del espectro. Asi, como se
puede observar en la figura 8, aparecen un cuartete y un triplete a
desplazamientos quimicos de 3,39 ppm y 1,07 ppm respectivamente que

corresponden a la cadena CH2CH3z que se ha infroducido.

BnO OH
5 3
BnO"s ™7 8
OH alcohdlico (79)
T T T T T T T
4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 ppm
BnO__-< OCH,CH;
5 3 [
BnO"s ™7 8
(84) Hy:
Hi
LLJHH ! M h
T e e
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figura 8. Comparacién de sefales en los espectros de TH-RMN de los compuestos 79 v 84.

Por otro lado, tal y como se muestra en la figura 9, la desproteccién de los
OH fendlicos que da lugar al compuesto 108, origina la aparicion de una senal

singulete a un desplazamiento quimico de 8,5 ppm aproximadamente. La
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apariciéon de esta senal viene acompanada por la desaparicion de las senales
correspondientes al paquete de protones aromdticos de los grupos bencilo,
que se localizan en un rango de desplazamiento quimico de entre 7,3y 7,5
ppm. Ademds también desaparecen los singuletes que corresponden a los
protones metilénicos de dichos grupos protectores y que estaban localizados a
desplazamientos quimicos de 5,09 y 5,07 ppm. Por Ultimo, indicar que se
observa un desplazamiento a campo alto de los protones aromdaticos Hs, H7 y

Hs al desaparecer los grupos bencilicos de las posiciones adyacentes.

2

BnO. OCH,CHj3
5 3 oz
8
BnO” ¢ ;
H paquetes 4 H posi(;ipnes
P bencilicas
aromaticos ’
L
T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 ppm
HO ¢ OCH,CH
5 3 o2
8
HO ¢ f
(108)
OH fendlicos
T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 ppm

Figura 9. Comparacion de senales en los espectros de TH-RMN de los compuestos 84 y 108.
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5.1.1.2. Espectrometria de masas (EM)

En cuanto a los datos obtenidos en sus correspondientes espectros de
masas, se puede observar una serie de picos caracteristicos que corroboran la
estructura propuesta en cada caso. En este sentido, se observa en todos los
alquil éteres protegidos de hidroxitirosol (83-92) el pico atribuible al i6n
molecular, [M]**, que se corresponde con la masa de cada compuesto que se
analiza, con una intensidad relativa variable. Este i6n es de baja o media
intensidad en estos compuestos debido a la presencia de grupos bencilo en
sus estructuras, los cuales originan con gran facilidad el ié6n tropilio (m/z 91),
muy estable, siendo en estos casos el pico base del espectro (100% de
intensidad relativa). De hecho, es llamativa la ausencia de otros iones de
infensidad resenable en estos espectros, salvo los procedentes de
fragmentaciones propias de la cadena alquilica en los homdlogos superiores.
No obstante, se ha encontrado en todos los casos un idn correspondiente a
[M-21]* de baja a muy baja abundancia relativa, asi como un idn comun con
una relaciéon m/z de 181 (cuya intensidad relativa varia entre el 4% y el 7%) que
debe corresponder a la pérdida de uno de los dos grupos benciloxi presentes,

seguida de una fragmentacion de la cadena de alqguiloxietilo (esquema 13).

Ph
\—O Ph

:©/\/O(CH2)nCH3 o0 O(CHy)nCHs
o

Ph Ph

m/z 91 [M-91 ]+ m/z 181

Esquema 13. Principales fragmentos observados en
los espectros de masas de los compuestos 83—-92.

En los espectros de masas de los éteres libres (107-116) también se
observa el ibn molecular en cada caso, apareciendo en esta ocasion con una
mayor abundancia relativa (entre el 23% y el 49%) debido a la ausencia de los

grupos bencilo en sus estructuras. Ademds, como se ha comentado
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anteriormente, el pico base del espectro es comiUn a todos los compuestos,
apareciendo a una relaciéon m/z de 123. Este idn es equivalente al idon tropilio,
formdndose en esta ocasion por la ruptura del enlace B al grupo alcoxilo, tal

como se indica en el esquema 14.

HO O(CH2)nCH3

HO

m/z 123

Esquema 14. Formacion del pico base en los espectros
de masas de los compuestos 103-112.

5.1.2. Caracterizacioén de los alquil éteres derivados de tirosol

5.1.2.1. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

En las tablas 8 y 9 se presentan los datos de 'H-RMN y 13C-RMN
completamente asignados de los derivados protegidos y desprotegidos de
tirosol. Al igual que con los derivados de hidroxitirosol, se toma como modelo el
correspondiente etil derivado (94). Asi, como se puede apreciar en la figura 10,
la sustitucion del OH alcohdlico presente en el bencil tirosol (80) da lugar a la
aparicion de senales a desplazamientos quimicos correspondientes a la regiéon
adlifdtica del espectro, de manera que, para el compuesto 94, a
desplazamientos quimicos de 3,39 ppm y 1,07 ppm aparecen un cuartete y un

friplete, respectivamente, que corresponden a la cadena CH2CHs infroducida.



5. Resultados y discusion

BnO ¢ f 4

OH alcohélico (80)

N | L

I I I I I I I I
45 40 35 3.0 2.5 2.0 15 ppm

5 3 _~2 _OCH,CHs
BnO™ ¢ f 4

(94)

Hy

|

! | ! ! ! ! | ! ! ! ! | ! ! ! ! | ! ! | ! ! ! ! | ! ! ! ! | ! ! ! ! |
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 ppm

Figura 10. Comparacién de senales en los espectros de '"H-RMN de los compuestos 80 y 94.

Por ofro lado, tal y como se muestra en la figura 11, la desprotecciéon del
OH fendlico que da lugar al compuesto 118, origina la aparicién de una senal
singulete a un desplazamiento quimico de 9,1 ppm. La aparicién de esta senal
viene acompanada por la desaparicion de las senales correspondientes al
paquete de protones aromdticos del grupo bencilo, que se localizaban en un
rango de desplazamiento quimico de entre 7,3 y 7,5 ppm. Ademds también
desaparece el singulete que correspondia a los protones metilénicos de dicho
grupo protector y que estaban localizados a 5,05 ppm. Por Ultimo, indicar que
se observa un desplazamiento a campo alto de los protones aromdaticos, Ha y

Hs, al desaparecer el grupo bencilo de la posicion adyacente.
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5 4 __~2 _OCH,CH3
BnO" ¢ A 4

(94) H posicion
bencilica
H paquete
aromatico
e
9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 50 ppm
N 2_OH
3 1
HO ¢ A 4
(118)
OH fendlico M
I I I I I I I I I
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 50 ppm

Figura 11. Comparacion de sefales en los espectros de 'H-RMN de los compuestos 94y 118.
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5.1.2.2. Espectrometria de masas (EM)

Para el caso de los derivados protegidos de tirosol (93-99), ademds de
observarse el ién tropilio (m/z 91) como pico base del espectro, el pico de baja
intensidad correspondiente al idn m/z [M-21]* y el correspondiente i6n
molecular en todos los casos. Cabe destacar la presencia de un ibn comun a
todos los derivados que presenta una relaciéon m/z 197. Este se ha asignado al
i6bn procedente de la fragmentacion de la cadena de fenetilo, tal y como se

indica en el esquema 15.

/@/\/O(CH2)nCH3 O(CH2)nCHs
)

—0
Ph Ph

m/z 91 lM_9]l+ m/z 197

Esquema 15. Principales fragmentos observados en
los espectros de masas de los compuestos 93-99.

En el caso de los éteres derivados desprotegidos de ftirosol (117-123), se
observa igualmente el ibn molecular correspondiente en todos sus espectros.
Al igual que ocurre con los andlogos de hidroxitirosol, el idn molecular tiene
una intensidad relativa mayor a la de los derivados protegidos debido a la
ausencia del grupo bencilo. Ademds se observa un pico base comun para
todos a m/z 107, que corresponde, como se muestra en el esquema 16, con la
ruptura del enlace B al grupo alcoxilo, de manera andloga a la encontrada en

los derivados desprotegidos de hidroxitirosol (apartado 5.1.1.2.)

O(CHa)nCH3
HO

m/z 107

Esquema 16. Fragmentacién principal en los espectros
de masas de los compuestos 113-119.
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5.1.3. Caracterizacion de los alquil éteres derivados de alcohol

homovanilico

5.1.3.1. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

En las tablas 10 y 11 se presentan los datos de 'H-RMN y 1BC-RMN
completamente asignados de los derivados protegidos y desprotegidos de
alcohol homovanilico. Al igual que con los derivados anteriores, se toma como
modelo al correspondiente efil derivado. Asi, tal y como se aprecia en la figura
12, la sustitucion del OH alcohdlico presente en el bencil derivado del alcohol
homovanilico (81) por la cadena de etilo da lugar a la aparicion de dos
senales a desplazamientos quimicos de 3,41 ppm y 1,08 ppm, un cuartete y un
triplete, respectivamente, que corresponden con la cadena CH2CHs

intfroducida en el compuesto 101.

HsCO_ 4 _2__OH

BnO 6
(81)
OH alcohdlico
Il \‘ HJ]J ‘ Hh )L
\ \ \ \ \ \ \ \
45 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 ppm
HsCO 4 % _OCH,CH;
BnO™¢ f 8
(101)
Hy
HLA \H\ ! n “
\ \ \ \ \ \ \ \
4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 15 ppm

Figura 12. Comparacion de sefales en los espectros de 'H-RMN de los compuestos 81 y 101.

Por otro lado, tal y como se muestra en la figura 13, la desproteccion del
OH fendlico que da lugar al eftil éter del alcohol homovanilico libre (125),

origina la aparicién de una senal singulete a un desplazamiento quimico de 8,6
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ppm. La aparicion de esta senal viene acompanada por la desaparicién de
las senales correspondientes al paguete de protones aromdticos del grupo
bencilo, que se localiza a un desplazamiento quimico de 7,37 ppm. Ademdads
también desaparece el singulete correspondiente a los protones de la posicion

bencilica, localizados a un desplazamiento quimico de 5,02 ppm.

H posicién
bencilica
H paquete
aromatico
T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 ppm
HaCO_~4__A_OCH,CHs
5 3 ;2
8
HO ¢ f
i, (125)
OH fendlico
T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 ppm

Figura 13. Comparacién de senales en los espectros de 'H de los compuestos 101 y 125 Tabla 10.



Tabla10. Datos de TH-RAN (500,13 MHz, DIMSO-d,, 303K pard los compuestos 100-1046 v 124-130.
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5.1.3.2. Espectrometria de masas (EM)

Para los derivados protegidos del alcohol homovanilico (100-106) tal y
como ocurre en los derivados andlogos ya descritos, se puede apreciar en sus
espectros de masas como pico base el idn tropilio (m/z 91), ademds del pico
correspondiente a [M-21]* y el del ibn molecular, ambos de baja intensidad.
Ademds, se observa un ibn comun a todos los derivados cuya relaciéon m/z es
de 137. Este idn debe aparecer por dos fragmentaciones sucesivas como se

muestra en el esquema 17.

H360:©/\/O(CH2)nCH3 HaCO O(CH2)nCHs
o o

Ph Ph

m/z 137

m/z 91 [M-9]l+

Esquema 17. Principales fragmentos observados en
los espectros de masas de los compuestos 100-106.

En el caso de los derivados desprotegidos del alcohol homovanilico (124-
130), se observa el mismo tipo de iones que en los casos anteriores, es decir, el
ion molecular correspondiente y un pico base que, en este caso, aparece a
relacion m/z 137 y que corresponde al mismo tipo de fragmentacion que la ya

mencionada en los casos anteriores, tal y como se muestra en el esquema 18.

HsCO O(CHy)nCHs
HO

m/z 137

Esquema 18. Formacion del pico base en los espectros
de masas de los compuestos 124-130.
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5.2. Preparacion y caracterizacion de metilidendioxi derivados de hidroxitirosol

Se ha llevado a cabo la preparacién de otra serie de compuestos (131-
137) que, a pesar del hecho de presentar los OH fendlicos protegidos por un
puente metilideno, son potencialmente interesantes debido a que, por el
hecho de presentar completamente protegidos los dos OH fendlicos, podrian
atravesar la barrera hematoencefdlica y, una vez en el sistema nervioso
central, liberar los correspondientes alquil éteres de hidroxitirosol libres (103-112)

donde podrian ejercer su accion.

En el esquema 19 se muestran las condiciones para la obtencién de esta
serie de compuestos. Asi, en una primera etapa se procede a la reduccion del
dcido de partida (77) empleando para ello hidruro de aluminio vy litio.
Seguidamente en una segunda etapa, se procede a la alquilacion del OH

alcohdlico de la cadena lateral empleando las condiciones ya comentadas

(Ver apartado 5.1.).
e
o) o’\o O/\o
THF, LAIH, (CHa)nCHs
A KOH/DMSO
OH o

O
3 i/
(77) (78) (131-137)

Esquema 19. Esquema general para la sintesis
de los compuestos 131-137.

Siguiendo este esquema se han obtenido siete nuevas sustancias (131-

137) con los rendimientos quimicos que se recogen en la tabla 12.
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Tabla 12. Rendimientos quimicos de los compuestos
131-137 una vez aislados y purificados.

n Compuesto Rto (%)

0 131 80
1 132 81
2 133 70
3 134 61
5 135 78
7 136 70
11 137 75

Tal y como se puede observar en dicha tabla, los rendimientos varian
desde aceptables (61%) hasta buenos (81%).

Todas las nuevas sustancias obtenidas han sido caracterizadas por sus
espectros de IR, RMN ('H y 13C) y EM, asi como por sus andlisis elementales. Su
determinaciéon estructural se ha realizado fundamentalmente en base a la
aplicacién de diversas experiencias de RMN (COSY, NOESY, HSQC, HMBC),
habiéndose asignado de forma inequivoca todas las senales que aparecen en
sus espectros de 'TH-RMN (tabla 13) y 3C-RMN (tabla 14).

5.2.1. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Tal y como se ha descrito en los apartados anteriores, se toma como
modelo el etil éter correspondiente. Asi, la alquilacidon del OH alcohdlico del
compuesto de partida (78) para esta serie da lugar en el espectro de "H-RMN
del compuesto 132 a dos sehales en la region alifdtica del espectro; un
cuartete a 3,40 ppm y un friplete a 1,07 ppm. Ambas senales corresponden
con la cadena de eftilo intfroducida en la molécula (figura 14). Ademds, el
triplete que se localiza en torno a 4,5 ppm correspondiente al OH alcohdlico

desaparece, como se puede observar en la misma figura.
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04 A __OH
Iy
QO ¢ 78
(78)
OH alcohdlico
| Jm L
I I I I I I I
45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 ppm
0.5~ _A__OCH,CH,
S
QO ¢ 78
(132)
Hy:
Jnl HHJ b A “
I I I I I I I
45 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figura 14. Comparacioén de senales en los espectros de 'H de los compuestos 78 y 132.
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5.2.2. Espectrometria de masas

En cuanto a los datos obtenidos en los espectros de masas, se observa en
todos los casos el idn molecular correspondiente, ademds de un pico base
comin para todos los compuestos a m/z 135. Este corresponde a la
fragmentacién del enlace B al grupo alcoxilo, tal y como se muestra en el

esquema 20.
o o
( W

m/z 135

Esquema 20. Formacion del pico base en los espectros
de masas de los compuestos 131-137.

Por otro lado, a partir de estos metilidendioxi derivados de hidroxitirosol,
se ha ensayado la obtencidn de los alquil éteres de hidroxitirosol anteriormente
descritos, mediante ofro esquema de sintesis. Para ello, tal y como se muestra
en el esquema 21, el compuesto 132 se disolvid en CH2Cl2 seco y se hizo
reaccionar con BCls. La mezcla se agitd a temperatura ambiente hasta que se
confirma por cromatografia en capa fina el fin de la reaccion (4 horas). A
continuacioén se procesd lavando con NaHCOs saturado y extrayendo con

CH2Cl2. Seguidamente se anadié Na2SO4 anhidro y se evapord el disolvente.

O"\ OH
O OH
CHoClpseco
BCl3, ta
O\/ O\/
(132) (108)

Esquema 21. Ruta alternativa para la sintesis de éteres derivados de HTy.
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En la figura 15 se comparan los espectros de 'H-RMN del compuesto 132
con el correspondiente producto de la reaccidon, que resulta ser el etil
hidroxitirosol libre. Se puede observar que el singulete correspondiente a los
protones del puente metilénico localizado a 5,94 ppm, desaparece en el
espectro obtenido al finalizar la reaccién. Ademds, en éste aparece un
singulete a 8,5 ppm aproximadamente, que corresponde a los OH fendlicos
del derivado libre. Sin embargo, no fue posible el aislamiento ya que en el

proceso de purificaciéon se pierde el producto.

4 2

0.5 OCH,CHg
OO
O ¢

7 8

H metilénicos (132)

s \‘\ \H\ [
T T

T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

2

HO. 5 OCH,CH3
D{Y L
HO™ ¢ 8

7
(108)

OH fendlicos W m H‘ m
. I \ ‘

T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figura 15. Comparacién de senales en los espectros de 'H de los compuestos 132 y 108.

5.3. Sintesis de 2-metoxi-5-(2'-metoxietil)fenol (143)

El trabajo presentado en esta memoria forma parte de un proyecto mds
amplio, en el que se estudia por ofra parte el metabolismo de los éteres
obtenidos, tanto a nivel intestinal como hepdtico. Entre los metabolitos
esperados para los éteres de hidroxitirosol se encuentran sus metil derivados,
ya sea en posicion 5 o 6 del anillo catecdlico. Por ello, se hacia necesario
disponer de ambos regioisbmeros con objeto de suministrarselos

posteriormente al grupo que debia realizar el estudio metabdlico.
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Por ello, se ha llevado a cabo la sintesis del compuesto 143 a partir de
hidroxitirosol libre en un proceso que ha constado de tres etapas, tal y como se

muestra en el esquema 22.

HO5 3 OH HO OMe
6 1 D/\/
HO™ 7 8 MeO
(M (143)
BrBn, K,CO3 H,/Pd(C)
acetona THF

BnO OH BnO OMe
:@/\/ ICHs KOH D/\/
HO DMSO MeO
(141) (142)

Esquema 22. Obtencidén del compuesto 143

5.3.1. Primera etapa: Proteccion regioselectiva

En una primera etapa, se hizo reaccionar hidroxitirosol con bromuro de
bencilo en presencia de carbonato potdsico, al igual que para la proteccion
de sus dos OH fendlicos (ver apartado 5.1.), pero empleando cantidades de
reactivos inferiores ademds de disminuir el tiempo de reaccidn. En particular, se
empled la mitad de bromuro de bencilo y la cuarta parte de carbonato
potdsico con idea de conseguir una cierta regioselectividad en la proteccion

de los OH fendlicos.

Asi, tras 45 minutos de reaccion, ésta se detiene y por ccf se observa
que se han formado, como era de esperar, varios productos. Tras una
separacion cromatogrdfica en columna en la que se emplearon diversos
eluyentes de distinta polaridad para aislar fodos los compuestos formados, se
separaron cuatro fracciones en las que se identificaron un total de seis

compuestos. Todas sus estructuras fueron determinadas mediante el empleo
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de diferentes experimentos de RMN ('H, 13C, NOESY, HSQC, HMBC)

asigndndose de forma inequivoca todas las senales en todos los casos.

El compuesto buscado (141) se aisld con un 25% de rendimiento en la

cuarta y Ultima fraccidn.

HO
(141)

Tal y como se puede observar en la figura 16, en el espectro de protones
del compuesto 141 aparecen las senales correspondientes al conjunto de
protones aromdaticos correspondiente a un Unico grupo bencilo introducido a
unos 7,4 ppm, asi como el singulete correspondiente al metileno de la posicion

bencilica, que aparece a 5,05 ppm.

HO

m

L e D e R
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 ppm

HO
(141)
H posicion
H paquete bencilica
armo ; j
T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 ppm

Figura 16. Espectros de 'H-RMN de los compuestos 1y 141.

La posicidn en la que se encuentra este grupo bencilo se determind
mediante un experimento NOESY. Como se muestra en la figura 17, existe un

efecto NOE entre los protones del grupo metileno de la posicidn bencilica, que
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aparecen como un singulete a un desplazamiento quimico de 5,05 ppm, v el
protén Hs del anillo aromdatico, que aparece como un doblete a 6,82 ppm.

Por ofro lado, en el mismo experimento NOESY se observa efecto NOE
entre el OH fendlico, que aparece como un singulete a 8,69 ppm, vy el protdn
H7 del anillo aromdtico, que aparece como un doblete a 6,68 ppm. Todo ello,
permite concluir que el grupo bencilo estd presente en la posicion 5 del anillo

del compuesto 141.

|

_ppm

- 6.90

~6.85
OH
6.80

= ~ F6.75
=l

_____________ ‘ M

NOE - 6.65
6.60
6.55
+6.50

6.45

~6.40
T T T T T T T T T T 1
530 525 520 515 510 505 500 4.95 490 4.85 ppm

r T T T T T 1
8.85 8.80 8.75 8.70 8.65 8.60

Figura 17. Espectros de NOESY del compuesto 141 para localizar al grupo
bencilo y al OH fendlico.

Por otra parte, y como se ha mencionado anteriormente, en esta misma
reaccion se aislaron otros compuestos en diversas fracciones y que se detallan
a continuacién. Asi, en la primera de ellas se identificaron los compuestos 138 y
139 siendo el primero de ellos el presente en mayor cantidad, 2,4% frente al 1%

del segundo.

(138) (139)

Los experimentos de RMN realizados confirmaron la estructura propuesta
para ambos, de manera que la posicion del grupo bencilo en el anillo

aromdtico se determind mediante experimentos bidimensionales NOESY. Asi,
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para el compuesto mayoritario 138, tal y como se muestra en la figura 18, se
observa un efecto NOE entre los protones del grupo metileno de la posicidon
bencilica, que aparecen como un singulete a 5,03 ppm, y el proton Hs del
anillo, que aparece como un doblete a 6,87 ppm. Para el compuesto
minoritario 139, se observa igualmente un efecto NOE entre los protones del
grupo metileno de la posicidon bencilica, que aparecen como un singulete en
este caso a un desplazamiento quimico de 5,04 ppm vy el protdn H7 del anillo,

que aparece como un doblete a 6,84 ppm.

M ppm

—4.96

[l T
ODA/O& ~4.98
|

P ~5.00

—5.02

—5.04

—5.06

—5.08

—5.10

T T T T ] 512
6.95 6.90 6.85 6.80 ppm

Figura 18. Efecto NOE en los compuestos 138 y 139 para asignar la posicion
de los grupos bencilo en el anillo aromdtico.

Asimismo se ha determinado, también mediante experimentos NOESY
(figura 19), que el segundo grupo bencilo que contienen ambos compuestos
se ha introducido en la cadena lateral sustituyendo al OH alcohdlico del
hidroxitirosol. En ambos casos se observa un efecto NOE entre 1os protones del
grupo metileno de la posicidon bencilica, que aparecen como un singulete a
4,44 ppm para el compuesto 138 y a 4,45 ppm para el 139, y los protones del
grupo metileno en posicion 1 de la cadena alquilica lateral, que aparecen

como un triplete a 3,55 ppm en ambos compuestos.
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ppm

—3.45

—3.50

% _________________ -3.55

—3.60

-0,
o

F0,
I

~3.65

—3.70

T T T T T 375
455 450 4.45 4.40 ppm

Figura 19. Efecto NOE en los compuestos 138 y 139 para asignar la posiciéon
del grupo bencilo en la cadena lateral.

En la segunda fracciéon se identificd el compuesto 140, con un 17% de
rendimiento, enconfrdndose que es un derivado con estructura de isocromano

con el OH fendlico en posicidon 6 bencilado.

10 10
(140)

Para la determinacién de su estructura se asignaron de forma inequivoca
tfodas las senales que aparecen en sus espectros de H-RMN vy 13C-RMN
mediante diversos experimentos. Asi, con el espectro 2D-NOESY permitio

comprobar que el Unico grupo bencilo presente se localiza en la posicion 6 ya
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que, como se puede ver en la figura 20, hay un efecto NOE entre los protones
del grupo metileno de la posicion bencilica que aparecen a 5,05 ppm vy el
protébn H; del anillo aromdtico que aparece como un singulete a 6,73 ppm.
Ademds, en la misma figura se muestra el efecto NOE que se produce entre los
protones Hio de los dos grupos metilo, que aparecen igualmente como un
singulete a 1,33 ppm, y el mismo protén H7 del anillo aromdatico. La estructura
finalmente mediante

propuesta para este compuesto se confirma

experimentos HSQC y HMBC que no se muestran.

B = N
: [ O 1.5
: HHaC CHy
H E A
- S
: : NOE r20
i 2.5
3.0
L35
: Fa.0
O
: |
: ?:(II\?O F45
: LCHy H
H Py .
R ammesr . NOE F5.0

T
6.4

ppm

Figura 20. Efecto NOE en el compuesto 140 para asignar la posicion de los
grupos bencilo y metilo.

La formacién de este compuesto tiene su explicacién en la reaccién de

“oxa-Pictet-Spengler”145 cuyo mecanismo se detalla el esquema 23.
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)J\R -H0O Rl%\OH

HO HOW) HO
\@</+?) — o — o)

-~

R R, H Ry R2 Ri Rg

Esquema 23. Mecanismo de la reaccién de oxa-Pictet-Spengler.

En primer lugar el derivado ariletandlico reacciona con el compuesto
carbonilico en medio dcido, dando lugar a la formacidén de un hemiacetal
que, posteriormente, pierde una molécula de agua originando la estructura
isocromdnica por cierre de un anillo de seis miembros, con el carbono

aromdatico activado por el grupo OH presente en posicion para.

En nuestro caso se puede explicar la formacidon de este compuesto
debido a que las condiciones de basicidad empleadas fueron muy suaves ya
que, en esta etapa, el objetivo era la monobencilacién del hidroxitirosol. Por
ello, al agotarse la base y, por hidrélisis del bromuro de bencilo que pudiera
qguedar en exceso, se puede generar la acidez necesaria para que se forme el
compuesto 140. Ademds, es determinante para la formaciéon de este derivado,
la presencia del OH fendlico en posicion 5 del anillo aromdatico que es el
responsable de la activacién del carbono en posicidon para respecto de dicho
OH.
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Por ofro lado, la formacion de este compuesto podria explicar el hecho
gue no se haya aislado el correspondiente regioisomero de 141, ya que a partir

de él se habria formado el isocromano aislado.

Por Ultimo, en la tercera de las fracciones se aislaron dos compuestos, 67
y 79, que ya han sido mencionados previamente en la presente Memoriq,
cuyos datos de RMN estaban de acuerdo con los previamente descritos en la

bibliografia’ss 195,

HO BnO OH
s T
HO BnO

(67) (79)

5.3.2. Segunda etapa: Reaccioén de alquilacion

En la segunda etapa del ensayo, se procedidé a la alquilacién de los dos
grupos OH (fendlico y alcohdlico) libres. Para ello se empled el mismo
procedimiento de alquilacion que el ya descrito (ver apartado 4.3.1.) pero con
modificaciones. Asi, se utilizé doble cantidad de agente alquilante (CHal) que
el empleado en el procedimiento general. En esta etapa se obtuvo el

compuesto esperado (142) con un rendimiento practicamente cuantitativo.

BHOD/\/OMG
MeO
(142)

Se asignaron de forma inequivoca todas las senales que aparecen en los
espectros de 'H-RMN y 13C-RMN de este compuesto. En la figura 21, en la que
se presenta el espectro de 'H-RMN de este compuesto comparado con el de
su precursor, el compuesto 141. En el espectro del compuesto 142 se pueden
observar las senales caracteristicas de los grupos OCHs presentes en su

estructura y que no aparecen en el correspondiente espectro del compuesto
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141. Asi, a 3,70 ppm se localiza un singulete que corresponde con el grupo
OCHs situado en posicion 6 en el compuesto 142. Por otfro lado, a 3,21 ppm se
localiza otfro singulete que en este caso corresponde con el grupo metilo de la

cadena alguilica lateral.

2

BnO.s_~¢ OH
HO 8
7
(141)

45 4.0 35 3.0 2.5 2.0 15 1.0 05 ppm

BnOs_~3__-2__OCH;
CHj pos. 1 H,CO s

7
OCH3; pos. é (142)
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
45 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 ppm

Figura 21. Comparacién de senales en los espectros de 'H-RMN
de los compuestos 141 y 142.

5.3.3. Tercera etapa: Eliminacion del grupo protector

En la tercera y Ultima etapa, se procedid a la desproteccion del OH
fendlico de la posicion 5 empleando para ello el procedimiento de
hidrogenolisis general (ver apartado 4.3.2.). Se obtuvo el compuesto esperado

(143) con un rendimiento del 87%.

HO:©/\/OM6
MeO

(143)
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Comparando los espectros de '"H-RMN (figura 22) de este compuesto con
el de su precursor (142) se puede observar la desaparicion de las senales
correspondientes al grupo bencilo, que se localizan a 7,37 y 5,03 ppm en el
espectro del compuesto 142, y la aparicién de un singulete a 8,74 ppm que

corresponde al OH fendlico liberado en posicidon 5 en el compuesto 143.

BnO.s 4 2 _OCH;
H3CO ; 8
(142)

H posicion
bencilica
H paquete
aromatico
MML W b
T T T T T T T T 1
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 ppm
HOs 42 _OL 1
6 3 !
H3CO 5 8
(143)
OH fendlico H I u
T T T T T T T T 1
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 ppm

Figura 22. Comparacioén de senales en los espectros de '"H-RMN
de los compuestos 142 y 143.

Por otro lado vy, una vez asignadas de forma inequivoca todas las senales
correspondientes a los compuestos detallados en los apartados precedentes,
se puede establecer que la sustitucion de uno o los dos grupos OH del anillo
aromdtico dan lugar a una variacion del desplazamiento quimico apreciable
tanto en el espectro de 'H como de 3C, tal y como se puede apreciar en la

figura 23.
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C;116,2
H; 6,58 9
HO 5 4 3 O\é
1449
1432 ]1219’73
HO™ ¢ 8 ¢4 (108)
6,60
;302]9 +O 28 034
H3CO S O H3CO BI’]O BnO
+1,5 + +Z9 +26
HO Jﬁl (125) BnO ro2s (101) HCO™ N7 (142) e (138)
+0 05 +0 25 +O 09
+0,3 =11 -0,1
+0,1 +0,24 +0,04 038
BnO. . O. HO. 3 @) BnO
*' P +0.4 +1.8 . +34
BnO s (139) HO +S L (41) ot NF B, (143)  BnO P (84)
+0 24 +0 08 +O 18 +0 33

Figura 23. Efecto aditivo de los sustituyentes sobre el 6 de THy 13C en el anillo aromdtico.

En dicha figura se puede observar que la O-metilaciéon en posicion 5
(compuesto 125) origina un apantallamiento de -3,2 ppm en el carbono orto
(C4) y desapantallamientos de +1,5 ppm sobre el carbono no sustituido (Cs) y
sobre el carbono en posicion para (Cs). Se observan efectos cambiados sobre
el desplazamiento en el caso del compuesto 143, que presenta el grupo O-

metilo en posicion é.

Cuando, como ocurre en el compuesto 101, se produce la sustitucién de
ambos hidroxilos fendlicos por un grupo O-metilo en posicién 5 y un grupo O-
bencilo en posicidon 6, se observa, ademds de los desplazamientos producidos
por el grupo O-metilo ya vistos, un apantallamiento del carbono en orto
respecto del carbono O-bencilado de -1,5 ppm. En el caso en que los
sustituyentes estdn cambiados, es decir, el grupo O-metilo en posicidon 6 y el
grupo O-bencilo en posicion 5 (compuesto 142), se observan los mismos
efectos sobre el desplazamiento pero cambiados. En cuanto a los carbonos
sustituidos (Cs y Cs), se observan efectos aditivos sobre el desplazamiento

quimico.

En cuanto a la O-bencilacion sobre cualquiera de los dos hidroxilos
fendlicos (compuestos 138, 139 y 141), se observan efectos similares,

produciéndose apantallamientos promedios de -1 ppm sobre el carbono en
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posicion orto al sustituido y apantallamientos promedios de +2,3 ppm sobre el

carbono en para al sustituido.

Cuando se da la O-bencilacion sobre los dos OH fendlicos (compuesto
84), se observan efectos prdcticamente aditivos sobre el desplazamiento

guimico.

Por Ultimo, las variaciones en el desplazamiento quimico de los protones
van a ser mds importantes sobre los protones de las posiciones orto respecto
de los carbonos sustituidos y, en menor medida, sobre los protones de las

posiciones para al carbono sustituido.

5.4. Sintesis de hidroxitirosol y sus nuevas formas protegidas

Se ha llevado a cabo la sintesis de hidroxitirosol empleando para ello
tirosol comercial como producto de partida. Ademds, se ha preparado una

serie de derivados de hidroxitirosol orftogonalmente protegidos.

5.4.1. Synthesis of hydroxytyrosol (1)

Hydroxytyrosol has been obtained from tyrosol through a five steps
procedure, where the key step was a Baeyer-Viliger oxidation process that
allows to obtain the second phenolic OH so that the o-catechol moiety of

hydroxytyrosol can be formed (scheme 24).
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| v

OH OH O OH OH OH
H O\[(H OH OH
b C o) e f
—_— R — B — —_—
OR OAC OAC OAC OH
o 2 R=H (144) (147) (15) (1)

16 R=Ac

Conditions: a) ACOEt, TsOH, 70°C; b) MgCla, EtsN, (CH20)n, 80°C; ¢)m-CPBA, CH2Clz, 24H, 40°C;
d) NH3 4M in MeOH, 48H, rf; €) NHz 2M in MeOH, TH, rf; f) HCI 2M, CH2Cly, rt

Scheme 24. General scheme to obtain hydroxytyrosol.

To this end, commercial tyrosol has been used as starting, affordable,
material. The first step was the protection of the alcoholic OH by reaction with
ethyl acetate in the presence of p-toluensulphonic acid as a catalyst32, Tyrosyl
acetate (16) was so obtained, which in the second stage undergoes
formylation reaction by freatment with MgCl2/(CH20)n in presence of

triethylamine yielding the corresponding ortho-formyl derivative (144).

In the third stage of the process, compound 144 was subjected to a
Baeyer-Viliger oxidation to infroduce the second phenolic OH that generates
the o-catechol moiety. In this way, the use of m-chloroperbenzoic acid in
dichloromethane (CH2Cl2) under optimized conditions of time and temperature
(40 °C, 24 h of stirring) yielded the best conversion results. After that, hydrolysis
of the formate group in 147 with a 2M NHs methanolic solution, yielded

hydroxytyrosyl acetate (15).

In the final step, the hydrolysis of the acetate group took place by
reaction with 2M HCI. The mixture was stirred for 48 hours at room temperature

to provide free hydroxytyrosol (1) with excellent yield (97%).

Alternatively, hydrolysis of the formate (147) with a 4M NHz methanolic
solution for 48 hours at room temperature, directly yielded hydroxytyrosol (1)

with a good chemical yield (87%), simplifying the overall process to four steps.
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5.4.2. Synthesis of protected forms of hydroxytyrosol

In scheme 25 the synthesis of orthogonally protected forms of

hydroxytyrosol is shown.

OH
O\”/H
O
OAcC
(147)
OBn O OBNn
OH
(144) BrBn, Nal, K,COs H  H,0,(30%) NH; (2M MeOH)
DMF, 60°C PhoSe CH,Cly, 1h, 0°C
OAC OAcC

(145) (148)

OH
(149)

Scheme 25. General scheme to obtain new protected forms of hydroxytyrosol.

In a first step, compound 144 was bencilated using standard benzylation
conditions (BnBr/Nal/K2CQOs), yielding compound 145 in 90%. This compound
was then subjected to a Baeyer-Viliger oxidation. In this case, the reaction
conditions used before with 144 did not yield the desired compound. The best
result was obtained under those conditions employed by Syper et al.201, Thus, a
catalytic amount of diphenylselenide (Ph2Se) as an activator of hydrogen

peroxide (H202) was used to obtain fully protected hydroxytyrosol (146) in 84%.
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From this compound were obtained three new protected forms of
hydroxytyrosol (147-149) by a selective deprotection of the phenolic OH of
compound 146. So to obtain these selectively protected forms of hydroxytyrosol
different reaction conditions were used. On the one hand, the hydrogenolysis
of compound 146 gave compound 147 in 98% yield, which presents a free OH

in position 6.

On the other hand, treatment of 146 with 5 equivalents of a 2M NH;s
methanolic solution in dichloromethane for 1 h gave compound 148, with a
free OH in position 5, in 89%. Finally, the same treatment, in this case for 96
hours, yielded compound 149 having both, OH in position 5 and alcoholic OH

deprotected.

5.5. Estimacion de la lipofilia de los éteres alquilicos derivados de hidroxitirosol

Se ha estimado la lipofilia de todos los éteres desprotegidos sintetizados
(107-130) utilizando para ello dos aproximaciones diferentes descritas en la
bibliografia: el factor de apolaridad y el coeficiente de reparto. Asimismo, se
han incluido en este estudio los patrones que posteriormente serdn utilizados
en la evaluacion de la actividad antioxidante: hidroxitirosol (1), tirosol (2) vy
alcohol homovanilico (3) libres, asi como butilhidroxitolueno (BHT, 150) y a-

tocoferol (151).

OH
HO

(150) (151)
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5.5.1. Estimacién del Factor de Apolaridad (F.A.)

El factor de apolaridad (FA) se define como el factor de retencién (R
mostrado en ccf por las sustancias analizadas.'%¢ Para ello se ha utilizado como
eluyente una mezcla de t-butiimetil éter/hexano 2:1, obteniéndose los valores
reflejados en la tabla 14. En ésta se puede apreciar coémo la lipofilia de los
compuestos aumenta a medida que aumenta la longitud de la cadena
alguilica lateral introducida. Asi podemos ordenar los compuestos en orden
creciente de FA y por serie, tal y como se detalla a continuacioén. Para la serie
del hidroxitirosol: 1 <107 <108 < 109 < 110 <111 <112=113< 114 <115 < 116 <
149 < 148. Para la serie del tirosol: 2 < 117 < 118 < 119 <120 < 121 = 122 < 123 <
149 < 148. Por Ultimo, para la serie del alcohol homovanilico: 3 <124 < 125 < 126
<127 <128 <129 <130 < 149 < 148.

5.5.2. Calculo del logaritmo del coeficiente de reparto (CLogP)

El coeficiente de reparto ha sido calculado mediante la aplicacién del
programa ChembDraw, incluido en el software ChemOffice version 12.0 de
CambridgeSoft Co., que se expresa en forma de su logaritmo decimal (CLogP),
para cada uno de los compuestos. Los valores estimados por dicho programa

se presentan asimismo en la tabla 15.
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Tabla 15. Estimacdén de la lipofilia de las sustancias analizadas. Valores de FA 'y CLogP.

Compuesto FA ClogP Compuesto FA ClogP

1 0,19 0,96 19 0,73 2,54
107 0,34 1,32 120 0,75 2,95
108 0,46 1,66 121 0,78 3,79
109 0,51 2,15 122 0,78 4,62
110 0,62 2,56 123 0,80 6,29
m 0,64 3,40 3 0,24 1,22
112 0,66 4,23 124 0,60 1,58
13 0,66 5,07 125 0,66 1,92
114 0,69 5,90 126 0,71 2,41
115 0,71 7.57 127 0.75 2,83
116 0,73 8,41 128 0.78 3.66
2 0.31 1,35 129 0.80 4,50
117 0,66 171 130 0.82 6.16
118 0,69 2,05 150 0,97 5,54
151 0,93 9,98

Al igual que se ha indicado en el caso del factor de aploaridad, se
pueden ordenar los distinftos compuestos sintetizados en orden creciente de
Clog P y por serie. Asi, para la serie de derivados del hidroxitirosol: 1 < 107 < 108
<109 <110< 111 <112< 113 <150 < 114 < 115 < 116 < 151. Para la serie de
derivados del tirosol: 2 < 117 <118 < 119 < 120 < 121 < 122 <150 < 123 < 151. Por
Ultimo, para la serie de derivados del alcohol homovanilico: 3 < 124 < 125 < 126
<127 <128 <129 <150 < 130 < 151.

Cabe destacar coémo el resultado obtenido por la aplicacion de ambos
métodos es muy parecido, siendo los fenoles libres de partida las sustancias
mds polares en cada serie analizada. Los diversos éteres sintetizados (107-130)
han mostrado, como era de prever, un aumento de la lipofilia a medida que

aumenta la longitud de la cadena alquilica.
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5.6. Evaluacién de la actividad antioxidante por métodos quimicos

Se ha evaluado la actividad antioxidante de los compuestos sintetizados,
comparando su comportamiento con las sustancias patrones antes
mencionadas: hidroxitirosol (1), tirosol (2), alcohol homovanilico (3),
butilhidroxitolueno (BHT, 150) y a-tocoferol (151). Para ello, y dada la
conveniencia de utilizar mds de un método de estudio, como ha quedado
recogido en el apartado 2.6 de esta memoria, se ha evaluado la actividad
antioxidante mediante cuatro métodos diferentes. Los resultados obtenidos en

cada caso se recogen a continuacion.

5.6.1. Estabilidad oxidativa en aceite vegetal (método Rancimat®)

Para llevar a cabo este estudio de estabilidad se ha utilizada una matriz
trigliceridica procedente de un aceite de girasol comercial para el ensayo
correspondiente a los derivados de hidroxitirosol, y aceite de oliva virgen de la
variedad Arbequina para el ensayo de los derivados de firosol y alcohol
homovanilico. Con el aceite de girasol se observaron diferencias entre la serie
del hidroxitirosol (HTy) y la del tirosol (Ty) y alcohol homovanilico (HMV), siendo
la del HTy la md&s activa. Sin embargo, en el caso de los derivados de Ty y HMV,
Nno se observaron diferencias entre los compuestos de una misma serie debido
a la rdpida oxidacion que se produce en este tipo de aceite, por la presencia
de un alto contenido en dcidos grasos polinsaturados (fundamentalmente
dcido linoleico). Ademds, a 90°C las estabilidades de los aceites eran muy
similares y no se distinguia entre el metil derivado y el dodecil derivado en
ambas series. Por este motivo se eligid una matriz menos insaturada como es el
aceite de oliva virgen y al mismo tiempo se disminuyd la temperatura a la que
se readliza el ensayo a 80°C para aumentar el periodo de induccion de la matriz
base y, de esta manera, poder observar diferencias entre los compuestos de

una misma serie.
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En cualquier caso, el aceite se ha purificado (apartado 4.5.2.) con objeto
de eliminar posibles interferencias de los estabilizantes que pudiera contener.
Una vez purificado, se ha determinado su composicion en dacidos grasos
siguiendo el método andalitico oficial de andlisis del Consejo Oleicola
Internacional (COI), mediante cromatografia de gases de sus ésteres
metilicos?92, El resultado de dicho andlisis para el aceite de girasol comercial ha
sido el siguiente: Acido Palmitico (Cieo), 6,1%; dcido palmitoleico (Ciea), 0,1%;
dcido estedrico (Ciso), 3,6%; dcido oleico (Cisa), 29,3%.; dcido linoleico (Cisz2),
59,7%.; dcido linolénico (Ciss) 0,1%; dcido behénico (Czo) 0,6%. La
composicidon en dcidos grasos del AOV fue: Acido Palmitico (Cieo), 15,0%;
dcido palmitoleico (Ciei), 1,4%; d&cido margdrico (Cizo), 0,1%; dacido
heptadecenoico (Ci7:1), 0,2%; dcido estedrico (Ciso), 1,8%; dcido oleico (Cis:1),
70,2%.; acido linoleico (Cis2), 10,0%.; acido linolenico (Cisas), 0,5%; dacido

gadoleico(C20:1), 0,3%; dcido behénico (Ca20) 0,1%

La medida de la estabilidad oxidativa de la matriz lipidica asi preparada
se ha llevado a cabo mediante el procedimiento acelerado Rancimat®
(apartado 4.5.5.), con variaciones como se verd a continuacién, donde la
oxidacién tiene lugar con saturacién de aire. Durante la oxidacion se
producen compuestos voldtfiles; el tiempo en horas que tardan éstos en
producirse como consecuencia del inicio de la oxidacién secundaria de las
grasas se denomina periodo de induccion (P.l.) y es lo que se mide con este

método.

5.6.1.1. Método Rancimat®. Derivados de hidroxitirosol

El ensayo para estos derivados se ha llevado a cabo empleando como
maitriz trigliceridica un aceite de girasol comercial, previamente purificado. En
dicha matriz se han sembrado cantidades crecientes de los compuestos en
estudio con concentraciones que varian entfre 0,2 y 3 mM para someterla, a
continuacién, a un proceso de oxidacién acelerada a 90°C. Los resultados se

muestran en la figura 24.
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Figura 24. Estabilidad Rancimat (P.l1.) de matrices gliceridicas
sembradas con cantidades crecientes de hidroxitirosol (1) y sus éteres
derivados 107-112, 114, 116.
Cuando la matriz no contiene antfioxidantes su estabilidad es de 2 horas.
A medida que se anaden cantidades crecientes de las sustancias
investigadas, el periodo de induccidon va aumentando, aunque no en la misma

medida en todos los casos. Ello indica que todos los compuestos ensayados

poseen actividad anfioxidante.

Ademds, como se puede observar en la figura, todos los éteres de
hidroxitirosilo analizados (107-112, 114, 116) proporcionan una mayor
estabilidad oxidativa a la matriz lipidica que los antioxidantes comUnmente
utilizados como son el BHT (150) y el a-tocoferol (151), a cualquiera de las

concentraciones a las que se ha llevado a cabo el estudio.

Cabe destacar que sea el propio hidroxitirosol libre (1) el que presente la
mayor actividad antioxidante, en comparacion con sus éteres derivados. Este
resultado es explicable teniendo en cuenta la “paradoja polar” (ya
comentada en el apartado 2.6.), segun la cual los antioxidantes de naturaleza
apolar son mds eficaces en un ambiente hidrofilico, mientras que los

antioxidantes polares son mds activos en ambiente lipofilico. Segin se ha visto
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en el apartado anterior, el hidroxitirosol es el compuesto mds polar de todos los
ensayados, por lo que no debe extranar que sea el mds activo en un

ambiente lipofilico como el utilizado en este ensayo.

No obstante, todos los éteres ensayados presentan una capacidad
antioxidante muy similar a la del propio hidroxitirosol, indicando que la
incorporacién de una cadena alquilica en el hidroxilo alcohdlico del mismo no
afecta en gran medida a dicha actividad. Por Ultimo, indicar que no se
observa correlacion alguna entre la longitud de la cadena alqguilica y la

capacidad protectora de estas nuevas sustancias.

5.6.1.2. Método Rancimat®. Derivados de tirosol

El ensayo para este tipo de derivados se ha llevado a cabo, como se ha
mencionado anteriormente, empleando como matriz trigliceridica AOV de la
variedad Arbequina. Ademds, la temperatura empleada para llevar a cabo el
experimento en este caso ha sido de 80°C. Se sembraron cantidades
crecientes de anfioxidantes enfre 0,2 y 2,2 mM. Los resultados se presentan en

la figura 25.
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Figura 25. Estabilidad Rancimat (P.l.) de matrices gliceridicas

sembradas con cantidades crecientes de tirosol (2) y sus éteres derivados
117-123.

Tal y como se puede observar en la figura y a pesar de suavizar las
condiciones del ensayo (matriz trigliceridica menos insaturada y menor
temperatura), este tipo de derivados presenta una capacidad de proteccion
de la matriz muy baja con periodos de induccion (P.l.) muy cortos, debido a la
ausencia de uno de los grupos OH respecto al hidroxitirosol y sus derivados.
Este hecho pone de manifiesto la importancia que tiene la presencia de la
unidad orto-difendlica sobre la capacidad protectora que se atribuye a este

fipo de derivados.

Por otro lado cabe destacar que ninguno de estos derivados (117-123)
posee mayor actividad que el BHT (150) y el a-tocoferol (151), tal y como se
muestra mdas adelante (figura 27). Ademdads, en contraposicion a los resultados
obtenidos para el caso de los derivados de hidroxitirosol, todos los derivados
de tirosol proporcionan mayor estabilidad a la matriz que el propio tirosol libre,

si bien los P.l. son muy similares.
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5.6.1.3. Método Rancimat®, Derivados de alcohol homovanilico

El ensayo para los derivados del alcohol homovanilico (124-130) se llevo a
cabo en las mismas condiciones que para el firosol y sus derivados. Los

resulfados se muestran en la figura 26.
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Figura 26. Estabilidad Rancimat (P.l1.) de matrices gliceridicas
sembradas con cantidades crecientes de alcohol homovanilico (3) y sus
éteres derivados 124-130.

Como se puede observar en la misma, la proteccion ofrecida por este
tipo de derivados es mayor que aquélla que ofrecen los derivados de tirosol.
Sin embargo, es inferior a la que ofrecen los derivados de hidroxitirosol. Estos
resulfados pueden parecer exiranos ya que cabria esperar que fuesen
parecidos a los obtenidos por la serie del tirosol; sin embargo y, a pesar del
hecho de presentar la unidad orto-difendlica bloqueada por un grupo metoxi
en posicion orto respecto al OH fendlico que podria afectar a la actividad,
dicho grupo resulta poseer una influencia positiva sobre la actividad de estos
derivados, de acuerdo con la estabilizaciéon a la que el radical fenoxilo se ve
afectado por sustituciones en posicidon orfo con grupos donadores de

electrones, tal y como ocurre en este caso'43 207,
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Al igual que ocurre con los derivados de ftirosol, y como se puede
observar en la figura 27, los derivados de alcohol homovanilico poseen
periodos de induccidn inferiores a las sustancias empleadas como patrones,
BHT (150) y o-tocoferol (151), pero superiores a los del propio alcohol

homovanilico (3) libre.
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Figura 27. Estabilidad Rancimat (P.l.) de matrices gliceridicas sembradas
con canfidades crecientes de los compuestos 117-130.

Si se comparan los datos obtenidos para las tres series de derivados, se
puede observar una clara relacién entre la estructura de los compuestos vy la
actividad antioxidante, de manera que el hidroxitirosol y sus derivados (1, 107-
112, 114, 116) por el hecho de poseer la unidad orto-difendlica intacta en sus
estructuras son los que presentan mayor actividad. Por el contrario, el tirosol y
sus derivados (2, 117-123), al poseer sélo uno de los dos OH fendlicos en sus
estructuras apenas tienen actividad. La serie del alcohol homovanilico y sus
derivados (3, 124-130) ofrecen una proteccidn a la matriz trigliceridica

intermedia.
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5.6.2. Método FRAP (Ferric Reducing/antioxidant power)

Una vez evaluada la estabilidad oxidativa de los compuestos objeto de
estudio en la presente Memoria en matrices lipidicas, se procedid al estudio de
su actividad antioxidante mediante un método de evaluacion basado en
mecanismos de fransferencia de electrones (ET) del antioxidante como es el
método FRAP. Este método se ha desarrollado para determinar la capacidad
reductora de compuestos puros en soluciones metandlicas por
espectrofotometria UV-visible. EI complejo ftripiridiltriazina (TPTZ)-Fe (lll) es
reducido por los antioxidantes a su forma ferrosa, desarrollando un intenso
color azul con una absorcion maxima a 595nm (véase apartado 4.5.6.). El
aumento de absorbancia resulta proporcional a la capacidad reductora del

antioxidante y por tanto a su potencial antioxidante20s,

El ensayo se ha llevado a cabo empleando diferentes concentraciones
metandlicas comprendidas entre 100 y 500 uM para los derivados de HTy, entre
500 y 10000 pyM para los derivados de Ty y entre 100 y 800 uM para los
derivados de HMV. Cada compuesto ha sido analizado por triplicado. La
relacion lineal obtenida entre la absorbancia de la mezcla de reaccion
medida a 595nm con la concentracion de cada compuesto en el intervalo
especificado, proporciona una recta de calibrado cuyos coeficientes de
correlacion (r2) proximos a la unidad, dan idea de la efectiva correlacion entre

ambos pardmetros.

Los resulfados se han expresado como Capacidad Antioxidante en
Equivalentes de Trolox (TEAC, mM), que se define como la concentracion de
Trolox expresada en mM con una actividad antioxidante equivalente a TmM
de disoluciéon del antioxidante problema, de manera que a mayor equivalente

de Trolox, mayor actividad antioxidante del compuesto evaluado.
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5.6.2.1. Método FRAP. Derivados de hidroxitirosol

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores y, dados los resultados
mostrados en la tabla 16, se puede observar como el hidroxitirosol libre (1)
muestra menor actividad antioxidante en comparacién con sus éteres
derivados (107-112, 114, 114). Ademds, no se observan diferencias significativas

entre los valores obtenidos para los éteres estudiados.

Tabla 16. Determinacién de la capacidad antioxidante mediante el método
FRAP de los compuestos 1, 107-112, 114, 116 y su comparacién con BHT y
tocoferol.

Compuesto mM TEAC®

1 1,39 £0,05b: <
107 2,14 +0,07¢
108 2,40 £ 0,08¢
109 2,03 £0,07ef
110 1,90 £ 0,064
111 1,95£0,069 ¢
112 1,50 £0,06¢
114 1,49 £0,05¢
116 1,45 £0,05¢
BHT 1,32 £0,05

a-Tocoferol 0.80 % 0,04¢

* Los resultados representan la media + desviacion estdndar de tres experimentos
replicados. Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05).

Por otra parte, comparando la actividad mostrada por el hidroxitirosol y
sus derivados con respecto a los antioxidantes comunmente empleados como
patrones, BHT (150) y a-tocoferol (1561), se observa que la menor actividad
corresponde al a-tocoferol si bien el BHT también posee un valor inferior al del

hidroxitirosol y sus derivados.

Por Ultimo, indicar que, los resultados obtenidos estdn nuevamente de
acuerdo con la “paradoja polar”, ya que la introduccion de la cadena
alguilica lateral en el hidroxitirosol produce un aumento en la lipofilia, lo que

conlleva un aumento en la actividad de estos compuestos en el medio polar
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empleado en este tipo de método. Al contrario de lo que ocurria con el
ensayo Rancimat® que tiene lugar en un medio lipofilico, en este caso al
realizarse este ensayo en un medio polar el hidroxitirosol libre posee menos

actividad que sus derivados lipofilicos.

5.6.2.2. Método FRAP. Derivados de tirosol

El ensayo se llevd a cabo bajo las mismas condiciones que para el

hidroxitirosol y sus derivados. Los resultados se muestran en la tabla 17.

Tabla 17. Determinacién de la capacidad antioxidante mediante el método FRAP
de los compuestos 2, 117-123 y su comparacién con BHT y tocoferol.

Compuesto mM TEAC*
2 0,31 £0,03¢
117 0,16 £0,01P
118 0,18 £0,03°
119 0,16 £0,02°
120 0,16 £0,020
121 0,15+0,029-b
122 0,11 £0,02¢
123 0,11 £0,029-b
BHT 1,32 £0,05¢
a-Tocoferol 0,80 £ 0,044

* Los resultados representan la media + desviacion estdndar de tres experimentos
replicados. Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05).

Del andlisis de los resultados se deriva que, como ya se vid en el ensayo
Rancimat®, este ftipo de derivados posee una escasa o nula actividad
antioxidante, debido a la falta del segundo OH fendlico en sus estructuras.
Incluso, como se puede observar en la tabla 17, la infroduccién de una
cadena alguilica lateral en el tirosol, no sélo no produce un aumento de la

actividad sino que ésta disminuye.
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Ademds, las sustancias empleadas como patrones BHT y a-Tocoferol
posen mayor actividad que este tipo de derivados e, incluso mds que el propio

tirosol libre.

5.6.2.3. Método FRAP. Derivados de alcohol homovanilico

Al igual que para los derivados ya estudiados, el ensayo FRAP para el
alcohol homovanilico (3) y sus derivados (124-130) se lleva a cabo en las

condiciones ya descritas. Los resultados se muestran en la tabla 18.

Tabla 18. Determinacién de la capacidad antioxidante mediante el método FRAP
de los compuestos 3, 124-130 y su comparacién con BHT y tocoferol.

Compuesto mM TEAC"
3 1,44 +0,02F9

124 1,47 £0,03¢

125 1,60 £0,03"

126 1,61 £0,03"
127 1,41 £0,03e f
128 1,37 £0,02d

129 1,05 £0,02¢

130 0,87 £0,02°
BHT 1,32 £0,054
a-Tocoferol 0,80 = 0,04¢

* Los resultados representan la media + desviacion estadndar de tres experimentos
replicados. Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05).

Como se puede observar en la tabla 18 estos derivados presentan una
actividad anfioxidante infermedia entre lo obtenido para los derivados de
hidroxitirosol y para los de tirosol. Como ya se ha mencionado anteriormente,
se podria esperar una capacidad inferior al poseer estos derivados la unidad

orto-difendlica bloqueada por un grupo metoxi. Sin embargo, es el propio
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grupo metoxi el que posee una influencia positiva sobre la actividad de este

tipo de derivados (Ver apartado 5.3.1.3.).

Cabe destacar ademds, que la actividad del alcohol homovanilico libre
(3) para este método es superior que la del propio hidroxitirosol (1), si bien la
diferencia no es notable. Ademds, todos los derivados analizados en este
Ccaso, junto con su precursor libre, poseen actividades superiores a las que
presentan las sustancias comiUnmente empleadas como antioxidantes BHT

(150) y a-tocoferol (151).

En este caso los resultados vuelven a estar de acuerdo con la “paradoja
polar”, ya que el aumento de la lipofilia del alcohol homovanilico (3) se
tfraduce en un aumento de la actividad anfioxidante, aunque este aumento
no es lineal, sino que el comportamiento es variable en funcién de la longitud

de la cadena alguilica que se infroduce.

Analizando los resultados que presentan las tres series de compuestos en
estudio, se vuelve a encontrar una clara relacién entre la estructura vy la
actividad de estos compuestos. Asi, el hidroxitirosol y sus derivados poseen una
mayor actividad antioxidante, mientras que el tirosol y sus derivados son los
que peor actividad presentan. La actividad que ofrecen el alcohol
homovanilico y sus derivados es intermedia a la que presentan las series del
HTy y del Ty, si bien como ya se ha mencionado, el alcohol homovanilico libre
posee en este caso una actividad ligeramente superior a la del hidroxitirosol
libre. Se observa en todos los casos una leve tendencia a valores mdximos en
la actividad antfioxidante en los primeros términos de cada serie (con cadenas
de metilo, etilo, propilo y butilo), disminuyendo ésta notablemente en los

compuestos de cadena alquilica de mayor longitud.
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5.6.3. Método ABTS

Este método estd también basado en mecanismos de fransferencia de
electrones del antioxidante. La medida se basa en la disminucién de la
absorbancia a 730 nm a 30 °C del catién radical ABTS**, un croméforo verde-
azulado que se reduce en presencia de antioxidante perdiendo color

proporcionalmente.

Los resultados que se presentan son la media de tres determinaciones vy
se expresan, al igual que para el ensayo FRAP, como Capacidad Antioxidante

en Equivalentes de Trolox (TEAC, mM).

5.6.3.1. Método ABTS. Derivados de hidroxitirosol

Se ha evaluado la actividad antioxidante de los compuestos (107-112,
114, 116) y se ha comparado con el hidroxitirosol libre (1), BHT (150) y o-

tocoferol (151). Los resultados se presentan en la tabla 19.
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Tabla 19. Determinacion de la capacidad antioxidante mediante el método ABTS de
los compuestos 1, 107-112, 114, 116 y su comparacién con BHT y tocoferol.

Compuesto mM TEAC"
1 0.84 £ 0,02¢

107 1,22 +0,02f
108 1,03 £0,02¢
109 0,95 £ 0,024
110 0,95 £ 0,024

111 1,22 +0,02f
112 0,81 £0,02¢
114 0,77 £0,02
116 0.82 +£0,02¢
BHT 0,27 £0,01¢
a-tocoferol 1,01 £0,02¢

* Los resultados representan la media + desviacion estdndar de tres experimentos
replicados. Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05).

Segun se puede observar en la tabla 19, el hecho de introducir la
cadena alguilica en este tipo de derivados produce un aumento en la
actividad antioxidante, si bien son aquellos derivados con la cadena alquilica
mds corta (107-111) en los que se produce un mayor aumento en la actividad.
Para el resto de compuestos sintefizados la actividad se ve disminuida a
valores cercanos a los que presenta el hidroxitirosol libre.

En cualquier caso, la mayoria de los derivados objeto de estudio
presentan actividades superiores a la del hidroxitirosol libre (1), lo cual es ldgico
si se tiene en cuenta que el medio en el cual se redliza la determinaciéon es

polar, de acuerdo con la ya mencionada “paradoja polar”.

Comparando los resulfados obtenidos para estos derivados con las
sustancias empleadas comUnmente como patrones, BHT (150) y a-tocoferol
(151), se puede observar que, en general, los derivados sintetizados presentan
una actividad antioxidante superior a ambos. La diferencia se ve acenftuada
en el caso concreto del BHT cuya actividad antioxidante es muy pobre

medida por este método.
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5.6.3.2. Método ABTS. Derivados de tirosol

Tal y como se muestra en la tabla 20, se ha evaluado la actividad
antioxidante de los compuestos 117-123 y se ha comparado con las sustancias
comunmente empleadas como antioxidantes BHT (150) y a-tocoferol (151),
junto con el propio tirosol (2) libre.

Tabla 20. Determinacién de la capacidad antioxidante mediante el método ABTS
de los compuestos 2, 117-123 y su comparacion con BHT y tocoferol.

Compuesto mM TEAC*
2 0,39 £0.01¢
117 0,30 £0.01<d
118 0,37 £0.01¢
119 0,31 £0.01¢
120 0,29 £0.01b.
121 0,30 £ 0.02¢-d
122 0,30 £0.01<d
123 0,18 £0.01¢
BHT 0,27 £0.01p
a-Tocoferol 1,01 £0,02f

* Los resultados representan la media + desviacion estdndar de tres experimentos
replicados. Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05).
Al igual que se puede observar en los ensayos anteriores, en este caso se
repite el hecho que el firosol y sus derivados poseen una escasa actividad
antioxidante debido a la ausencia de la unidad orto-difendlica en sus

estructuras.

Se puede observar cédmo el hecho de introducir una cadena alquilica
lateral no se traduce en un aumento en la actividad. Incluso el a-tocoferol
(151) es el compuesto que mayor capacidad de captacion de radicales libres

posee, mds incluso que el tirosol libre (2).
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5.6.3.3. Método ABTS. Derivados de alcohol homovanilico

En la tabla 21 se presenta la capacidad de captacion de radicales libres
para los compuestos 124-130 junto con la que presentan su precursor, el

alcohol homovanilico (3), y el BHT (150) y el a-tocoferol (151).

Tabla 21. Determinacién de la capacidad antioxidante mediante el método ABTS
de los compuestos 3, 124-130 y su comparacion con BHT y tocoferol.

Compuesto mM TEAC*
3 1,29 £0,01e

124 1,37 £0,01¢

125 1,32 £0,01f

126 1,49 +0,02n

127 1,33 £0,01f

128 1,27 £0,01e

129 1,06 £0,01¢
130 1,13+£0,01d
BHT 0,27 £0,01@
a-Tocoferol 1,01 £0,02

* Los resultados representan la media + desviacion estdndar de tres experimentos
replicados. Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05).

En los resultados que se presentan se repite lo que ocurre en el ensayo
FRAP, los derivados de alcohol homovanilico presentan una actividad
antioxidante muy por encima de la que presentan los de tirosol. Incluso poseen
una actividad superior a la de los derivados de hidroxitirosol, hecho que puede
extranar ya que este tipo de derivados presentan la unidad orto-difendlica
blogueada por un grupo metoxi como ya se ha mencionado anteriormente.
Llama igualmente la atencién que el alcohol homovanilico libre (3) presente

una mayor actividad que el propio hidroxitirosol libre (1).

Se encuentran resultados similares a los aqui presentados en estudios

recientes. Asi, se ha llevado a cabo la evaluacién de la capacidad de
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captacion de radicales libres mediante el método DPPH del dcido sindpico,
que presenta en el anillo aromdtico dos grupos metoxi y un grupo OH entre
ambos, y sus correspondientes metil, eftil, propil y butil ésteres derivados?!°. En
dicho estudio se encuentra que el dcido sindpico libre tiene una menor
capacidad de captacidén de radicales libres que sus cuatro ésteres derivados
en estudio. Esta tendencia concuerda con la que se puede encontrar en los
resultados para el método ABTS aqui presentados en la serie del alcohol
homovanilico y sus éteres derivados, en los cuales se puede observar que los
metil, etil, propil y butil éteres derivados de HMV presentan mayor actividad
que el propio alcohol libre, encontrdndose un descenso en la actividad a partir
del hexil éter de HMV, tendencia similar a la descrita en el método

anteriormente comentado.

5.6.4. Método ORAC (Oxygen Radical Scavenging Capacity)

Este método para la determinacion de la capacidad de secuestro de
radicales libres se basa en la disminucién de fluorescencia que se produce tras
anadir a la molécula de fluoresceina un generador de radicales libres, como
es el (AAPH), que genera radicales peroxilo. En presencia de un antfioxidante
esta pérdida de fluorescencia resulta menor cuanto mayor sea la capacidad

antioxidante del compuesto evaluado.

Los resultados son la media de tres determinaciones y se expresan como

umoles TROLOX / umoles de compuesto.

5.6.4.1. Método ORAC. Derivados de hidroxitirosol

Los resultados recogidos en la tabla 22 presentan los valores ORAC para
los derivados 107-112, 114 y 116 ademds del propio hidroxitirosol libre (1) y las
sustancias comUnmente empleadas como patrones BHT (150) y a-tocoferol
(151).
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Tabla 22. Determinacién de la capacidad antioxidante mediante el método ORAC
de los compuestos 1, 107-112, 114, 116 y su comparacion con BHT y tocoferol.

Compuesto Valor ORAC*
1 1,92 £ 0,040

107 2,20 £0,04,
108 2,02 +0,05°
109 2,04 +0,05°
110 1,90 +£0,06"
111 2,02 +0,05°
112 1,94 £ 0,040
114 1,73 +£0,05m
116 1,66 +0,04m
BHT 0,12+ 0.01¢

a-Tocoferol 0,63 £0.064c % &

* Los resultados representan la media + desviacion estdndar de tres experimentos
replicados. Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05).

Segun se puede observar en la tabla 22, la infroduccién de la cadena
alguilica en este tipo de derivados produce un aumento en la actividad
antioxidante, si bien son aquellos derivados con la cadena alquilica mds corta
(107-111) en los que se produce un mayor aumento en la actividad,
fundamentalmente en el metil derivado (107). Para el resto de compuestos
sintetizados la actividad se ve disminuida a valores cercanos e incluso inferiores

a los que presenta el hidroxitirosol libre.

Estos resultados ofrecen una tendencia muy similar a los obtenidos para

los mismos derivados en los anteriores ensayos FRAP y ABTS.

En cualquier caso, todos los derivados sintetizados, ademds de su

precursor libre, muestran una capacidad de secuestro de radicales libres muy
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por encima de la que presentan el BHT (150) y a-tocoferol (151), siendo el BHT

el que peorresultado ofrece.

5.6.4.2. Método ORAC. Derivados de tirosol

Tal y como se muestra en la tabla 23, se ha evaluado la actividad
anfioxidante de los compuestos 117-123 y se ha comparado con las sustancias
comunmente empleadas como antioxidantes BHT (150) y a-tocoferol (151),

junto con el propio tirosol (2) libre.

Tabla 23. Determinacién de la capacidad antioxidante mediante el método ORAC
de los compuestos 2, 117-123 y su comparacion con BHT y tocoferol.

Compuesto Valor ORAC*
2 0,79 £ 0,04
117 0,57 £0,06b- ¢
118 0,47 £0,05
119 0,64 £0,05¢ d
120 0,69 £0,059 ¢
121 0,62 +0,02¢d
122 0,69 £0,03¢
123 0,68 £0,03¢
BHT 0,12+0,01@
a-Tocoferol 0,63 £ 0,064c: 9.

* Los resultados representan la media + desviacion estdndar de tres experimentos
replicados. Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05).

Los resultados estdn de acuerdo con los obtenidos en los anteriores
ensayos para estos derivados, es decir, los derivados de tirosol asi como el
propio tfirosol libre presentan una escasa actividad antioxidante, debido, como
ya se ha mencionado anteriormente, a que en sus estructuras no estd presente

la unidad orto-difendlica.
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De nuevo se puede observar coémo los derivados sintetizados poseen
menor actividad que el tirosol libre. En cualquier caso, y a pesar de la escasa
capacidad ofrecida, estos derivados poseen mayor actividad anfioxidante

para este ensayo que el BHT (150) y muy parecida a la del a-tocoferol (151).

5.6.4.3. Método ORAC. Derivados de alcohol homovanilico

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 24. En ésta se puede
observar coémo los derivados a los que se les ha intfroducido una cadena
alquilica mas corta (124-126), son los que mayor actividad presentan. En los
siguientes derivados (127-130), la actividad disminuye hasta valores inferiores al

que presenta el alcohol homovanilico libre (3).

Tabla 24. Determinacién de la capacidad antioxidante mediante el método ORAC
de los compuestos 3, 124-130 y su comparacién con BHT y tocoferol.

Compuesto Valor ORAC*
3 1,15£0,04"
124 1,36 £0,01!
125 1,25 £ 0,04k
126 1,33 +£ 0,04k
127 1,09 £0,04hi
128 1,18 £0,02
129 1,04 +0,05"
130 0,92 £0,02¢
BHT 0,12+0,01@
a-Tocoferol 0,63 +0,06¢c:d e

* Los resultados representan la media + desviacion estdndar de tres experimentos
replicados. Letras distintas en la misma columna indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05).

Como viene sucediendo en todos los ensayos estudiados, estos

derivados poseen una actividad anfioxidante superior a la que presentan los

derivados de tirosol.
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Cabe destacar el comportamiento no lineal observado en estos
derivados y que estd de acuerdo con los resultados descritos previomente
para los ésteres de hidroxitirosol y tirosol32 y para los éteres de hidroxitirosol, ya
presentados en este mismo capitulo3. Estos resultados coinciden con aquéllos
obtenidos tras la evaluacién de la actividad antioxidante de ésteres del dcido
clorogénico?!" y de ésteres del acido rosmarinico?'2, en los que tampoco se
encuentra una relacion lineal entre la actividad antioxidante y el aumento de
la lipofilia de dichas sustancias. Ademds, en ensayos de los mismos ésteres del
dcido clorogénico?'3 en fibroblastos, se encuentra igualmente que el aumento
de la cadena alguilica no se traduce obligatoriamente en un aumento lineal
de la actividad antioxidante, encontrédndose para este caso concreto un
mdximo de actividad para una longitud de cadena de 12 atomos de

carbono.

Comparando las actividades presentadas por las fres series de
derivados, se puede observar una clara relacion estructura-actividad
antioxidante de manera que aquellos derivados que presentan la unidad orto-
dofendlica intacta en sus estructuras son los que mayor actividad poseen. Por
otro lado, aquellos derivados que poseen un solo OH fendlico, poseen una
actividad antfioxidante muy baja. Por el contrario, en aquellos derivados que
presentan la unidad orfo-difendlica bloqueada por un grupo metoxi, la
actividad no es tan baja como cabria esperar, tal y como ya se ha descrito

anteriormente.

5.7. Evaluacion de la actividad antioxidante de los derivados de hidroxitirosol
en glébulos rojos

Se ha llevado a cabo la determinacién de la actividad bioldgica de los
derivados de hidroxitirosol (107-116). Para ello se ha empleado sangre de
voluntarios humanos procedente del “Centro Trasfusionale” del Hospital de
Urbino (Italia). Las muestras fueron tratadas de manera que los ensayos se

realizaron exclusivamente sobre glébulos rojos (ver apartado 4.6.).
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Se escogieron los gldbulos rojos humanos como modelos metabdlicos
simples. En estas células los mecanismos de defensa mediados por la
induccidon de sintesis de proteinas no estdn operativos, de manera que estdn
expuestos al dano oxidativo debido a la funcidbn que ejercen como

transportadores de oxigeno!'s,

Para evaluar la actividad bioldgica de estos derivados, se han llevado a
cabo dos ensayos de oxidacién de eritrocitos determindndose dos pardmetros
que dan idea de la actividad anfioxidante que poseen estos compuestos
sobre las células objeto del estudio. Dichos pardmetros son, por un lado, la
determinacién de la producciéon de malondialdehido (MDA) que se empleard
para la evaluacion de la lipoperoxidacion lipidica de la membrana de los
glébulos rojos vy, por otro lado, la determinacion de la hemdlisis oxidativa de

estas células.

5.7.1. Evaluacion de la lipoperoxidacion lipidica de la membrana de los

glébulos rojos

El MDA es uno de los productos finales de la peroxidacion lipidica, por lo
gue su deteccidn es indicativa de la existencia de un dano oxidativo en las

células.

Para llevar a cabo el ensayo se forzd la peroxidaciéon lipidica de la
membrana de los glébulos rojos empleando para ello tert-butilhidroperdxido (t-
BOOH) como agente inductor?é, Previamente se adicionaron los alquil éteres

de hidroxitirosol (107-116) a dos concentraciones conocidas, 40 y 80 uM.

Los resultados obtenidos fueron comparados con un control que no fue
tratado con los antioxidantes. Ademds, se llevd a cabo la determinacion para
el propio hidroxitirosol libre (1) y dos sustancias patrén como son el BHT (141) y
el Trolox (142).
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Los resultados se recogen en la tabla 24 y representan la media *

desviacion estandar de tres experimentos replicados.

Tabla 25. Determinaciéon de la capacidad antioxidante mediante la determinaciéon de MDA de
los compuestos 1, 107-116 y su comparacion con BHT y Trolox.

Compuesto Z%MDA (40 uM) Z%MDA (80uM)

Control 100,00 100,00
1 86,45 63,93
107 80,40 67,25
108 68,65 60,00
109 63,87 46,17
110 61,10 39,87
111 43,83 32,77
112 2717 42,13
113 28,20 41,50
114 34,00 24,00
115 73,87 70,15
116 80,80 63,65
Trolox 90,00 81,47
BHT 40,20 22,97

Los resultados representan la media + desviacién
estdndar de tres experimentos replicados.

A diferencia de lo que ocurre en los ensayos quimicos de actividad
antioxidante, en los que un aumento en la lipofilia del hidroxitirosol se fraduce
en un aumento de la actividad sin que haya tendencia alguna en dicho
aumento, en este caso se puede observar un comportamiento parabdlico de
los resultados, tal y como se muestra en la figura 28, de manera que la
capacidad antfioxidante de los compuestos analizados va en aumento hasta
un mdximo de actividad, que en este caso corresponde al octil hidroxitirosol
(112) para una concentracion de 40 uM y al dodecil hidroxitirosol (114) para 80
UM, produciéndose un descenso a continuacion hasta alcanzar un minimo en

el octadecil hidroxitirosol (116) en ambas concentraciones.
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Figura 28. Produccion de MDA en glébulos rojos tratados con hidroxitirosol y sus éteres.

Los derivados que presentan valores méximos de actividad antfioxidante
poseen un CLogP entre 4 y 5. Estos valores se acercan a los que se proponen
por Cena y col.2'* como valores 6ptimos de CLogP para que una sustancia sea

considerada como un buen antfioxidante.

5.7.2. Determinacion de la hemaolisis oxidativa

Por ofra parte, se ha evaluado el efecto protector frente a la hemdolisis
oxidativa de los nuevos derivados sintetizados de hidroxitirosol en gldbulos rojos
himanos. Para ello, se han incubado las células con concentraciones
conocidas de 40 y 80 uM de los compuestos en estudio, junto con el radical
AAPH, una sustancia generadora de radicales peroxilo. Los resultados se
recogen en la tabla 25 y representan la media = desviacion estdndar de tres
experimentos replicados. Ademds, se han empleado como sustancias pafron

BHT y Trolox.
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Tabla 26. Efecto de los compuestos 107-116 sobre la cinética de
hemdlisis (%) en glébulos rojos inducida por AAPH.

Compuesto % Hemdlisis (40 pM) % Hemodlisis (80uM)

1 83.67 61,63
103 70,50 41,25
104 65,25 56,10
105 60,33 36,00
106 47,90 44,66
107 37.83 33.33
108 33,03 35,33
109 57,55 39.03
110 73,20 59,00
111 100,00 99,07
112 99.50 91,70
Trolox 87.01 65,96
BHT 44,56 30,56

En este caso, se observa de nuevo un comportamiento parabdlico en los
resultados obtenidos, presentando un mdximo de actividad el octil
hidroxitirosol (112) para una concentracion de 40 uM vy el hexil hidroxitirosol
(111) para 80 uM. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en el ensayo
de determinaciéon de MDA vy, de nuevo, los compuestos que presentan la

mayor capacidad protectora presentan un valor de CLogP entre 3y 5.

A diferencia con el ensayo anterior, en este caso el punto de inflexion de
la pardbola que se obtiene de los resultados se desplaza hacia la izquierda, es
decir, hacia longitudes de cadena lateral inferiores, si bien dichas longitudes

siguen siendo de cadena media, enfre 6 y 8 dGtomos de carbono (figura 29).
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Figura 29. % Hemolisis en gldbulos rojos tratados con hidroxitirosol y sus éteres.

Del estudio de los resultados obtenidos en los ensayos bioldgicos se
puede concluir que existe una relacion parabdlica entre la actividad
antioxidante y la lipofilia de los compuestos, siendo una longitud de cadena
media, en torno a ocho dtomos de carbono, la éptima para lograr una
maxima actividad. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Laguerre
y col2"m en los que se obtiene el mismo comportamiento parabdlico en

estudios de actividad antioxidante en ésteres lipofilicos del dcido rosmarinico.

5.7.3. Evaluacién de la citotoxicidad mediante la técnica MTT

El método MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolinal))
es una técnica colorimétrica que se basa en la capacidad de las células
viables para reducir un compuesto llamado MTT a un compuesto coloreado e
insoluble denominado formazan-MTT, indicativo de la viabilidad celular (Ver

apartado 4.8.).

Para llevar a cabo el estudio se han empleado fres lineas celulares de
distintos tipos de adenocarcinoma, las cuales se han comparado, en algunos

casos, con lineas celulares sanas, como se indica a continuacion.
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5.7.3.1. Ensayo con células HT-29 de adenocarcinoma de colon

Se ha evaluado la viabilidad celular empleando para ello células HT-29
de adenocarcinoma de colon. Los compuestos empleados para realizar el
ensayo han sido el propio hidroxitirosol libre (1) y los metil (107), etil (108), bufil
(110), octil (112) y dodecil (114) éteres de hidroxitirosol. Los resultados, que se
presentan en la figura 30, son la media de tres determinaciones + la desviacion

estandar.
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—a—-107
60 -
—m—108

40 —=—110
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20 -
—=—114

12,5 25 50 100
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Figura 30. Viabilidad celular de los compuestos 1, 107, 108, 110, 112y 114 en
células HT-29 de adenocarcinoma de colon.

Se puede observar cdmo en el caso de los compuestos 1, 107, 108 y 110
la viabilidad de las células empleadas es prdacticamente del 100% para
cualquiera de las concentraciones empleadas. Sin embargo, los compuestos
112 y 114 son los que originan un mayor descenso de la viabilidad celular,
fundamentalmente a 50 y 100 uM, si bien es el compuesto 114 el que presenta
un mejor perfil para el conjunto de concentraciones empleadas,
encontfrdndose que incluso a una concenfracion de 25 M elimina mdas del

90% de las células tumorales.

5.7.3.2. Ensayo con células A-549 de adenocarcinoma de pulmon
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Se ha evaluado tanto la viabilidad celular como la selectividad del
hidroxitirosol (1) y sus éteres derivados etil (108), octil (112), dodecil (114) y
hexadecil (115). Para ello se han empleado dos lineas celulares; células sanas

de pulmdén MRC-5 y células cancerosas de pulmon A-549.

Los resultados, que se presentan en la figura 31, son la media de fres

determinaciones * la desviacion estdndar.
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Figura 31. Viabilidad celular y selectividad de los compuestos 1, 108, 112, 114 y 116 en células
A-549 de adenocarcinoma de pulmdn y células sanas de pulmdn MRC-5.

En esta figura se puede observar como, a medida que aumenta la
longitud de la cadena alquilica la ICso, necesaria para eliminar el 50% de las
células tumorales, va disminuyendo de manera lineal. Este hecho se recoge en
la figura 32. Asi, el hidroxitirosol (1) que presenta el OH alcohdlico libre es el que
presenta una ICso mds alta. En el otro extremo encontramos al hexadecil
hidroxitirosol (115), cuya longitud de cadena es de 16 dtomos de carbono y es
el que presenta una ICso mdas baja de sélo 7 uM, el que menos concentracion

necesita para alcanzar dicha concentracion.
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Figura 32. ICso para los compuestos ensayados en la linea celular.

Por ofro lado, aunque todos los compuestos ensayados disminuyen
también la viabilidad celular de las células sanas, la selectividad que muestran
es diversa. Asi, el hidroxitirosol muestra una buena selectividad ya que la
concentracion a la que alcanza su ICso para las células cancerigenas tiene
una viabilidad del 100% en células sanas, sin embargo dicha ICso es elevada,
en torna a 147 uM. El resto de compuestos estudiados muestra un buen perfil
de selectividad aunque algo inferior al mostrado por el hidroxitirosol,
disminuyendo ligeramente la viabilidad de las células sanas como ocurre sobre
todo en el caso del octil éter (112). Sin embargo, y como se muestra en la
figura 32, es el dodecil hidroxitirosol el que presenta un mejor perfil de
selectividad ya que la concentracion a la que se alcanza su ICso (20 uM) para
las células tumorales tan sélo produce un descenso del 10% en la viabilidad de

las células sanas.

5.7.3.3. Ensayo con células MCF-7 de adenocarcinoma de mama

A tenor de los resultados obtenidos en el ensayo con células de

adenocarcinoma de pulmdn A-549, discutidos en el apartado anterior, se ha
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llevado a cabo un ensayo con células MCF-7 de adenocarcinoma de mama vy
células sanas de mama MCF-10 para evaluar la viabilidad celular y la
selectividad del dodecil hidroxitirosol (114) en comparacion con el hidroxitirosol
libre. Se eligid este derivado ya que fue el que presentd mejor perfil de

selectividad en el ensayo anterior.

Los resultados obtenidos se presentan en la figura 33 y son la media de

fres determinaciones * la desviacion estdndar.
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Figura 33. Viabilidad celular producida por los compuestos 1y 114 en células MCF-7 de
adenocarcinoma de mama y células sanas de mama MCF-10.

Por la comparacion de las grdficas presentadas en la figura 33, se
aprecia que el dodecil hidroxitirosol presenta un perfil de selectividad mucho
mejor que el hidroxitirosol. La concentracion a la que se alcanza la ICso en el
caso de éste (50 uM), ademds de ser bastante mds elevada que para el
dodecil hidroxitirosol (4 uM), produce la muerte de aproximadamente el 30%
de las células sanas. Sin embargo, en el caso del dodecil hidroxitirosol, dicha
concentracién mantiene un 100% de viabilidad para las células sanas, con lo
que se puede decir que el dodecil hidroxitirosol es un excelente candidato

para seguir evaluando su potencial efecto antitumoral en este tipo de células.
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6. CONCLUSIONS

First

Synthesis and subsequent evaluation of the biological activity of new
derivatives of phenolic compounds present in olive tree (hydroxytyrosol (1),
tyrosol (2)) have been carried out, with alkyl ether structure in which the length
of the side alkyl chain varies between one and eighteen carbon atoms for the
hydroxytyrosol derivatives and from one to twelve carbon atoms for the tyrosol
derivatives. Yields obtained have varied between acceptable and practically

guantitative.

Second

Synthesis and evaluation of the biological activity of new alkyl ethers
derived from a hydroxytyrosol metabolite, homovanillic alcohol (3) also present
in the olive tree, have also been carried out. The side chain length ranges from
one to twelve carbon atoms. Likewise, yields obtained have varied between

acceptable and practically quantitative.

Third

Synthesis of a series of alkyl derivatives in which the ortho-diphenolic
moiety is protected by a methylenedioxy group has been carried out. The
potential biological activity of these compounds is of great interest. The length

of the side alkyl chain varies again from 1 to 12 carbon atoms.
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Fourth

A new synthetic route for obtaining hydroxytyrosol from commercial
tyrosol has been developed. This route consists of four stages in which the yields
of obtaining the synthesized substances have been very good. In addition, new

orthogonally protected forms of hydroxytyrosol have been obtained.

Fifth
New synthesized compounds have been characterized by their melting
points (solids) and their IR, NMR and ME spectra. Compounds purity have been

determined by their elemental analyses.

Sixth

Lipophilicity of the new synthesized alkyl ethers has been estimated by two
different analytical methods; determination of their apolarity Factor (AF) and
theoretical calculation of the logarithm of the partition coefficient (ClogP) for
each compound using as a tool ChemBioDraw (v.12.0). The ordering obtained

was very similar in both cases.

Seventh

Antioxidant activity in lipid matrices by accelerated oxidation Rancimat®
method has been evaluated. This activity is determined by the chemical
structure of the phenolic group being hydroxytyrosyl ethers significantly more
active than the corresponding homovanilic alcohol ethers, and these
significantly more active than tyrosyl ones. The influence of alkyl chain length
on the antioxidant activity varies from one series to other, but does not affect to

the activity between compounds of the same series. As for the comparison with
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antioxidants often used in the food industry, BHT and a-tocopherol, these have
a significantly lower activity than hydroxytyrosol and its derivatives, but upper

than that presented by the series of homovanillic alcohol and tyrosol.

Eighth

Reducing ability/antioxidant capacity by the FRAP method and the ability
of free radical scavenging by ABTS and ORAC methods have been evaluated.
Results obtained by FRAP and ORAC assays are similar because of the fact that
hydroxytyrosol series is offering a significantly upper capacity than that
provided by homovanillic alcohol series, and this greater than that offered by
the tyrosol series. In addition, for the hydroxytyrosol and homovanillic alcohol
series, the new derivatives are even more active than their free precursors.
However, results obtained for the ABTS assay reported a change in the trend
between the two series, offering homovanillic alcohol derivatives a greater
capacity for free radical scavenging than hydroxytyrosyl derivatives. Tyrosol

series, in any case, presented the worst behavior.

Substances used as standards, BHT and a-tocopherol, in almost all cases
have a lower activity than the substances studied, although there are

differences according to the method used.

Hydoroxytyrosyl derivatives show a parabolic behavior when their
antioxidant activity in red blood cells is evaluated. The optimal length of the
alkyl side chain is between eight and twelve carbon atoms, depending on the

sample concentration employed for the assay.
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Tenth

Cell viability as well as selectivity of several hydroxytyrosyl derivatives have
been evaluated in three different carcinogenic cell lines. It can be found a
better pharmacological profile when the alkyl side chain increase, with a
maximum of activity for twelve carbon atoms, corresponding to the dodecyl

hydroxytyrosyl derivative.
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