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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

°C Grados Celsius

a Sefial ancha

A Angstrém

Ac Acetilo

ac. Acuoso

Ac,O Anhidrido acético

AcO Acetoxi

AcOEt Acetato de etilo

ADN Acido desoxirribonucleico
ADP Adenosin difosfato
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BOP Hexafluorofosfato de benzotriazdoliloxi-triishetilamino] fosfonio
tBu terc-Butilo

Bu Butilo

c Concentracién

c.c.f. Cromatografia en capa fina
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CDCl; Cloroformo deuterado

CD;OD Metanol tetradeuterado
(CD3)CO Acetona deuterada

CIMS Chemical lonization Mass Spectrometry

cm Centimetro

col. Colaboradores

Cosy Correlated Spectroscopy

CuAAC Copper(l)-catalyzed Huisgen 1,3-dipolar cycloadutiti
cuant.- Cuantitativo

D,O Oxido de deuterio

d Doblete

dd Doble doblete

DBU 1,8-Diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno
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DTT Ditiotreitol

DTBA Di-tert-butil-azodicarboxilato

ECs Half maximal effective concentration
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EIMS Electron Impact Mass Spectrometry
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Et Etilo
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IBX
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J
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Hidroxitirosol
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Median Inhibitory Concentration
Acido yodoxibenzoico
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Constante de acoplamiento
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LSIMS Liquid Secondary lon Mass Spectrometry

M

m
m/z
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Me
MeOH
mg
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mL
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mM
mmol
ms
MS

NCS
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NOE
NOESY
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Ph

ppm

Molar

Multiplete

Relacion masa/carga
Milibar

Metilo

Metanol
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Minuto
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iPr Isopropilo

PS-TPP Polymer Supported Triphenylphosphine
PTSA Acidop-toluensulfénico

Py Piridina

PyBOP Hexafluorofosfato de benzotriazoliloxi-trr(olidino) fosfonio
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THF Tetrahidrofurano

TMS Trimetilsililo

TPP Trifenilfosfina
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RESUMEN

En la presente Tesis Doctoral se ha llevado a talmreparacion de derivados
funcionales del hidroxitirosol (HT), con objeto dietener nuevos polifenoles bioactivos

de interés en el ambito de los alimentos funciaaesmética o industria farmacéutica.

En primer lugar se describe la conversion del HTésteres alifaticos de cadena
variable; en este contexto, se ha abordado ladstrficacion quimioselectiva del
hidroxilo alifatico del hidroxitirosol con diversassteres (acetato de etilo, hexanoato,
octanoato y decanoato de metilo), usando la renatercambio cationico Amberlita
IR-120 (H") como catalizador heterogéneo, y el propio ésifétiao como disolvente, o
en presencia de THF como co-disolvente. Este mtednite acceder a derivados del
hidroxitirosol con mayor caracter hidréfobo, un extp de gran interés a la hora de
mejorar la biodisponibilidad de derivados polifecds en sistemas biologicos. El
meétodo resultd especialmente eficaz para la oliendel acetato de hidroxitirosilo
(74% de rendimiento), otro polifenol natural corteentes propiedades bioldgicas. En
este método ademéas se demostré el caracter rebldizde la resina, sin pérdida

aparente de rendimiento en sucesivos ciclos.

También se ha llevado a cabo la primera sintes$i8’de-dihidroxifenilacetato de
hidroxitirosilo 8, un derivado del hidroxitirosol con dos gruposcat en su estructura,
cabe destacar que este compuesto ha sido recienieeaglado de un insecto, y ha sido
empleado en la medicina tradicional china en etamngento de inflamaciones,

infecciones y cancer.

El acceso a8 se ha conseguido partiendo del hidroxitirosol, iaree una
metodologia sintética en 5 etapas: proteccion aqeebectiva de los hidroxilos
fendlicos con el grupo-xilileno, oxidacion de éste hasta acido carboai(iesultdé muy
eficaz la oxidacion directa con NaClO en presedeid EMPO), conversién en cloruro
de &cido por tratamiento con cloruro de tionilapamiento con el HT protegido con

o-xilileno y desproteccién final mediante hidrogeidaccatalitica.

También se han preparado derivados polifendlicotogmque se han introducido
grupos funcionales conteniendo azufre o seleni®@ pueden aportar interesantes

propiedades biologicas. Asi pues, en este consexta llevado a cabo la obtencién del

13



Resumen

a-lipoato de hidroxitirosil® el acidoo-lipoico es un acido graso natural, que contiene
un disulfuro ciclico en su estructura y con impaot¢a propiedades antioxidantes,
cardioprotectoras y anticancerigenas. El accedoh®m @dompuesto se ha ensayado con
dos metodologias sintéticas, ambas compatibledashidroxilos fendlicos libres, y
por tanto, interesantes desde un practico, al od®igprocesos de proteccion-
desproteccion. La primera de estas metodologiasafueacciéon de Mitsunobu, en la
cual se ensayd el acoplamiento de HT con el acidgoico en presencia de
trifenilfosfano soportado sobre resina y azodicaitbto de diterc-butilo; no obstante,

el rendimiento de dicho proceso fue especialmeaje [17%).

Como alternativa, se obtuvo el és@ede manera eficaz transformando en primer
lugar el acidoa-lipoico en el correspondiente cloruro de acido pratamiento con
cloruro de tionilo y acoplamientm situ con HT, en un proceso catalizado por GeCl
incrementandose el rendimiento global hasta el 65%.

También se ha llevado a cabo la preparacion dehcetato de (3',4'-
dihidroxifenacilo) 11 a partir de 2-cloro-3',4’-dihidroxiacetofenona udan dos
metodologias sintéticas. La primera de ellas imaplec protecciéon de los hidroxilos
fendlicos en forma de acetatos, seguido de desplanto nucleofilico del cloro con
tioacetato y desproteccidén; no obstante, se coidsign mejor rendimiento, aunque
moderado (30%), llevando a cabo directamente glazsmiento nucleofilico del cloro
con tioacetato en una sola etapa. La reduccioatbbnilo en el tioacetato protegido,
usando NaBH(OAg)produjo ademas la hidrodlisis del grupo tidestéa gpxidacion del
correspondiente tiol intermedio, dando lugar alilfiso 14.

Ademas, se ha estudiado la apertura regioseledévan epoxido derivado del
vinilcatecol O-protegido usando nucledfilos de selenio, generpdo®l tratamiento de
diselenuro de difenilo con Rongalita® en medio @@&sde esta manera, se obtuvieron

los B-hidroxi-alquil selenuros regioisoméricbSy 16.

En este capitulo también se ha llevado a cabodpapacién de tio y selenoureas
polifendlicas mediante acoplamiento del hidroclorude norepinefrina con
isotiocianatos comerciales, y con isoselenocianpteparados segun la metodologia

desarrollada en nuestro grupo de investigaciéra estudiar la posible sinergia entre el
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Resumen

grupo catecol y los grupos tiona/selona en lasipdagles bioldgicas de los productos

finales.

Con objeto de obtener derivados polifendlicos agtirdo grado de lipofilia, se han
obtenido diversos peptidomiméticos mediante acoiglatm peptidico entre el acido
3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), un metabolito d@ dopamina, y aminoésteres
derivados deL-aminoéacidos; se han ensayado diversos agentesrstes clasicos,
obteniéndose los mejores resultados (rendimierd@xdelentes a cuantitativos) cuando
se empled PyBOP en presencia ddNEDentro de esta familia destaca el disulfd@p
derivado de laL-cistina, y un analogo estructural al disulfuro kigroxitirosilo,
sintetizado previamente en nuestro grupo de iryastin, y un potente agente
antiproliferativo. EI compuestdO fue a su vez transformado en el derivadoLéde
cisteinadl mediante un proceso de 6xido-reduccién mediaddgatitiotreitol (DTT).

También se ha llevado a cabo la preparacién densést multivalentes, conteniendo
varios anillos polifendlicos con objeto de estudier posible efecto positivo de la
multivalencia en las propiedades biolégicas. LacEm clave en este capitulo fue la
cicloadicion 1,3-dipolar azido-alquinaolick chemistry) entre una azido derivado del HT
y uncore con varios grupos alquino. Se han obtenido asflédosvados di-y trivalentes
53y 54, asi como varios derivados tetravalentes, quean@bdido ser desprotegidos.

En los dltimos dos capitulos de la presente Tesidddal, se han evaluado diversas

propiedades bioldgicas de un namero significate@ompuestos preparados.

Asi pues, se ha demostrado la formacion de congpldm inclusion corB-
ciclodextrina del acetato y hexanoato de hidragilo 1 y 2, el éster diméric& y el
peptidomimético derivado de cistid®, caracterizandose los complejos de inclusion
mediante'H-RMN y experimentos ROESY.

Se ha evaluado ademas la capacidad antioxidantéodis las familias de
compuestos sintetizados, utilizando 4 técnicasintést medida de la capacidad
antirradicalaria (método del DPPH), inhibicién depleroxidacion lipidica (método del
tiocianato férrico, o de la oxidacién primaria)ptacién de HO, y evaluacibn como
miméticos de la glutation peroxidasa, este Ultim@lecaso de las tio- y selenourdds
27. Son especialmente destacables las actividadesstief dimérico8, las tio- y
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Resumen

selenoureadl7-27, el péptido40, y los triazolil derivadoss3 y 54, que presentan

actividades sustancialmente mejoradas con respeEld.

Finalmente, en colaboracion con el Dr. Luis SancHeza Universidad Autonoma
de México, se ha llevado a cabo la evaluacion si@tlapiedades antiproliferativas del
HT, DOPAC vy los peptidomimético’4-41 frente a tres lineas celulares del cancer
cervico-uterino (HelLa, ViBo, CaSki). De entre toddéss compuestos, destaca
especialmente el disulfur®, con valores de l§g comprendidos entre 108.2-121uB1,
aproximadamente dos veces mas potente que los estopunaturales HT y DOPAC,;
ademas, el derivadtd) mostré una alta selectividad frente a las célcdaxerosas, al no
inhibir la proliferacion de células sanas de tipéokcito del sistema inmune.
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RELACION DE COMPUESTOS

A continuacion se indican los nuevos productosgmagos en cada uno de los capitulos

de esta Tesis Doctoral:

SINTESIS DE ESTERES DERIVADOS DEL HIDROXITIROSOL
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1. Introduccién general

1. INTRODUCCION GENERAL

La presente Tesis Doctoral se encuadra dentrordgégto de Excelencia de la Junta
de Andalucia “Optimizacién del aislamiento de pmiifles de la aceituna. Complejacion
con ciclodextrinas, derivatizacién y evaluacion ooagentes antioxidantes” (P08-AGR-
03751).

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral haosld preparacion de derivados
funcionales del hidroxitirosol, debido a las impmtes propiedades biolégicas vy
farmacoldgicas exhibidas por el mismo; estos nueersados podrian tener un amplio
abanico de aplicaciones, que van desde aditivés @ptencion de alimentos funcionales,

preparados cosméticos, o industria farmaceéutica.

Se incluye a continuacion una descripcion genezdbd compuestos polifendlicos:

tipos, fuentes naturales y principales propiedai@sgicas.

1.1.Polifenoles

Los polifenoles constituyen una extensa familia whetabolitos secundarios
ampliamente distribuida en el reino vegetal, doratgstituyen un mecanismo de defensa
frente a la radiacién solar y frente a patogenebidd a su accidon antimicrobiana y
antifangica® En los alimentos, los polifenoles son importarysjue influyen sobre las
propiedades organolépticas del mismo, tales comeokelr, sabor y textura. Fuentes
clasicas de polifenoles en la dieta son frutagjurass, cereales, vino, té, cacao y aceite de
oliva virgen extrd:?

Estructuralmente, los polifenoles se caracterizan gontener al menos un anillo
aromatico con uno o mas grupos hidroxilo. Una fitagiion de este tipo de compuestos

puede verse en tabla 1.1.

! Soto-Vaca, A.; Gutiérrez, A.; Losso, J.N.; Xu, Einley, J.W.;J. Agric. Food. Chenr2012, 60,
6658-6677.
> Martin-Pelaez, S.; Covas, M.1.; Fitd, M.; Kusar; Rravst, | Mol. Nutr. Food. Re<2013 57,

760-771 y referencias contenidas
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1. Introduccién general

Se ha demostrado que estos compuestos muestrarpasean una importante
actividad antioxidante y antirradicalafidp que se traduce en una contrastada actividad
en la prevencion de enfermedades -cardiovascula®cer, enfermedades
neurodegenerativas, diabetes, osteopoi’osaz;tividad antioxidante en plasr'ﬁa,
incremento en la concentracion de colesterol HD&, inhibicion de agregacion
plaquetarid.

Tabla 1.1.Clasificacién simplificada de los distintos tipas pblifenoles™

Tipo Subtipo Ejemplos

Flavonoides Antocianinas Cianidina, luteolinidina
Flavonoles Kaempferol, quercetina
Flavonas Apigenina, luteolina
Flavanonas Naringenina

Isoflavonoides Isoflavonas

Isoflavanos
Flavanoles Mondmeros Catequina, epicatequina, emgequina
Oligbmeros y Taninos
polimeros
No flavonoides Acidos Derivados &c. cinamico  Ap-cumarico, ac. cafeico, ac. ferulico
fendlicos
Derivados &c. benzoico  Ac. gélico, ac. protocatamui
ac. vanilico, DOPAC
Alcoholes fendlicos Hidroxitirosol
Lignanos Pinorresinol, 1-acetoxipinorresinol
Estilbenos Resveratrol

El aceite de oliva virgen es el zumo natural dedaituna obtenido mediante

procedimientos exclusivamente mecanicos y fisitmgjue lo diferencia del resto de

® Fernandez-Bolafios, J. G.; Lépez, O.; FernandezBslal.; Rodriguez-Gutiérrez, Gurr. Org.
Chem.2008 12, 442-463

* Scalbert, A.; Manach, C.; Morand, C.; RémésyCet. Rev. Food Sci. Nutr2005 45,287-306.

® Visioli F, Caruso D, Grande S, Bosisio R, Villa Mgalli G, Sirtori C, Galli C.Eur. J.
Nutr.200544,121-127.

® Edeas, MPhytotherapie201Q 8, 16-20.

7 Ostertag, L. M.; O’Kennedy, N.; Kroon, P. A.; DwhiG.; de Roos, BMol. Nutr. Food Res.
2009 54, 60-81.

8 Ebrahimi, A.; Schluesener, Ageing Res. Re2012 11, 329-345.

° Haminiuk, C. W. | ;Giselle M. Maciel, G.M.; Pla@viedo, M.S.V.; Peralta, R.Mnt. J. Food
Sci. Tech2012 47, 2023-2044.
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aceites vegetales, los cuales se someten a praeathsquimicos de refinado para ser
aptos para el consumdEIl procedimiento de elaboracion del aceite deaoliirgen ha
experimentado cambios significativos a lo largo @emo siglo, pasando de un sistema
de prensado al actualmente mas extendido sistereardefugacion de dos fasEsLa
produccion de aceite mediante este sistema gemermico subproducto denominado
alperujo, de consistencia semisélida y con un contenidagera que oscila entre el 65-
70%:

En la composicion del aceite de oliva virgen, sedeudistinguir una fraccion
mayoritaria (98-99%) compuesta fundamentalmentetnmiicéridos, y una fraccion que
engloba a los denominadoemponentes minoritariog que supone alrededor del 1-2%
en pesd? Esta fraccion de componentes minoritarios comgrends de 230 compuestos
quimicos, entre los que se incluyen alcoholes telda y triterpénicos, esteroles,
hidrocarburos y compuestos volatiles. Entre estmspciestos minoritarios se distingue
una fraccién polifendlica comprendida entre 50-8@@/L, cuya concentracion y
contenido depende de muchos factores, tales canooladiciones de cultivo, variedad,
grado de maduracién del fruto y las condicionesldboracion y almacenamiento del
aceite’ Se han aislado al menos treinta compuestos deatetta fendlica en el aceite de
oliva, entre dichos derivados se encuentran flaid@socomo la apigenina y la luteolina,
lignanos como el pinorresinol y el 1-acetoxipineimel, alcoholes y acidos fendlicos, y
secoiridoides derivados del 2-(4-hidroxifenil)edgn (tirosol, Ty) y 2-(3', 4'-
dihidroxifenil)etanol (hidroxitirosol, HT) (Figura.1)*

19| 6pez-Beceiro, J.; Artiaga, R.; Gracia, C.; Ta®@avedra, J.;Naya, S.; Mier, J.1.Therm.
Anal. Calorim.2011 104, 169-175.

! Alba, J.; Hidalgo, F.; Ruiz, M.A.; Martinez, F.; Mano, M.J.; Cert, A.; Pérez, M.C.;Ruiz, M.V.
Grasas y aceited996 47, 163-181.

12 Albuquerque, J.A.; Gonzélvez, J.; Garcia, D.; @egad.Biores. Tech2004 91, 195-200.

'3 Servili, M.; Montedoro, G.Eur. J. Lipid Sci. Techngl2002 104, 602-612.

" Mateos, R.; Dominguez, M.M.; Espartero, J.L.; CArtJ Agric. Food Chen2003 51, 7170-
7175.
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OCHg
Apigenina (55) Luteolina (56) Pinorresinol (57)

OCHs

OH HOD/\/OH
HO

OCHs
1-Acetoxipinorresinol (58) Hidroxitirosol (59) Oleuropeina (60)

Figura 1.1. Algunos polifenoles presentes en el aceite de oliva

1.2. Hidroxitirosol. Propiedades biolégicas y tera@uticas

El hidroxitirosol (HT) es un derivado de la oleuedpa, un componente de la pulpa
de las aceitunas verdes, y uno de los polifenolés atbundantes y estudiados en este
fruto. Durante el proceso de maduracion y molieddda aceituna, la oleuropeina se
hidroliza dando lugar al aglicon de la oleuropefiia que a su vez se hidroliza a

hidroxitirosol 59y al acido elendlico, segun el proceso indicadel@squema 1.1

' Brenes, M.; Rejano, L.; Garcia, P.; Sanchez, AGhrrido, A.J. Agric Food Chem1995 43,
2702-2706.
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MeO.__O

Glucosa

Esquema 1.1

Debido a su estructura, que contiene un fragmeattpod catecol, el HT es un
potente antioxidante ya que puede actuar como aatoapde radicales libré$ Esta
actividad se debe a la presencia del grojadhidroxifenilo, que actda interrumpiendo la
etapa de propagacion de los radicales alquilperdiitmados durante la oxidacion
primaria lipidica, mediante la donacién de dosaaldis hidrégeno para dar lugar a un
derivado quinonoide (Esquema 1.2). La estabilizadiél radical intermedio sobre el HT
debido a la presencia de un grupo hidroxilo fewglievita que este radical inicie o

propague la reaccion radicalaria.

:©N OH ROO ROOH D/\/OH ROO' ROOH g OH

0
64

Esquema 1.2

Asociada a esta actividad, durante las Ultimasddaadas ha habido un auge en
la investigacion de las propiedades terapéuticazsle compuesto, algunos de los

descubrimientos mas significativos son los queetalldn a continuacion:

'® Bendini, A.; Cerretani, L.; Carrasco-Pancorbo, @dmez-Caravaca, A.M.; Segura-Carretero,
A.; Fernandez Gutiérrez, A.; Lercker, ®lplecules 2007 12, 1679-1719.
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Actividad anticancerigena

Los antioxidantes procedentes de la dieta puedducireel riesgo de padecer
cancer debido a que minimizan el dafio en el ADNpdsaoxidacion lipidica y la
generacion de ROS™ En los ultimos afios se han llevado a cabo numsrestdios
donde se ha correlacionado el consumo de aceivévdey la prevencion del cancer. En
este contexto se ha demostrado el efecto proapmptdel HT en diferentes células
cancerosas humanas, como las células de la leud¢nGia’’Ademas, también se ha
demostrado el papel del HT en la inhibicién de raliferacion de células de diversos
tipos de cancer, como el cancer de méarade colorf® de prostatd y el melanoma

humana®
Actividad cardioprotectora

La mayor parte de las afecciones cardiacas tiemgar ldebido al desarrollo de
una placa aterosclerética dentro de las arterits. fifaca se forma por la acumulacion de
LDL-colesterol que atraviesa el endotelio y se adamen la capa interna de las arterias.
En respuesta, los macréfagos tratan de eliminant@éculas LDL oxidadas, pero si hay
demasiadas se forman las llamadas células espumBsts genera una respuesta
inflamatoria y en ocasiones enfermedades tromisdtoawano el infarto de miocardio,
paradas cardiacas o muerte subita cardfaddumerosos estudios sobre pacientes
humanos han demostrado que la oxidacion de lipragedle baja densidad (LDL), un

proceso clave en la patogénesis de la ateroessledasminuye al aumentar el contenido

" Omar SH Saudi Pharm. 2010 18, 111-121.

8 Manna, C.; Migliardi, V.; Sannino, F.; De Artind,; Capasso, RJ. Agric. Food Chen2005
53, 9602-9607.

'Y Hillestrom, P.R.; Covas, M.1.; Poulsen, HEee Radic. Biol. Med2006 41, 1133-1138.

%0 Fabiani, R.; Rosignoli, P.; De Bartolomeo, A.; Beiti, R.; Servili, M.; Morozzi, G.Food
Chem 2011 125 1249-1255.

2L Sirianni, R.; Chimento, A.; De Luca, A.; Casaburj, Rizza, P.; Onofrio, A.; lacopetta, D.;
Puoci, F.; Ando, S.; Maggiolini, M.; Pezzi, \Mol. Nutr. Food Res201Q 54, 833-840.

2 Bulotta, S.; Corradino, R.; Celano, M.; D'Agostjrid.; Maiuolo, J.; Oliverio, M.; Procopio, A.;
lannone, M.; Rotiroti, D.; Russo, Bood Chem2011, 127, 1609-1614.

% Guichard, C.; Pedruzzi, E.; Fay, M.; Marie, J.Cral-Boucher, F.; Daniel, F.; Grodet, A.;
Gougerot.Pocidalo, M.A.; Chastre, E.; Kotelevets, lLizard, G.; Vandewalle, A.; Driss, F.;
Ogier-Denis, ECarcinogenesi®006 27, 1812-1827.

*Luo, C.; Li, Y.; Wang, H.; Cui, Y.; Feng, Z.; Li, HLi, Y.; Wang, Y.; Wurtz, K.; Weber, P.;
Long, J.; Liu, JCurr. Cancer Drug Targ2013 13, 625-639

% D’Angelo S, Ingrosso D, Migliardi V, Sorrentino Monnarumma G, Baroni A, Masella, L.;

Tufano, M.A.; Zappia, M.; Galletti, F=ree Radic. Biol. Med2005 38, 908-919.

*® Barderas, M.G.; Vivanco, F.; Alvarez-Llamas, \@eth. Mol. Biol. 2013 100Q 1-20.
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en polifenoles del aceite de oliva suministradoecientemente, Vazquez-Velasco y
colaboradores observaron un descenso en el niveDtdeoxidado en voluntarios sanos
tras la ingesta regular (3 veces a la semana, 4i§@ia) de aceite de girasol

enriquecido con hidroxitiroséf.
Osteoporosis

El HT interviene en la formacién y el mantenimied&eo, por lo que puede ser
empleado como un remedio efectivo para los sintomeassteoporosis al estimular el
depdsito de calcio e inhibir la formacién de oskastos multinucleados, ademas de

impedir la pérdida de hue$b.
Actividad antimicrobiana y antifingica

La actividad antimiocrobiana de la oleuropeinastit e hidroxitirosol ha sido
evaludain vitro frente a bacterias, virus y protozdds.a actividad antimicoplasmatica
del HT in vitro ha sido investigada por Furneri y colaboradorae&regs concluyeron que
este compuesto debe ser considerado como un ag@irtécrobiano para el tratamiento
de infecciones humanas causadas por cepas baatedasgentes del tracto intestinal o
respiratorio’” Otros estudios han demostrado que los polifermesedentes del aceite
de oliva actuan eficazmenite vitro frente a la bacteriblelicobacter pylor; relacionada
con Ulceras pépticas y con algunos tipos de cégésrico®” Esta actividad tiene una

potencial aplicacion en la industria alimentariabi@ndose demostrado la eficiencia de la

*” a) Ramirez-Tortosa, M. C.; Urbano, G.; Lopez-Juradg Nestares, T.; Gémez, M.C.; Mir, A.;
Ros, E. Mataix, J.; Gil, AJ. Nutr1999 129, 2177-2183. b) Weinbrenner, Trjto, M.; de la
Torre, R.; Saez, G.T., Rijhen, P.; Tormos, C.; @aolS.; Farré-Albaladejo, M.; Abanades, S.;
Schroder, H.; Marrugat, J.; Covas, M.l.; et &l.,Nutr.2004 134, 2314-2321 c)Covas, M.l.; de
la Torre, K.; Farré-Albaladejo, M.; Kaikkonen, Fjt6, M.; Lopez-Sabater, C.; Pujadas-
Bastardes, M.A.; Joglar, J.; Weinbrenner, T.; Lalakaventd, R.M.; de la Torre, Rree Rad.
Biol. Med 2006 40, 608- 616.

vazquez-Velasco, M.; Diaz, e.; Lucas, R.; GémeziMar, S.; Bastida, S.; Marcos, A.;
Sanchez-Muniz, F.Brit. J. Nutr.2011, 1051448-1452

» Hagiwara, K.; Goto, T.; Araki, M.; Miyazaki, H.; lgawara, H.Eur. J.Phar 2011, 662, 78-84

*® Bisignano, G.; Tomaino, A.; Lo Cascio, R.; Crisa®,; Uccella, N.; Saija, AJ. Pharm.
Pharmacol1999 51, 971-974.

L Furneri, P.M.; Piperno, A.; Sajia, A.; Bisignano,; @ntimicrob. Agents Chemothet004 48,
4892-4894.

*2Romero, C.; Medina, E.; Vargas, J.; Brenes, M.Cdstro, A.J. Agric. Food Chen007, 55,
680—686.
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incorporacién de extractos de hoja de olivo rico leidroxitirosol a plasticos

biodegradables frenteStaphylococcus aured$
Actividad antiinflamatoria

La inflamacién y sus consecuencias juegan un papelal en el desarrollo de la
ateroesclerosis y de enfermedades cardiovasculboss polifenoles han demostrado
disminuir la produccién de los marcadores de lamécion, tales como CRP (proteina c-

reactiva), IL-1 (interleucina-1), IL-6, o TNé&{factor de necrosis tumoraf).

El efecto del hidroxitirosol en la funcién plaguéa ha sido evaluado,
demostrandose la inhibicion de los siguientes mmeerelacionados: la agregacion
plaguetaria quimicamente inducida, la acumulaceEiradente pro-agregante tromboxano

en sérum humano, la produccién de leucotrienoslg deaquidonato lipoxigenaa.

Recientemente, se ha demostrado que el HT-20,ttacexde aceite de oliva con
un contenido en HT del 20%, inhibe la hinchazéfaimftoria y la hiperalgesia, es decir,
la sensibilidad al dolor, y suprime la citoquinaipflamatoria en modelos llevados a

cabo en rata¥.
Actividad antiviral

El hidroxitirosol y la oleuropeina han demostraéo ishibidores del VIH-1, al
prevenir la fusion viral y la entrada del VIH enciélula huésped; de esta manera, ambos
compuestos constituyen el primer grupo de moléqueagieiias capaz de llevar a cabo a

la vez tanto la inhibicién de la entrada viral codeola integracion del virus del SIDA.

El HT y sus derivados son eficaces como microbgida uso topico para

prevenir el contagio del VIH, ademas de otras emdelades sexuales causadas por

* Erdohan, Z. O.; Cama, B.; Turhan, K.N.Food Eng2013 119 308-315

3 Wu, X.; Schauss, A.Gl. Agric. Food Cherm012 60, 6703-6717 y referencias contenidas.

% visioli, F.; Poli, A.; Galli, C Med. Res. Re002 22, 65-75.

% Gong, D.; Geng, C.; Jiang, L.; Cao, J.; Yoshimitta,Zhong, L Phytoth. Res2009 23, 646-
650.

37 a) Lee-Huang, S.; Lin Huang, P.; Zhang, D.; Woale LJ.; Bao, J.; Sun, Y, Chang, Y.; Zhang,
J.; Huang, P.LBiochem. Bioph. Res. CommuwD07, 354, 872-878. b) Lee-Huang, S.; Lin
Huang, P.; Zhang, D.; Wook Lee, J.; Bao J, SunChang, Y.; Zhang, J.; Huang, FBiochem.
Bioph. Res. CommuB007, 354, 879-884.

Lee-Huang, S.; Huang, P.L., Huang, P.L., ZhangZbang, J.Z.H.; Chang, Y.T.; Lee, J. W.; Bao,
J.; Sun, Y. US Pat App2009,US 20090061031 A1l 20090305.
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hongos, bacterias o virdSAdemas, se ha demostrado que el HT desactiva tipassde
virus, como los subtipos H3N2, H5N1, HON2 y HIN1 We gripe, éste ultimo

correspondiente a la gripe®A.
Hidroxitirosol como agente antinitrosante

Las propiedades antinitrosantes del HT y otrodgrudles vegetales procedentes
de la dieta han sido investigadas, demostrandoseeHIT reacciona con el nitrito de

sodio a pH 3 para generar 2-nitrohidroxitirosoltuando por tanto como atrapador de

HOI:(\/OH
HO NO

2

especies nitrosantés.

2-Nitrohidroxitirosol (65)
Prevencion de enfermedades neurodegenerativas

Geerlings y colaboradores han registrado el usdodaulaciones a base de
derivados fendlicos, principalmente el HT, paratmtamiento o la prevencion de
enfermedadesneurodegenerativas, como Alzheimer, la enfermedadHantington, la
demencia de cuerpos de Lewy, Parkinson, la enfexchetk Pick, esclerosis lateral
amiotroéfica, neurofibromatosis, lesiones cerebradesidente cerebrovascular, esclerosis

multiple, pérdida de memoria o demencia por infartdtiple™*

% Gémez-Acebo, E.; Alcami Pertejo, J.; Aunon Cal@sPat. Appl2011, WO2011067302A1.

* Yamada, K.; Ogawa, H.; Hara, A.; Yoshida, Y.; Yomea, Y.; Karibe, K.; Nghia, V.B.;
Yoshimura, H.; Yamamoto, Y.; Yamada, M.; Nakamufa, Imai, K. Antiviral Res.2009 83,
35-44.

“° De Lucia, M.; Panzella, L.; Pezzella, A.; Napaiita A.; D’Ischia, M.; Chem. Res. Toxicol.
2008 21, 2407-2413.

* Geerlings, A.; Lopez-Huertas Leén, E.; Morales $@ac J.C.; Boza Puerta, J.; Jiménez Lopez,

J. Pat. AppR006 ES2256472.
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1.2.1. Fuentes de obtencién del hidroxitirosol

Debido a las propiedades anteriormente expuesaassido numerosas las rutas
propuestas para sintetizar hidroxitirosol a lo ¢adg los ultimos afic¥;sin embargo, los
costes de obtencion de HT mediante sintesis quiregdtan extremadamente elevados,
por lo que la recuperacién del mismo de subprodud® la elaboracion del aceite de

oliva supone una excelente alternativa para swunoidte y comercializacion.

El caracter hidrofilico de los polifenoles, provogae, durante el proceso de
extraccién del aceite de oliva un porcentaje ingud de los mismos se pierda,
quedando disuelto en los subproductos acuosos e@&l@racion del aceite, como el
alperujo, que puede aprovecharse como fuente den@bh de estos compuestos
mediante procesos de extraccion y purificacion. iné$odos propuestos para recuperar
compuestos fendlicos a partir estos subproductctuyien el empleo de resinas
cromatogréficas, técnicas como la microfiltraciamtrafiltracion y nanofiltracion,

6smosis inversa, y extracciones sélido-liquidayaitio-liquido®®

Han sido numerosos los intentos de aislar graraletidades de HT partiendo de
subproductos del olivar, pero muchos de ellos nmodido econdomicamente factibles a
escala industrial. Uno de los sistemas que haeidaeado satisfactoriamente a escala
industrial ha sido desarrollado por Fernandez-Bisaficolaboradores en el Instituto de
la Grasa (CSIC, Sevilldf;en este sistema se emplea una resina de intexadmito
para atrapar los antioxidantes de la fraccion acdedos residuos tanto de la elaboracion

del aceite como de la produccién de aceitunas da,nseguida de una elucién con agua y

*>a) Bernini, R.; Mincione, E.; Barontini, M. CrisantF.J. Agric. Food Chem2008 56, 8897-
8904. b) Breunninger, M.; Joray, M. PCT Int. App008 W0O2008107109A1.c) Bernini, R.;
Mincione, E.; Barontini, M. Crisante, F. PCT Intppgl. 2008 W0O2008110908A1.d) Brouk, M.;
Fishman, AFood Chem2009 116, 114-121. e) Alvarez De Manzaneda Roldan, E.; Gbah,
R.; Haidoour Benamin, A. PCT Int. Ap009 W02009153374A1 f) Piersanti, G.;Retini, M.;
Espartero, J.L.; Madrona, A.; Zappia, Tetrahedron Lett2011, 52, 4938-4940. g) Yang, Z.;
Tan, F.; Wong, H.; Hanselmann, Pat. Aj012 W0O2012003625A1. h) Barontini, M.; Proietti
Silvestri, 1., Nardi, V.; Bovicelli, P.; Pari, L.Gallucci, F.; Spezia, R.; Righi, Qetrahedron
Lett. 2013 54, 5004-5006.

“3 Frankel, E. Barkhouche, A.; Lozano-Sanchez, JjuBeCarretero, A.; Fernandez-Gutierrez, A
J. Agric. Food Chen2013 61, 5179-5188 y referencias contenidas.

4 Fernandez-Bolafios, J.; Heredia, A.; Rodriguez R8driguez, R.; Guillén, R.; Jiménez, A. Pat
Appl. 2002 W0O02064537.
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tratamiento con una resina adsorbente no i6nica XBAdda matriz se lava con mezclas
MeOH o EtOH-H,0 (30-33%), obteniéndose asi extractos de HT deatifes grados de

pureza a escala semiindustrial; la colaboraciongdgbo de Fernandez-Bolafios con la
empresa Genosa ha obtenido de este modo extractiosreza del 43% y del 95%, que
permitirian su comercializacién a precios de 0.080.12 €/g respectivamente, una
diferencia significativa con el precio actual dercaelo del HT, de 619.00 €/100mg
(Sigma-Aldrich).

Otro procedimiento bajo patente para la recupenad#los compuestos fendlicos
en alperujo incluye el ajuste a pH acido del misseguido de una hidrolisis enzimatica y
posterior separacion de la fase liquida mediantatrigacion, para, por ultimo

someterla a técnicas de micro, ultra, nanofiltragidsmosis invers&.

Agalias y colaboradores han optimizado un procezhioi a escala de planta
piloto para el tratamiento del alperdfogue consta de cuatro etapas: (1) filtracion
sucesiva para la reduccion de solidos suspendittsseaguas residuales, (2) empleo de
resinas adsorbentes con el fin de desodorizar glalee las aguas y simultaneamente
recuperar los compuestos fendlicos y lactonasgy@poracion térmica de las aguas y
recuperacion de los disolventes organicos emplepdos regenerar las resinas, y (4)
separacion de los polifenoles por cromatografigoaeicion centrifuga. Este método,
ademas de lograr la separacion de los componemtétidos, logra reducir la demanda

quimica de oxigeno del alperujo, lo que facilitdaigestién de este residuo.

Dado el caracter hidréfilo del HT, la absorcion ah$mo cuando es suministrado
a humanos como complemento en disolucién acuosaigdaja’’ Es por tanto que, con
objeto de aumentar la lipofilia del HT y, por tantacilitar su absorcion y transporte a
través de membranas lipidicas, se han sintetizaddayado nimero de derivados, como

ésteres alifaticos, o derivados como el galato feata de hidroxitirosilo, cuyas

* Pizzichini, M. PCT Pat. AppR005 WO2005123603.

*® Agalias, A.; Magiatis, P.; Skaltsounis, A. L.; Mdg, E.; Tsarbopoulos, A.; Gikas, E.; Spanos,
J.; Manios, TJ. Agric. Food Chen007, 55, 2671-2676.

*’ Balilly, F.; Cotelle, PCurr. Med. Chem2005 12, 1811-1818
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propiedades como antiagregantes plaquetarios soan@nte superiores a las de los

productos de partid4.

H
i /\/@OH i /\/@O
Ho 0 OH Ho N0 OH
HO HO

OH
Galato de hiroxitirosilo (66) Cafeato de hiroxitirosilo (67)

1.3. Azufre y tioderivados

El azufre es un elemento esencial para llevar & @ manera apropiada
numerosas funciones fisiolégicas; se encuentrangnaoacidos, proteinas, enzimas y
micronutrientes. Las necesidades nutricionaleszdéexse satisfacen mediante la dieta;
alimentos ricos en azufre incluyen leche, quesm, @bollas, puerros, huevos, fruta y

vegetales cruciferos como la coliflor o las coleBduselas’

Compuestos organosulfurados de origen bioloégicojocta cistina, metionina,
taurina, glutation dN-acetilcisteina han sido ampliamente estudiadosy®propiedades

antioxidantes.

o o NH, 0

Hom)\/s\ AHk

S
NH; NH, © NHz

L-metionina (68) L-cisteina (69) L-cistina (70)

o)
SH
o) 0 T o HS/\HJ\OH
)wj\ N e /OH
HO™ ™ N JkOH HNT S HN._O
NH, o) © Y

glutation reducido (71) taurina (72) N-acetilcisteina (73)

*® Chapado, L.; Linares-Palomino, P.; Salido, S.; i@s, J.; Rosado, J.A.; Salido G.Bioorg.
Chem.201Q 38, 108-114.
“9Battin, E.E.; Brumaghaim, J.ICell. Biochem. Biophys2009 55, 1-23.
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Ademas, es conocida la capacidad de ciertos congsusslfurados de prevenir
algunas enfermedades cardiovasculares, neurodegjeasy inflamatorias y cancet.
También se han descrito compuestos organosulfuradm® propiedades
antiaterosclerética, antiproliferativa, antibades, inhibicion de la agregacion
plaquetaria, reduccion de la presion sistolicaadsangre y reduccion de los niveles de
colesterof! Debido a que el azufre es tan abundante en nurstrpo y en los alimentos
a base de proteinas, no se ha establecido la @dmtidria recomendada. Sin embargo, su
consumo excesivo y prolongado puede resultar tgdca el organismo y causar efectos

adversos en la salud debido a su actividad pronteda

En nuestro grupo de investigacion, se ha llevaciba la sintesis de tioderivados
polifendlicos con interesantes propiedades biolgyic como el tioacetato de
hidroxitirosilo 74 y el disulfuro75.** Estos compuestos demostraron tener una actividad
proapoptética frente a células de la leucemia hamdn60 y HL60R; el tioacetato, a
concentracién 10QM, indujo un porcentaje de apoptosis y necrosis fdely 1.5%,
respectivamente, en células HL60, y del 42 y 9%peaetivamente, en células HL60R,

mientras que el disulfuro, a concentracionudQ indujo una relacion apoptosis/necrosis

de 88/8% en células HL60 y 73/8% en células HLEOR.
OH
HO SAc A/@
j@/\/ HOD/\/S\S OH
HO HO

74 75

1.4. Selenio y selenoderivados

El selenio es un importante micronutriente querssientra en los suelos y que
normalmente entra en la cadena alimentaria a trdeéls plantas, de modo que se

incorpora al organismo mediante la ingesta de efifiess alimentos entre los que se

*Tapiero, H.; Townsend, D. M.; Tew, K. Biomed. Pharmacother2004 58, 183-193 y
referencias contenidas.

*1Vazquez-Prieto, M. A.; Miatello, R. Mvlol. Aspects Med201Q 31, 540-545.

> Sahu, S. CJ. Environ. Sci. Health C Environ. Carcinog. Ecotoxid®ev 2002 20, 61-76.

37



1. Introduccién general

incluyen cereales, legumbres, verduras, carne isatarLa cantidad diaria recomendada
(CDR) de este compuesto es de 55 ug/dia, hastmite tle 350-400 pg/dra.

Desde un punto de vista quimico, el selenio esogonahl azufre, sin embargo,
ambos elementos presentan una serie de diferemquiasto que el selenio posee un
mayor caracter metélico que el azufre, y por caneige es menos electronegativo, a la

vez que mas nucledfilo que el azufre debido a sgpmzaracter polarizabfé.

En el organismo, el Se en forma de selenocistébnana parte de 25 clases de
selenoproteinas, entre las que se incluyen glata@oxidasas (GPxs), selenoproteinas
P, Wy R, y tiorredoxinas; muchas de ellas acttamo defensas naturales frente al
estrés oxidativo, debido precisamente a la preaeteiSe en el centro activo, y a su

implicacion en procesos redox con especies deR{p&*

Q o)
HSe/\HJ\OH Me/Se/\HJ\OH
NH, NH,

Selenocisteina (76) Selenometionina (77)

La selenometionina (SeMet) es un compuesto presamtenuchos alimentos
como las nueces de Brasil y la sdja.vivo puede sustituir a la metionina de manera
aleatoria y se acumula en los muascdfosas formas inorganicas del selenio, como el
selenato y el selenito, se metabolizan a selemywe, puede incorporarse a ciertas
proteinas en forma de selenocisteina (SeCys)s derivados metilados probablemente
producen metabolitos que segun algunos estudiatepugctuar como anticarcin6genos
primarios® En el esquema 1.3 se muestra de manera simpiifieacita metabdlica del

selenio®

> Ramoutar, R.R.; Brumaghim, J.ICell. Biochem. Biophys201Q 58, 1-23 y referencias
contenidas.

> Witzack, Z. J.; Czernecki, ®dv. Carbohydr. Chem. Bioche98 53, 143-199.

> Finley, J. W.; Grusak, M. A.; Keck, A.-S.; Gregqi2. R.Biol. Trace Elemen. Re2004 99,
191-209

*® Chen, Y.C.; Prabhu, S.; Mastro, A.Mutrients2013 5, 1149-1168.
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Selenato
Metabolismo Se
l inorganico
Selenito
GSSeSG
Ser-tARNYGA

SeMet SeCys — > 2 _A Selenoproteinas

/CH3SQ|'\'|202 + 0y
Selenoazlcar

(orina) (CHy),Se

(respiracién)

(CH3)3Se
(orina)

Sintesis de
selenoproteinas

y-Glutamil-CH;SeCys

CH;SeCys

SeMet: selenometionina; SeCys: selenocisteina; GSSESG: selenodiglutation;y-Glutamil-CH;SeCys:
y-glutamil-Se-metil-selenocisteina; CH3SeCys: Se-metilselenocisteina

Esquema 1.3

La deficiencia de selenio en el organismo, que abmente tiene lugar en
regiones donde el contenido de este elemento esuedd es bajo, provoca diversas
afecciones tanto en animales como en humanos. iEalas de granja, como corderos y
terneros, se ha demostrado que una deficienciaetamie puede causar distrofia
muscular, que se manifiesta mostrando rigidez fydésén motora, debilidad, cansancio,
respiracion acelerada, fiebre, dificultad para ifigglimentos e incluso la muert2En
humanos, una dieta seleno y yodo-deficiente puemleducir a afecciones como
hipotiroidismo, enfermedades cardiovasculares ylithrhiento del sistema inmunitario.
Se ha demostrado que una dieta seleno y yodod#éoss la causa de la enfermedad de
Keshan, una cardiomiopatia que afecta a nifios gnesien edad fértil con consecuencias
como la insuficiencia cardiaca o incluso la muestibita. Otro ejemplo de afeccion
debido a una dieta pobre en selenio es la enfedrd®i&ashin-Beck, que se da en ciertas
regiones de China y que se manifiesta, entre sfriemas, en deformaciones 6s€dsa
deficiencia de este elemento también afecta abdided del organismo de metabolizar

farmacos, lo cual se asocia a un mayor riesgotdgidacion con algunos de ellos, y a un
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descenso de la eficiencia de ottbsa carencia de selenio también se ha asociado al
cancer; numerosos estudios demuestran que unadaantracion de Se en la sangre
incrementa el riesgo de padecer algin tipo de cAhogientras que existen suficientes
evidencias que apoyan el efecto protector de utesigmto de selenio frente a la
carcinogénesis, tanto en las fases tempranas cantiag del cancer. El mecanismo de
actuacion del Se frente al cancer aun no esta etampénte elucidado, sin embargo,
parece estar asociado a aspectos como la proteatii@xidante, mejora de la respuesta
inmune, modulacién de la proliferacion celular €mencion tanto en el ciclo celular

como en la apoptosis), inhibicién de la metasesigibicion de la angiogénesis?

Por el contrario, una ingesta superior a 350-400dipgpuede llevar a una
intoxicacion por selenio, conocida como selendsis.animales, un aporte excesivo de
selenio puede conducir a la alopecia, deformaceios cuernos y/o pezufas, paralisis,
convulsiones y anorexia; en humanos, los sintongasalenosis incluyen halitosis,
pérdida del cabello y las ufias, deformacion detdsipnes en la piel y un descenso en
los niveles de hemoglobiffaUna ingesta crénica de Se inorganico, por su ppuede

conducir a hepatotoxicidad y teratogénesis tan@némales como en humarids.

Estudios epidemiologicos y clinicos llevados a cabon derivados
organoselénicos en humanos, asi como ensayosaattatio, apoyan el papel protector
del selenio frente al desarrollo del cancer. Losultados han demostrado que un
suplemento de selenio en la dieta inhibe la pmaidfi®n de células cancerigenas, induce
la apoptosis de las células tumorales, suprime dtastasis en animales y reduce en
humanos el riesgo de cancer de préstata, de puld®mama y colorrectdl. Se ha
demostrado que tanto la dosis como la forma quimnicka que se administre el selenio
son factores criticos en la respuesta ceftil&xisten evidencias de que muchas de las

numerosas actividades que tiene el selenio enisbsnms bioldgicos se deben a su

57Tapiero, H.; Townsend, D.M.; Tew, K.DBiomed. Pharmacother2003 57, 134-144 y
referencias contenidas.

%8 Clark, L.C.; Hixson, L.J.; Combs Jr, G.F.; Reid,BM Turnbull, B.W.; Sampliner, R.EGancer
Epidemiol. Biomarkers Prext993 2, 41-46.

*9Zeng, H.; Combs Jr.; G.B. Nutr. Bioch2008 19, 1-7.

% Chen, Y.C.; Orabhu, K.S.; Mastro, A.Mutrients2013 5, 1149-1168.

' |p, C.; El-Bayoumy, K.; Upadhyaya, P.; Ganther, Wadhanavikit, S.; Thompson, H.
Carcinogenesid 994 15, 187-192
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capacidad de actuar como antioxidgAté. Los compuestos organoselénicos han
mostrado una mayor actividad anticancerigena enpawuion con sus isosteros de
azufre. De este modo, compuestos como el ebsefiemi(2L,2-bencisoselenazol-34-
ona)?° el acido metilseleninico (MSX)®" o el 1,4-fenilenobis(metilen)selenocianape (
XSC)® son considerados potenciales agentes anticancesigél ebselén ha mostrado,
ademas, citoproteccion del cora%6wy el cerebrd? y utilidad en el tratamiento de la
apoplejia isquémicd. Se ha demostrado que el ebselén actia como mimetidas
enzimas glutatién peroxidasa y de la fosfolipiddrtperoxido-glutation peroxida$d?®
eliminando hidroperéxidos y lipoperéxidos. Reciem@ate se ha demostrado también

que el ebselén actiia como un mimeético de saleti@@n el tratamiento del trastorno

bipolar*
o CH,SeCN
CH,SeCN
Ebselén (78) MSA (79) p-XSC (80)

2 Grek, C. L.; Tew, K. D.Curr. Opinion Pharmacol201Q 10, 362-368.

%3 Cilla, A.; De Palma, G.; Lagarda, M. J.; BarbeR4, Farré, R.; Clemente, G.; Romero Afn.
Nutr. Metab.2009 54, 35-42.

® El Gharras, HInt. J. Food Sci.Techna2009 44, 2512-2518.

® Jacob, C.; Maret, W.; Vallee, B. Biochem. Biophys. Res. Commiif98 248 569-573.

% yamaguchi, K.; Uzzo, R. G.; Pimkina, J.; Makhoy, Bolovine, K.; Crispen, P.;Kolenko, V. M.
Oncogenesi2005 24, 5868-5877.

7 Abdulah, R.; Miyazaki, K.; Nakazawa, M.; Koyama, H Trace Elem. Med. BioR005 19,
141-150.

* El-Bayoumy, K.; Chae, Y. H.; Upadhyaya, P.; Mesch@&; Cohen, L. A.; Reddy, B. €ancer
Res 1992 52, 2402-2407.

* Maulik, N.; Yoshida, T.; Das, D. Keree Radic. Biol. Med1998 24, 869-875.

® Takasago, T.; Peters, E. E.; Graham, D. |.; Masayds Macrae, |. M. BrJ.Pharmacol 1997,
122, 1251-1256.

"' Seo, J. Y.; Lee, C. H.; Cho, J. H.; Choi, J. H.pYK. Y.; Kim, D. W.; Park, O. K.; Li,

H.; Choi, S. Y.; Hwang, I. K.; Won, M. H3. Neurol. Sci2009 285 88-94

2 Miller, A.; Cadenas, E.; Graf, P.; Sies,Biochem. PharmacolL984 33, 3235-3239.

3 Maiorino, M.; Roveri, A.; Coassin, M.; Ursini, Biochem. Pharmacol988 37, 2267-2271.

" Singh, N.; Halliday, A.C.; Thomas, J.M.; Kuznetsp@; Baldwin, R.; Woon, E.C.Y.; Aley,

P.K.; Antoniadou, I.; Sharp, T.; Vasudevan, S.Rhufhill, G.C.; Nature Commun2013 4,

2320-2326
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En nuestro grupo de investigacion se ha llevad@l#o da sintesis de varias
familias de selenoderivados con marcada actividadlddica, que incluyen
selenoazlcarés,selenoureas, selenohidantoinas y seIenocarbaFﬁaﬁsispues, las aril
y alquilselenoureas, incluyendo derivados glicosfli 82-86 mostraron una excelente
actividad antirradicalaria (E¢19-46 uM, método DPPH), las selenohidantoBias38
mostraron una buena actividad inhibitoria frenté g0, (61-67% de inhibicion a
concentracién 0.5 mM), los selenocarbam®®92 mostraron una buena capacidad de
inhibir la peroxidacion lipidica (49-71% método dielcianato férrico), por otro lado la
L-isofucoselenofagomin@-protegida93 demostré una eficiente actividad mimética de la
glutation peroxidasa, mientras que su analogo desgido94 fue el primer selenoazucar

en mostrar actividad inhibitoria de la L-fucosidasa
Se OAc o 82 R,=Et, Ry=H
)J\ o) H H 83 R2=Et, R3=CH2Ph
HN™ "N~ “COOEt AcO N N\/lLOR 84 R,=Et, R;=CH,OH
H AcO™" Hac \‘s( 2 ? 85 R,=Et, Ry=iPr
OO e s 86 R,=Me,R4=
81

;/T ;E o N 4 89 R1=M
=Me

Se 0 AcO N ~ _

N Se= Ny~ 0 0. 3R 90 R1=Et

1
OAc  gq 91 R1=Pr
OO 92 R1=Bu
87 88

Se ﬁse
o) o
O}/ OH

93 94

El diselenuro de hidroxitirosil®5, también sintetizado en nuestro grupo de

investigacignc"e" Mareador no definido. gt yna actividad antitumoral excelente como

> Merino-Montiel, P.; Lépez, O.; Fernandez-Bolafio§. Tetrahedror2012, 68, 3591-3595.
® Merino-Montiel, P.; Maza,S.; Martos, S.; Lépez; Maya, |.; Fernandez-Bolafios, J&ur. J
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inductor de la apoptosis en las lineas celularesnelanoma (A-375) y glioblastoma

humano (SF-268), obteniéndose unos valores gel#00.48 y 0.36M respectivamente.

OH
HO Se__ /\/@
D/V sé OH
HO
95
Por tanto, las numerosas propiedades, por un lago,los compuestos

polifendlicos, y por otro, de los tio y selenodades, justifican los compuestos

preparados en la presente Tesis Doctoral.
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OBJETIVOS DE LA TESIS

El objetivo general de la presente Tesis Doctasdbepreparacion de derivados
polifendlicos funcionalizados, con objeto de obtgmreductos con actividades mejoradas

con respecto a polifenoles naturales, como el kitirasol.

Un primer objetivo serd el desarrollo de nuevasodwbgias sintéticas que
permitan el acceso a ésteres lipdfilos derivadopdiiéenoles, con objeto de mejorar la
biodisponibilidad en sistemas biologicos. Asi pussplantea la preparacion de ésteres
mediante reaccién quimioselectiva entre el hidmalifatico del hidroxitirosol y ésteres

alifaticos, mediante catalisis acida heterogénea.

También sera abordada por primera vez la sinte$i8’ d'-dihidroxifenilacetato
de hidroxitirosilo, un éster con dos fragmentoscdgecol aislado recientemente de un
insecto, que ha sido empleado en la medicina toadit china en el tratamiento de

inflamaciones, infecciones y cancer.

Otro objetivo primordial sera la funcionalizaciéa tbs polifenoles con grupos
que contengan azufre o selenio, ya que pueden pocor interesantes propiedades
bioldgicas. En este contexto, se propone la stdia-lipoato de hidroxitirosilo, que
podria combinar las interesantes propiedades hdalglel hidroxitirosol, y del acido

lipoico natural.

También se abordara la derivatizacion de la 2-e3a#5-dihidroxiacetofenona
con nucledfilos azufrados, como por ejemplo, eldaiato potdsico como paso clave en la
preparacion de disulfuros polifendlicos, anélogostrueturales al disulfuro de
hidroxitirosilo, sintetizado recientmente en nuegrupo de investigacion, y que exhibe

interesantes propiedades antiproliferativas.

Se analizara también la apertura regioselectivaepéxidos derivados del
vinilcatecol con nucledfilos de selenio, como ungarde acceso @-hidroxi-alquil

selenuros.

Se plantea también la preparacion de tio- y sele@supor acoplamiento directo
de la norepinefrina con isotio- e isoselenociandmsipo alquilo y arilo, con objeto de

llevar a cabo un andlisis de estructura-actividae gonsidere la influencia de la
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naturaleza del heteroatomo (azufre, selenio), @siocel tipo delN-sustituyente en las

propiedades biolégicas.

Se prepararan asimismo amidas polifendlicas mexliaobplamiento peptidico
del DOPAC (&cido 3',4’-dihidroxifenilacético) cornversos aminoésteres derivados.de

aminoacidos; se estudiara el mejor agente acoppanéellevar a cabo dicho proceso.

También se propone la preparacion de sistemasepoli€os multivalentes, con
varios anillos de catecol, obtenidos mediante lsodwogiaclick chemistry mediante
cicloadicion 1,3-dipolar entre un azidoderivadoifpablico y uncore que posea varios
grupos alquino. Se analizard el posible efectoadenulitivalencia en las propiedades

biolégicas.

Se estudiara la posibilidad de formacion de coropldg inclusion entre algunos
productos relevantes obtenidos en esta Tesis @dektrinas como via de solubilizacion

y fotoproteccién, util en posibles aplicacionesngédcas o en alimentos.

Es un objetivo fundamental la evaluacion de lapipdades bioldgicas exhibidas
por los compuestos sintetizados en la presente Dasitoral. Se consideraran dos tipos
de propiedades biologicas; por un lado, su actividatioxidante, en cuanto a la
capacidad antirradicalaria, de captaciéon d8.Ho de inhibicién de peroxidacion lipidica.
Es esperable que algunos de los selenoderivadparpd®ds se comporten ademas como
mimeéticos de la glutation peroxidasa. Por otro Jadmbién serd evaluada su capacidad

antiproliferativa frente a diversas lineas celidate tumores sélidos humanos.
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2. SINTESIS DE ESTERES DERIVADOS DEL HIDROXITIROSOL

2.1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Debido a la limitada solubilidad del HT en mediipgdicos, en los ultimos afios
se ha investigado con intensidad el aislamientotgsis de compuestos que conserven la
actividad antioxidante del HT pero que posean uyomaaracter lipéfilo, de modo que
puedan atravesar mas facilmente membranas lipigipagdan asi aprovecharse tanto a
nivel clinico como en alimentacién y cosmética. &a manera, dichos compuestos
podrian conseguir alargar la caducidad de los alioseal proteger los componentes
lipidicos de los mismos, o bien adicionarse aitné&atos cosméticos para aprovechar sus

beneficiosas propiedadés.

Se pueden encontrar numerosos analogos lipofitiaagales del HT tanto en las
aceitunas como en el aceite de oliva virgen. Laeotmacion de estos compuestos esta
determinada por numerosos factores, como la vatiedala aceituna y su grado de
madurez, clima, procesamiento y extraccion. Enstse compuestos, destaca, por
ejemplo, el acetato de hidroxitirosilo, cuya coricaeion es similar a la del HT en
algunas variedades de aceite como la Arbequirdgldé en la variedad Picual, y entre la
tercera y una cuarta parte en las variedades Milazahojiblanca’®

Tanto el tirosol como el hidroxitirosol, han sidoodificados con objeto de
mejorar sus propiedades en sistemas oleosos yienegs La introduccion en la cadena
lateral de un acilo de diferente longitud generdéowas mas lipofilas sin que por ello se

altere la actividad antioxidante inherente al fragto de catecdy.

La sintesis de estos ésteres ha sido abordadaifeoentes metodologias, como

se detalla a continuacion:

"Buisman, G. J. H.; Van Helteren, C. T. W.; Kran@rF. H.; Veldsink, J. W.; Derksen, J. T.
Cuperus, F. PBiotechnol. Lett1998 20, 131-136.

8 Gonzalez-Correa, J.A.; Navas, M.D.; Mufioz-Marin Tdujillo, M.; Fernandez-Bolafios, J.; De
la Cruz, J.PJ. Agric. Food Chen008,56,7872—7876.

" Lucas, R.; Comelles, F.; Alcantara, D.; Maldona@cS.; Curcuroze, M.; Parra, J.L.; Morales,
J.C.J. Agric. Food Chen201Q 58, 8021-8026.
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Un procedimiento clasico es ésterificacion de Fischeentreacidos fendlicos,
como el &cido cafeico, y diversos alcoholes; emseséacciones se emplean &cidos
proticos fuertes como catalizadof®s.A pesar de conseguirse una buena
guimioselectividad hacia el hidroxilo alifatico,sladrasticas condiciones de reaccion,
junto al gran exceso de alcohol requerido, hacen epie método presente en muchas

ocasiones una muy limitada aplicabilidad.

Una alternativa menos agresiva al procedimienteremtes laesterificacion bajo
catalisis basicantre el hidroxilo alifatico de compuestos comdidroxitirosol y tirosol
y derivados de acidos carboxilicddo obstante, el principal problema del empleo de
estas condiciones es que los hidroxilos fendliagdpn desprotonarse facilmente, por lo
gue existiria una competencia en la esterificacdtre las posiciones fendlicas y
alifaticas, estando aquellas favorecidas en medsicb. Por tanto, seria necesario el
empleo de grupos protectores en los hidroxilos atimws. Ejemplos de dichos grupos
protectores empleados se exponen en los siguiesteemas:

Empleo del grupo bencilo como protector, estertfi@a bajo catélisis bésica y
posterior desproteccién mediante hidrogenaciénlitete® A modo de ejemplo, en el
esquema 1.1 se muestra la sintesis del acetatolmitirosilo efectuada por Gordon y
col. En dicha sintesis se procede en primer ludarpaoteccién quimioselectiva de los
hidroxilos fendlicos usando BnBr en medio ligerateebasico. A continuacion se
obtiene el éster por reaccién del grupo hidroxibwel con acido acético usando DCC
como agente acoplante, en presencia de piridin@4A. Ta desproteccion final mediante

hidrogendlisis conduce al acetato de hidroxitimsibn un 24% de rendimiento global.

8 Burke, T.R.; Fesen, M.; Mazumder, A.; Yung, J.;n\4aJ.; Carothers, A.M.; Grunberger, D.;
Driscoll, J.; Pommier, JKohn, K.J. Med. Cheml1995 38, 4171-4178.
8. Gordon, M.H.; Paiva-Martins, F. Aimeida, M.; Agric. Food. Chen2001,49, 2480-2485.
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HOD/\/OH BnBr BnOD/\/OH
HO

BnO

59 96(80%)
AcOH, Py
DCC, TSA

» 12
d o
HO BnO ©
1 (75%) 97 (40%)

Esquema 2.1

Gambacorta y col. también han obtenido acetatoidi@xitirosilo partiendo de
3,4-dihidroxifenilacetato de metilo, mediante pooién del catecol en forma de
ortoéster, reduccion del grupo éster con Liflldcetilacion con cloruro de acetilo y
desproteccién mediada por resina Amberlita 15.riléster intermedid01 también se
empledé para la sintesis de HT mediante la reducaén LiAIH; y posterior
desproteccién (Esquema 2.8 La misma ruta se empled posteriormente para tasin
de derivados con cadenas alifaticas mas largaarcoendimiento de entre el 86-95%, de
los cuales se estudié su actividad antioxidantesafgrs ABTS, DCF en células),
mostrando resultados similares o ligeramente smgsrien el caso de las cadenas de

longitud media a los obtenidos para el HT.

8 Gambacorta, A.; Tofani, D.; Migliorini, Avlolecules2007, 12, 1762-1770.
8 Tofani, D.; Balducci, V.; Gasperi, T.; Incerpi,, &ambacorta, AJ. Agric. Food Chen01Q
58, 5292-5299.
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HO OMe )
_HC(OMe); | H;CO LiAIH Me0><
o X 4—’..
HO Amberlita15 i H

08 benceno 9 (96%) 100 (96%)
i Amberlita 15
MeOH ii | RCOCI
R= CH, (iii) 101 (94%) (iv) 1 (93%) v Py, THF

) (

R= (CHo),CHs (iii) 102 (89%) (iv) 112 (87%)

R= (CHy),CHs (iii) 103 (90%) (iv) 2 (88%) HO OH o 0. _R

R= (CHp)sCHs (iii) 104 (94%) (iv) 113 (95%) j©/v Me0>< ]@N e

R= (CHp)eCHs (iii) 105 (97%) (iv) 3 (93%) HO H o

= (CHy),CHs (iii) 106 (97%) (iv) 114 (91%) 59 (97%)

R= (CH)gCHs (iii) 107 (94%) © °
(
(
(
(

9

(94%) (iv) 4  (97%)
R= (CHa)10CH (iii) 108 (94%) (iv) 115 (91%) , .
R= (CHy)14CHs (iii) 109 (92%) (iv) 116 (91%) iv ngg“t;:fpo
R= (CH,)1gCHj (iii) 110 (90%) (iv) 117 (94%) MOH4’ 24
R= (CHy)7CH=CH(CH,)-CHs (iii) 111 (97%) (iv) 118 (94%) e

HO O.__R
)OI
HO °
Esquema 2.1

Con el fin de evitar los pasos de proteccion-despoidn, se han descrito

diversas alternativas para preparar ésteres dextidvsilo:

La transesterificacion empleando ésteres metilicos o etilicos y aco
toluensulfénico como catalizador ha sido descritam@ un método eficaz y
quimioselectivo®®. Este método se ha empleado para la sintesis tenaretato de
hidroxitirosilo 1 y tirosilo como de otros ésteres de cadenasiadifale mayor longitud
con rendimientos comprendidos entre el 62-86% (EvqLl.3f°°°

HO OH HO o) R
RCOOMe D/\/ \H/
HOD/\/ Catalizador acido HO O

R= CH3 1 (86%) R= C17H35 117 (68%)
R= C3H, 102 (65%) R= Cq7Ha3 118 (76%)
R= C11H231 08 (74%) R= C17H31 119 (65%)
R= Cy5H31109 (62%)

Esquema 2.2

8 Alcudia, F.; Cert A, Espartero JL, Mateos R, TiojM. Pat. Appl.2004 WO2004005237.

% Trujillo, M. Mateos, R.; Collantes de Teran, Lsgartero, J.L.; Cert, R.; Jover, M.; Alcudia, F.;
Bautista, J.; Cert, A.; Parrado,JJ. Agric. Food Chemn2006 54, 3779-3785.

8 Mateos, R.; Trujillo, M.; Pereira-Caro, G.; MadegrA.; Cert, A.; Espartero, J.1. Agric. Food
Chem.2008 56, 10960-10966.
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2. Sintesis de ésteres derivados del HT

También se ha descrito ésterificacionquimioselectiva de HT cohaluros de
acidode distinta longitud de cadena, catalizadas pouaade cerio (IIf" o Er(OT#);®
Los rendimientos obtenidos para el caso del Ca@ron moderados (52-53%) y entre
57-88% para el caso de Er(QE{Esquema 2.4).

a) CeCl,

HO 0
HO OH j\ b) EX(OTfy)s j@m his
TROC T HO O

HO

a) R = (CH,)7CH3 106 (53%)
(CH2)7CH=CH(CH)7CH3 (Z) 118 (52%)

(CHy)oCH3 112 (88%)
(CH0)sCH3 4 (57%)
(CH2)14CH3 116 (64%)
(CH2)16CH3 117 (65%)
(
(
(

b)

CHa)7CH=CH(CH,);CH3 (E) 118 (83%)
CHa)7CH=CH(CH2);CH3 (Z) 119 (70%)

R=
R=
R=
R=
R=
R=
R= (CH,)7CH=CHCH,CH=CH(CH2),CHs (E,E) 120 (62%)

Esquema 2.3

Mediante lareaccion de Mitsunobutambién se ha logrado la esterificacion
regioselectiva entre acidos y alcoholes polifemslfé siendo ejemplos de ello la
condensacion del hidroxitirosol y el 4cido galigalel alcohol vanilico con acido cafeico,

en ambos casos con rendimientos moderados (48 yé&g8éctivamente) (Esquema 2.5).

8 Torregiani, E.; Seu, G.; Minassi, A.; Appending, T@trahedron Lett2005 46, 2193-2196.

8 Procopio, A.; Celia, C.; Nardi, M.; Oliverio, MPaolino, D.; Sindona. GJ. Nat. Prod.
201174,2377-2381.

8 Appendino, G.; Minassi, A.; Daddario, N.; Bianchi; Tron, G.C..Org. Lett.2002,4, 3839—
3841.
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2. Sintesis de ésteres derivados del HT

COOCH
Ho:©/\/OH . _ DIAD, TPP HO
HO THF ta. HO
59 122 (48%)
Me0:©/\/ j@/\/COOH DIAD, TPP :©/\/ \H/\/©i
HO THF, t.a.
123 125 (50%)

Esquema 2.4

Asimismo, también se ha descrito la sintesis deréstpartiendo de precursores
distintos al hidroxitirosol, como por ejemplo ebsol o el acido homovanilico, mediante
el uso de cloruro de &cido sin ningun tipo de catdbr adicional. Los autores sugieren
una catdlisis &cida que proviene de la presencidradas de cloruro de hidrégeno
procedente de la hidrdlisis del cloruro de Acidjp Bas condiciones experimentaf@s.
Este procedimiento implica la esterificacién sélecte dichos precursores empleando
cloruros de acilo de diferente longitud de cademadielorometano, para generar los
correspondientes ésteres de tirosilo y vanilico mmdimientos comprendidos entre el
70-99%. La posterior oxidacién con acido 2-yodolo&w (IBX) o con el periodinano de
Dess-Martin (DMP) y reduccioim situ con ditionito sodico (N&,0,) conduce a los
ésteres de hidroxitirosilo finales, en mayor renditto para el caso de los derivados del
tirosol (92-97%) que para aquellos homovanilico8-88%). Este procedimiento de
oxido-reduccién esta bajo la proteccion de dosmpese®™y se ha empleado en la

sintesis otros analogos estructurales defHT.

% Bernini, R.; Mincione, E.; Barontini, M.; CrisantE.; J Agric. Food. Chem2008 56, 8897-
8904.

°1 Bernini, R.; Mincione, E.; Barontini, M.; Crisanté. Pat. Appl2007, MI2007A001110.

2 Bernini, R.; Mincione, E.; Barontini, M.; Crisante. Pat. Appl2008 I1B2008000598.

% Bernini,R.; Crisante, F.; Barontini, M.; Tofani,;Balducci, V.; Gambacorta,A. Agric. Food
Chem.2012 60, 7408-7416.
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2. Sintesis de ésteres derivados del HT

R1I>/\/OH R,COCI R1I>/\/OTR2
HO CH,Cl, HO @]

R1=H, Tirosol (126) (60-100%)
oxidacion/reduccién
1) IBX or DMP
Rs=H, OMe 2) NayS;04
R, = CH3

Rz = (CH2)4CHs

HO @] R
R2=(CH2)14CH3 T 2
R2 =(CH2)7CH=CH(CH2)7CH3 O
R2 =(CH)6(CH2CH=CH)2(CH)4CH3 HO

(58-92%)

Esquema 2.5

También se han empleado enzimas como biocataliegaden procesos de
transesterificacion; las principales ventajas de psceso son la quimioselectividad y el
empleo de condiciones mas amigables con el medimeabte en cuanto a disolventes y
reactivos. En este contexto destaca el uso deaBppocedentes de los organismos
niger, C. cylindracea, M. javanicus, P. cepacia, tiehei, C. viscosum, P. fluorescens,
R. arrhizus, R. niveus, C. antarctjeampleando acetato de vinilo como reactiviebytil

metil éter como disolvent?.

Solo se han conseguido los ésteres en la cadenal ldé manera quimioselectiva
con la lipasa procedente d& antarctica® % Dicha lipasa se ha empleado en la
transesterificacion del HT con diferentes ésteresadidos grasos, tanto de cadena
saturada, como mono Yy poliinsaturada catalizaddgpenzima inmovilizad&ovozyr®
435 a presién reducida y en ausencia de disolventeedimiento mediante el cual se
obtuvieron rendimientos entre el 59-98% en el cksésteres de acidos grasos saturados,

y entre el 32-97% para el caso de los mono y altirados®

Esta metodologia dmatalisis enzimatica se ha empleado por el grupGetey

col. para la obtencion de aceites con alto conteeidantioxidantes mediante la reaccion

% Grasso, S.; Siracusa, L.; Spatafora, C.;, Renis,Trngali, C.Bioorg. Chem2007, 35, 137-
152.
% Torres de Pinedo, A.; Pefialver, P.; Rondén, Pralds, J.CTetrahedror2005 61,7654-7660.
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2. Sintesis de ésteres derivados del HT

del HT, adsorbido sobre un soporte sélido, comoaiee infusorios o talco, con los
triglicéridos de dicho aceite, utilizando como tatalor C.antarctica Con este
procedimiento se puede obtenersitu un aceite con alta concentracion de derivados
lipdfilos de hidroxitirosilo que ejerzan su actiaitiantioxidante sin necesidad de sintesis

y purificacion previa?

El grupo de Laszlo y col. también ha empleado medrilipidicas para la
obtencién de ésteres con fragmentos catecol. A, puilizaron el aceite derivado de la
semilla de la especi€uphea(Cuphea viscosissima Cuphea lanceolajarico en acido
caprico, al cual adicionaron tirosol e hidroxitwby empleronC. antarctica(Novozym
435®) como catalizador enzimatico para la transiéisgion; lograndose conversiones
de hasta el 98% para el caso del tirosol y del p@#a el hidroxitirosol, y obteniéndose
mayoritariamente el éster derivado del acido capeit ambos casos. Ambos productos
demostraron tener actividad antioxidante (inhibictte la peroxidacion lipidica) en la
matriz lipidica comparable a la de los productsiados y purd$

Relacionada con este procedimiento de catalisismétiza esta la sintesis de
ésteres con fragmentos catecol derivados del &zdiénico llevada a cabo por Kaki y

col %8

En primer lugar se sintetiza el 4cido sapiénicd@npasos; primero se obtiene la
sal de fosfonio del acido 6-bromohexanoico al trateon PPh y a continuacion se hace

reaccionar éste con decanal y hexametildisililarsittiica a -78°C para obteri&7.

La obtencion de los éster&g8-131se hace mediante tratamiento de la mezcla
del acido sapiénico y los fenoles correspondieatesla lipasa procedente @andida
antarctica. Finalmente, la obtencién de los derivados cates®liS82a 132bse hace

mediante hidroxilacion aromética empleando IBX (Esga 2.7).

% Cert, A.; Romero, A.; Mateos, R.; Alcudia, F.; Beero, J.L.; Trujillo, M. Pat. Appl2012
W02012042080A120120405.

" Laszlo, J.A.; Cermak, S.C.; Evans, K.O.; Comptdh, L.; Evangelista, R.; Berhow,
M.A.;Joseph AEur. J. Lipid Sci. Techno2013 115 363-371.

% Kaki, S.S.; Gopai, S.C.; Rao, B.V.S.K.; PoornachianY.; Kumar, C.G.; Prasad, N.B.Eur. J.
Sci. Technol2013 115 1123-1129.
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2. Sintesis de ésteres derivados del HT

Q PPhs, tolueno, A 0 @ \(v))ok
3 ,
)J\/\/\/B > )J\/\/\/

HO r HO PRl 8 H

Br
NaN(SiMe»)
THF, -78°C

0 o)
C. antartica
RO R + HO

Hexano-2-butanona 2:1, 45°C |

He,
y, oy $ Z
R
MeO MeO
OH OH OH OH

128 (50%) 129 (54%) 130 (64%) 131 (68%)

(0] (0]
a) |BX, MeOH,O°C HO
/@*ﬁ o | bINesS:04 HO.ta. j@/\r‘]o |
HO HO

n=1 132a (68%)
n=2 132b (73%)

127(50%)

Esquema 2.6

La actividad biolégica de derivados lipofilos dedroixitirosol se ha
evaluado mediantestudios sobre el transporte, absorcion y metholien modelos
celulares y animale$!® Para ello, se emplearon las lineas celulares HepiBio
modelo del higado humano y la linea Caco-2/TC7, (conente empleada para
caracterizar la absorcion intestinal de farmacadrientes y otros xenobidticos. Los

resultados mostraron una relacion directa del tardipofilico de cada compuesto y el

% pereira-Caro, G.; Bravo, L.; Madrona, A.; Espartel.L.; Mateos, RJ. Agric. Food Chem
201Q 58, 798-806.

190 perejra-Caro, G.; Mateos, R.; Saha, S.; MadronaEd#partero, J.L.; Bravo, L.; Kroon, P.A.
Agric. Food Chem201Q 58,11501-115009.
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nivel de metabolizacion, de manera que las caderdaslargas eran metabolizadas y

absorbidas por el intestino de manera mas rapiddagumas cortas.

Estudios frente al estrés oxidativo también hao 8&Vados a cabo sobre lineas
celulares HepG2. Los resultados mostraron el p@ierde estos compuestos para
prevenir el dafio celular inducido por hidroperéxid®tert-butilo (t-BuOOH) y para
mantener inalterado el equilibrio redox de la &lwbteniéndose de nuevo mejores
resultados para ésteres de cadena alifatica leegtefa los de cadena alifatica cdffdo
cual esta de acuerdo con la hipotesis denominatadpja polar”golar paradoy, segun
la cual los antioxidantes polares son mas efecBwosiedios mas apolares, como aceites,
y los antioxidantes apolares, por su parte, son aeéisos en medios polares, como

emulsiones de aceite en agua o liposomas en'¥gua.

El grupo de Boullagui y col. ha estudiado reciemsta la actividad citotoxica y
antiproliferativa del acetato y el oleato de hidtioasilo, obtenidos mediante catélisis
enzimatica, frente a célulagélulas humanas de cancer cérvico-uterineL§),
obteniéndose valores deshde 0.42 y 0.33 mM para para el acetato y el oleato
hidroxitirosilo respectivamente, que resultaronreés activos que el hidroxitirosol (0.46

mM). 12

191 pereira-Caro, G.; Sarri4, B.; Madrona, A.; Esparté.L.; Goya, L.; Bravo. L.; Mateos, B.
Agric. Food. Chem2011, 59, 5964-5976.

192 porter, W. L.; Black, E. D.; Drolet, A. M. Agric. Food Chenl989 37,615-624

193 Bouallagui, Z.; Bouaziz, M.; Lassoued, S.; EnggsseM.; Ghoul, M.; Sayadi, SAppl.
Biochem. BiotechnoR011, 163, 592-599.
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2.1.RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente capitulo se propone la sintesistdeed derivados del HT con el fin
de aumentar su lipofilia, lo cual permitiria aun@nsu permeabilidad a través de
membranas celulares, asi como su potencial empld® greservacion de alimentos. Se
pretende desarrollar un método de sintesis deeéstil hidroxitirosol que permita
acortar la secuencia sintética con respecto a &isduos ya descritos en la bibliografia,

asi como utilizar condiciones @uimica Verde.

2.2.1 Sintesis de ésteres alifaticos derivados ddlidroxitirosol mediante

transesterificacidon catalizada por 4cido.

En concreto, se han ensayado diversas condicioeedrahsesterificacion
catalizada por acido entre el hidroxitirosol desggmo y diversos ésteres, analizandose

la quimioselectividad del proceso

Catalisis acida empleando montmorillonita K-10

La montmorillonita K-10, una arcilla de formula,81,0:(OH),.nH,O perteneciente
al grupo de los filosilicatos, ha sido utilizadanup catalizador en sintesis organica
durante afios de manera satisfactoria. Cabe destaceo en reacciones de Diels-Alder,
condensacion de Knoevenagel, adicion de Michagksis de éteres, 4cidos carboxilicos,

acetilacion de alcoholes, tioles, fenoles y amifias.

Su caracter acido, asi como su facil procesaddgnpial reutilizacién, nos estimulo

a ensayarla en la preparacion de ésteres deridadlbgdroxitirosol.

Desafortunadamente, tras ensayarlo en la traniesteibn del HT con acetato de
etilo, anhidrido acético y cloruro de acilo en difges proporciones, condiciones de
temperatura y empleando distintos disolventes, artdgjo a resultados satisfactorios
(Tabla 2.1).

De este modo, en el caso del empleo de AcOEt dratsesterificacion del HT

104 Kaur, N.; Kishore, DJ. Chem. Pharm. Re2012 4, 991-1015
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2. Sintesis de ésteres derivados del HT

catalizada por montmorillonita, no se produjo nimgueaccion, mientras que para el
resto de reactivos se llegd a la conclusion de tpereaccion no mostraba
guimioselectividad, obteniéndose mezclas complejes productos mono, di y
peracetilados, por lo que se descarté como métedintesis eficaz de ésteres alifaticos

del hidroxitirosol.

Tabla 2.1 Condiciones de reaccidpara la esterificacion de hidroxitirosol cataliaagor

montmorillonita K-10

Condiciones Resultados

AcOEt, montmorillonita K-10 (20% p/p), No hay reaccion.

reflujo

Anhidrido acético (0.7-2 eq.) montmorillonitaNo hay quimioselectividad. Mezcla de productos
K10 (10-50 % p/p), CKCl,, t.a. mono-, di- y peracetilados.

Anhidrido acético (1.5- 3 eq.),Producto peracetilado (87-99%).

montmorillonita K-10 (10-50 % p/p), AcOEt,

50°C

AcOCI (3-6 eq.), montmorillonita K-10 (50%No hay quimioselectividad. Mezcla de productos
p/p), AcOEt, t.a. mono y diacetilados.

Uso de Amberlita IR-120 (H como catalizador acido

A diferencia de lo ocurrido en el caso de la momiioaita, se consiguié la
transesterificacion quimioselectiva del HT emplearéteres metilicos y etilicos de
acidos de cadena lineal de distinta longitud ylisedéacida procedente de la resina
Amberlita IR-120 (H+). Los productos sintetizados $0s que se detallan en el esquema
2.8, (acetato, hexanonato, octanoato y decanoato dexitidrsilo), obtenidos en

rendimientos de moderados a excelentes.
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2. Sintesis de ésteres derivados del HT

HO OH o Amberlita IR-120 HO 0
HO O HO °

1n=0 R=Et 74%
2n=4 R=Me 31%
3 n=6 R=Me 16%
4 n=8 R=Me 27%

Esquema 2.7

El empleo de Amberlita IR-120 {(Hcomo catalizador constituye una alternativa
mAas practica que otros procesos descritos en lmdpiffia, ya que dicha resina puede
retirarse facilmente del medio de reaccion medidiftteacion, constituyendo asi un
método verde, econémico y eficaz para este tipgimesis.

Este método resultdé especialmente satisfactoria fgapbtencion de acetato de
hidroxitirosilo, que se aisl6 con un 74% de rendmd tras purificacidn en columna,
convirtiéndolo asi un procedimiento sencillo y &fex para la obtencion de un éster
alifatico del HT. Ademas, otra ventaja de este oh@tes la posibilidad de reutilizar la
resina sin ningun tipo de tratamiento ni regenéraanediante lavado con &cido, ya que
se ha demostrado que mantiene la eficacia en asriegs ciclos sucesivos sin alterar por
ello el rendimiento en la reaccion (Tabla 2.2)clal abarataria los costes en caso de que
se llevara a cabo la produccion industrial de estapuesto. Estos resultados han sido

protegidos recientemente bajo patéfite.

Tabla 2.2.Eficacia de la reutilizacion de la resina AmbarliR-120 (H)

Ciclo Rendimiento (%)
1 66
2 66
3 67

Este método, sin embargo, resulté bastante mei@e e la transesterificacion
para el caso de ésteres de acidos de cadenas pgargalos cuales el rendimiento se

situaba en torno al 30% en el mejor de los ca3adld 2.3).

105 Fernandez-Bolafios, J.; Rodriguez, G.; Lama, Ag8t F.; Fernandez-Bolanos, J. M.; Maya,
l.; L6pez, O.;Marset, A2013 W0O2013007850
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Tabla 2.3.Transesterificacion del HT con ésteres alifaticatsiizada por Amberlita IR-120.

Ester Disolvente  Tiempo de reaccion (h) Rendimient(%o)
o AcOEt 1 24
)ko/\
o THF
M )\ 24 36
(0]
o] THF "
)’LO/\ - -
o THF
e g 26 31
0]
0 THF
~ \n/\/\/\/ o8 16
o
0 THF
- \n/\/\/\/\/ 48 27
0]

*no hay reaccion

Los ésteres etilicos 0 metilicos presentan el wmeoiente de que el proceso es un
equilibrio, por la liberacion del alcohol correspa@nte; por este motivo, nos propusimos
ensayar la obtencion de los ésteres de hidroxltrasando otros ésteres, como el acetato
de isopropenilo o el acetato de vinilo, que al geneacetona o acetaldehido,
respectivamente, evitarian la existencia de unliboi No obstante, bajo estas
condiciones, el rendimiento fue tan solo del 36%leraso del acetato de isopropenilo, y
ausencia de reaccion para el caso del acetatonilie. Wtros agentes acilantes, como los
correspondientes cloruros de acilo o anhidrido i@ého permitieron obtener los

correspondientes ésteres de hidroxitirosilo de msageimioselectiva.

2.2.2. Sintesis de (3',4’-dihidroxifenil)etanoato € hidroxitirosilo.

Se ha llevado a cabo la primera sintesis del é#tggrico derivado del HT8

Este compuesto, que ha sido aislado muy reciententdsi escarabajo japon&taps

6,107
"

japanensigfamilia Tenebrionidae) por Yan y cd se usa en la medicina tradicional

1% yan, M.Y.; Dai, H.Q.; Du, Y.; Schneider, B.; Gud, Li, D.P.; Zhang, L.X.; Fu,H.; Dong,
X.P.; Cheng, Y.XBioorg. Med. Chem. Let2012 22, 4179-4181.
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china para el tratamiento de inflamaciones, infaues y cancef® Ademas, ha
demostrado tener una actividad eficaz como inhibitloproteinas de la familia 14-3-3,
expresadas en todas las células eucariotas y qoentiun papel importante en la
regulacion de funciones como la diferenciacionjifgmacion y transformacién celular,
ademas de regular una amplia variedad de oncogegeses supresores de tumaofeés.
Los compuestos que inhiben estas proteinas soidecados candidatos a ser usados en

quimioterapia®

Para la obtencion de este compuesto, en primer sggiéevo a cabo la proteccion
regioselectiva de los hidroxilos fendlicos utilidana, o’-dibromo-o-xileno. El a,a’-
dibromoo-xileno es un grupo protector que ha sido emplesmentemente en la
proteccion regioselectiva de hidroxilos ir@ns-diecuatoriales en azucares, incluyendo
ciclodextrinas:'®** A continuacion, el hidroxilo primario dd33 fue oxidado con
peryodinano de Dess-MartiDéss Matrin PeriodinaneDMP, 134),*? para dar lugar a su
correspondiente aldehids) y posteriormente hasta el acido carboxiicoon NaClQ.
Una ruta alternativa mas eficaz consistiria enxigaxion directa del alcohol primario
133 mediante el empleo de una mezcla de NaClO/Na&i(resencia de TEMPY El
acido 6 se transformo en el cloruro de aciti®5 mediante tratamiento con SQCéste
intermedio fue usado directamente para la siguietéga sin ninguna purificacién
cromatografica. El acoplamiento con el derivaddddeparcialmente protegidd34 con
el cloruro de aciddl35 en presencia de & en CHCI, anhidro, condujo al éster

dimérico8, con un rendimiento de tan soélo el 5%.

7 Cheng, Y.; Yan, Y., Lu, OQFaming Zhuanli Shenqging Pat. Appl, 2012
CN102503826A20120620

1% Zhang, L. S.; Xia, C. L.; Yang, Y. S.; Liu, G..Mishizhen Med. Mater. Medica R2809 20,
3113

199 Hermeking, HNat. Rev. Cance2003 3, 931-943

19 1mamura, A.; Lowary, T. LOrganic Lett.201Q 12, 3686-3689.

1 Balbuena, P.; Lesur, D.; Gonzalez-Alvarez, M.Jenidicuti, F.; Ortiz-Mellet, C.; Garcia-
Fernandez, J.MChem. Commur2007, 3270-3272

12 pess, D.B.; Martin, J.Gl. Org. Chem198348,4155-4156.

113 Anelli, P.L.; Montanari, F.; Quici, Org. Synth199Q 69,212-219.
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CcC,

Br

HO OH K,COs, L-ascorbato sédico o OH
j@m EtOH-H,0 10:1, 55°C j@m

HO (0]

TEMPO, NaCIO/NaClO, 13345%)  ong),
(87%) i
@E(O CH.Cly, rt, Ny
NaClO,, NaH2PO,, o]
2-metil-2-buteno DMP (134)
© © 0 _0
D/Y t-BuOH, r.t @( j@/\/
o OH (92%) 5
’ 5 (82%)
SOCl,

o 0 ©<§J©A > 0 0 0

CH2C|21 rt, N2
135 7 (65%)
Hy
Pd/C
HO © OH
8(78%)
Esquema 2.8.

No obstante, el empleo de un sistema bifasiceCLFHNaHCG; (ag.) en presencia
de BuNI como catalizador de transferencia de fase p&rroibtener el éster dimérico
protegido con un 65% de rendimiento tras purifiGaccromatogréfica. Finalmente, la
hidrogenacion catalitica de este compuesto coralujompuesto deseado con excelente
rendimiento
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3. SINTESIS DE TIO Y SELENODERIVADOS CON FRAGMENTOS DE
CATECOL

3.1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

3.1.1. Acido lipoico

El acido 5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanoico, tambiéonocido como &cido tiéctico o
acidoa-lipoico es un &cido graso que contiene un disalfiiclico. Se encuentra en todas
las células, tanto eucariotas como procariotas¢aiiguracionR como cofactor en
complejos enzimaticds; '™ aunque su forma racémica comercial es ampliamente
utilizada. Fuentes naturales de acRlé+)-lipoico en la dieta son las espinacas, brgcoli
tomates, maiz y patatas, en los que se encuenfi@raa de lipoil lisina; también esta
presente en las carnes roja&*®

Como antioxidante presenta propiedades Unicas,ugacqnserva su actividad
tanto en su forma oxidada (acido lipoico) como en ferma reducida (&cido

115,120

dihidrolipoico) La pareja é&cido lipoico/acido dihidrolipoico (LAHRA)
constituyen un potente par rédox, con un poterigii0.320 Vi** lo cual le confiere la

capacidad de regenerar ciertos antioxidantes, ¢asngtaminas C y E??

141%5ingh, U.; Jialal, I.Nutr. Rev2008 66, 646-657.

“3Navari-1zzo, F.; Quartacci, M.F.; Sgherri, Blant Physiol. Biochen2002, 40, 463-470.

118 achman, J.; Hamouz, Rlant Soil Environ2005 51, 477-482.

“4/ianey-Laud, N.; Kobrehel, K.; Suavaire, Y.; WongH.; Buchanan, B.BJ. Agric. Food
Chem.1994, 42, 1110-1114.

"8\attulat, A.; Baltes, W.ZLebensm Unters Forsch992 194, 326-329.

193atoh, S.; Shindoh, M.; Min, J.Z.; Toyo'oka, T.;keshima, T.;lnagaki, S. Anal. Chim. Acta
2008 618 210-217.

120packer, L.; Witt, E.H.; Tristschler, H.JHandbook of antioxidantdv.Dekker Inc. New York,
1996 545-591.

25earls, R.L.; Sanadi, D.R. Biol. Chem1960,235, 2485-2491.

122Bast, A.; Haenen, G.miofactors2003 17, 207-213.
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0 o)
How 10 NN
S-¢ SH SH
Acido lipoico (136) Acido dihidrolipoico (137)

Ademas, y a diferencia de otros antioxidantes ceh@eido ascorbico, el DHLA
no se destruye al interaccionar con radicales djbstno que se puede regenerar de
nuevo:* Tanto el &cido lipoico como el dihidrolipoico hdemostrado ser activos frente
a radicales hidroxilo y &cido hipocloro¥6;*> mientras que solo el lipoico interviene
frente al oxigeno singleté?y ninguna de las dos especies es activa freqterékido de
hidrégeno*®

Estudios recientes sugieren que los efectos teiiapgly antienvejecimiento del
acido lipoico se deben a la modulacion de la sel@altransduccion y transcripcion
genética, lo cual mejora el estado antioxidantadetlula. Paradojicamente, esto ocurre
preferentemente mediante mecanismos prooxidantes)o ymediante mecanismos

antirradicalarios o reductoré<:*®

Ambas especies, acidos lipoico y dihidrolipoicengn capacidad para quelatar
metales de transiciéfl y desactivar intermedios de procesos altamentgivea, como
las ROS™ El &cido lipoico, debido a que es soluble tanteneaios lipidicos, como en
agua, puede acceder y proteger las células nesyisacruzar con facilidad la barrera
hematoencefalica, por lo que se puede utilizar letratamiento de enfermedades

neurodegenerativas como el glaucdiiay en la prevencion de la enfermedad de

12Rochette, L.; Ghibu, S.; Richard, C.; Zeller, Mgtfin, Y.; Vergely, C.Mol. Nutr. Food Res.
2013 57, 114-125

2“packer, L.; Witt, E.H.; Tritschler, H.Free Rad. Biol. MedL995 19, 227-250.

1?Haenen, G.R.; Bast, BRiochem. Pharmacoll991, 42, 2244-2246.

1Devasagayam, T.P.; Subramanian, M.; Pradan, Di&s, §. Chem. Biol. Interact1993 86,
79-92.

12betersen Shay, K.; Moreau, R. F.; Smith, E. J.;ddad. M.,IUBMB Life, 2008 60, 362-367.

1%petersen Shay, K.; Shenvi, S.; Hagen, T. Mpoic Acid as an inducer of phase II
detoxification enzymes troufh activation of Nr-Bpdndent gene expressioraylor & Francis
Publishers2008 349-371

1290y, P.; Tritschler, H.J.; Wolff, S.FBjochem. Pharmacol995 50, 123-126.

1303, D.; Shah, A.; Majid, A.; Yin, Z.@Biol. Pharm. Bull 2013 36, 1060—1067.

¥inman, D.N.; Lambert, W.S.; Calkins, D.J.; Horrer).PLoS One2013 8, 1-17.
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132 a‘133,134

Alzheimer.*® También ha mostrado actividad hepatoprotectoratidiabética,

y

eficacia en el tratamiento de la cirrosis, la aelerosis y enfermedades

137

cardiovasculare8? tratamientos contra el cancét*’y en casos de envenenamiento con

mercurio, antimonio, y ciertas sefas!?’

El &cido lipoico contiene un carbono asimétricogle ofrece la posibilidad de
utilizar tanto la forma racémica como cada iséndgtico por separado, pudiendo ofrecer

cada una de estas tres combinaciones diferentédactibiologica.

Debido a sus interesantes propiedades, en losodltafios se han sintetizado
diversos derivados del 4cido lipoico. Ejemplos st®® derivados y sus aplicaciones son

los que se muestran a continuacion:

En este contexto, el grupo de Saleh y col. hadlevacabo la sintesis del éster
derivado de la apocianina y el &cido lipoico metiaatoplamiento con DCC empleando
como base DMAP (Esquema 2.1). Este compuesto hwadosactividad inhibitoria de la

NADPH oxidasa y actividad neuroprotectdi.

OCH3 OCH3
S _ DMAP, DCC s S
CHzolz N,, ta.

136

Esquema 3.1

¥\aczurek, A.; Hager, K.; Kenklies, M.; Sharman Martins, R.; Engel, J.; Carlson D.A.;
Minch, G.Adv. Drug Delivery Rex2008 60, 1463—-1470.

33dupa, A.; Nahar, P.; Shah, S.; Kshirsagar, M.; @fame, BAnn. Med. Health Sci. Re2013
3, 442.446.

¥jacob, S.; Ruus, P.; Hermann, R.; Tritschler, HVlaprker, E.; Renn, W.; Augustin, H.J.;
Dietze, G.K., Rett, KFree Rad. Biol. Medl999 27. 309-314.

1335abharwal, A.K.; May, Mol, J.MCell. Biochem2008 309, 125-132.

13Venzel, U.; Nickel, A.; Daniel, HApoptosis2005 10, 359-368.

3"Michikoshi, H.; Nakamura , T.; Sakai , K.; Suzuki; Adachi, E.; Matsugoa, S.; Matsumota, K
Cancer Lett2013335, 472—-478.

“¥3aleh, T.; Rajagopal, D.; Khan, B.; Conell, B.J. Rapl. 2013, W02013071400.
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3. Tio y selenoderivados con fragmentos catecol

Shibnev y col. ha sintetizado derivados de la adamantil)etilamina, entre
ellos, aquel con un fragmento lipoild0 que presenta actividad selectiva frente a la gripe
A.l39

El grupo de Bernini y col. ha sintetizado el éskerivado del acido-lipoico y el
HT mediante dos rutas alternatiVdSEn la primera de ellas, se trat6 el tirosol con
carbonato de dimetilo (DMC), en presencia de DBUn@obase. Posteriormente, el
compuesto resultantell se sometidé a una hidroxilacién aromatica con IBdéguccion
in situ empleando N&,0, aislandose el derivado catecolidd2 con un 80% de
rendimiento (Esquema 2.2). Para impedir la esteidfon de los hidroxilos aroméaticos, se
protegieron empleando 2,2-dimetoxipropano en prgede &acido canforsulfénico
(CAS) como catalizador. Tras la desproteccion detolxilo alifatico en condiciones
bésicas, éste se esterifico con acidipoico empleando DMAP como base y DCC como
agente acoplante, lograndose la obtencién 1dé& con un 90% de rendimiento.
Finalmente, la desproteccion de los hidroxilos fiené en condiciones &cidas dio lugar

al product® con un rendimiento del 62%. (Esquema 3.2).

13%Shibnev, V. A.; Finogenova, M. P.; Garaev, T. MurBeva, E. |.; Shevchenko, E. S, Pat. Appl.

2012 RU2461544C120120920.
1409Bernini, R.; Crisante, F.; Merendino, N.; MolinaR,; Soldatelli, M.C.; Velotti, F. Eud. Med.

Chem.2011 46, 439-446.
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HO\/\©\ DMC, DBU, reflujo H3COYO\/\©\
OH © OCH3

126 141(99%)

a) IBX, MeOH, 0°C
b) Nay,S,04

2,2-Dimetoxipropano,

H300 o CH3 CAS, CHClj, reflujo HaCOw O oH
T

6}
143(90%) 142 (80%) OH

K>CO3, DMF-H,0O
Acido lipoico, DMAP, CH5Cl,

DCC, 25°C -8
CH3 CH3
CH3

(o} CH3
144 (99%)

145 (90%)

TsOH, 80°C
CH3CN-H,0 8:2

Mv\@

(62%)

Esquema 3.2

Una ruta alternativa propuesta por el mismo grupdid de la proteccion de
ambos grupos hidroxilo del compuestd6 empleando DMC/DBU. (Esquema 3.3) A
continuacion, se desprotegid el carbonato en medsico (KOH) y se procedio a la
esterificacion del compuesto resultante con aeiipoico en presencia de DCC/DMAP,
obteniéndose el compuestd?7 con un rendimiento del 92%. El tratamientold& con
tribromuro de boro dio lugar al ést&48 con un rendimiento del 84%. Finalmente, la
hidroxilacion aromética con IBX/N&,0O,condujo al éste® con un rendimiento del 80%;
consiguiéndose de este modo acortar la ruta deiéeade 6 a 5 pasos y mejorandose

significativamente el rendimiento global (62% feenal 40% de la ruta anterior).
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HO io HszCO.__O
DMC, DBU, reflujo M3 \n/
\/\©\ T \/\©\
OH OCHj,

126 141 (99%)

KOH, THF, 25°C

Acido lipoico, DMAP, CH,Cl,

DCC, 25°C
M L How@L
OCH;3 OCHs;

147 (92%) 146 (99%)

BBr,, THF, -15°C

a) IBX, MeOH, 0°C S-g
b) Na,S,0.
M O o M“@[
© OH
148 (84%) 9 (80%)
Esquema 3.3

Se ha ensayado la actividad antiproliferativa dempuesto 9 frente al
adenocarcinoma colorrectal humano (linea celula2B)l observandose una inhibicion
significativa comparada tanto con el HT como conéeido o-lipoico (83.6+3.9%,
53.2+4.1% vy 19.5+4.9% respectivamente, a una cdramon de 300 uM),

demostrandose la sinergia de los grupos catedsbifuto para esta actividaf’

3.1.2. Oxiranos y apertura regioselectiva con difentes nucledfilos

Los oxiranos o epoxidos son éteres intramoleculguesforman un anillo de tres
miembros. Los epéxidos se generan mediante laéada® oxigeno al doble enlace de

olefinas (Esquema 3.4), empleando agentes oxidaoi®® peroxiacidos, peroxido de
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3. Tio y selenoderivados con fragmentos catecol

hidrogeno o hidroperéxidos, o bien mediante oxigladalirecta con oxigeno molecular

catalizada por metales o sales metalt¢as.

Agente
R P oxidante R <(,)
Olefina Epodxido
Esquema 3.4

El uso de dimetildioxirano (DMDO) en la sintesiseg@xidos es un método que
logra altos rendimientos en condiciones suavesutyrag y que es especialmente util para
la obtencién de epdxidos que no se pueden obtereptpas vias. Sin embargo, la
preparacion de disoluciones de DMDO presenta ireaiewntes experimentales como la
necesidad condiciones anhidras de reaccion y eioliade almacenamient§?

El empleo de peroximonosulfato potasico (2KHSMSO,- K,SQ,) u Oxona®,
un agente oxidante muy versatil, favorece la gem@man situ de dioxiranos a partir de
cetonas, y es una alternativa al uso de DMDO esiritesis de epoxidos a partir de
olefinas'*® EI mecanismo de la epoxidacién mediante dioxira®ha explicado a partir
de dos aproximaciones, la primera de ellas imphcan estado de transicion plano y la
segunda un estado de transicion espiranico (Esqu8rhp siendo la segunda

aproximacion la mas plausibi€.

Esquema 3.5

! Monnier, J.RAppl. Catal., A2001, 221, 73-91.
142 Crandall, J.K.; Rambo,Hetrahedror2002 58, 7027-7036.
3 Hussain, H.; Green, I.R.; Ahmed, |. Chem. Ra313 113 3329-3371.
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3. Tio y selenoderivados con fragmentos catecol

En los epdxidos la tension del anillo es muy elaydal que le confiere una alta
reactividad con diferentes nucleéfilos tales commnas, tioles o alcoholéd’ Io que lo
convierte en un intermedio interesante en Quimicgadica. La apertura del epoxido
puede realizarse en condiciones &cidas o basiceguéla 3.6). En los epoxidos
asimeétricos, el ataque del nucledfilo se produegéepentemente en el carbono del anillo
menos sustituido al estar menos impedido estéricgamen medio basico, mientras que
en medio acido se produce preferentemente en ebusdisuido, de modo que se logran
conversiones estereoespecificas. EI mecanismo deciém tiene muchas de las

caracteristicas de una reaccig2 S

©
0] OH
o) ©
A7 U EERGEU K
Epoéxido lon alcéxido
Alcohol
-sustituid
o B-sustituido
H+ o}
Ly
RSt Nu OH
R
lon oxonio
Esquema 3.6

La sintesis de compuestos organoselénicos, deldaiateresantes propiedades
biologicas que muchos de ellos tienen, ya comestadda Introduccion General de esta
Tesis Doctoral, plantea la necesidad de idear stagarutas para su obtencion. La apertura
de oxiranos con nucledfilos de alquil o aril-seteeis una de las muchas estrategias
desarrolladas para la sintesis de diferentes castumjecomo selenoesteroides con
actividad proapoptéticd” o p-hidroxiselenuros, intermedios Gtiles en una amplia

variedad de reacciones quimi&§§'149

1442) Fringuelli, F.; Pizzo, F.; Vaccaro, Letrahedron Lett2001, 42, 1131-1133. b) Ollevier, T.;
Lavie-Compin, G.Tetrahedron Lett2002 43, 7891-7893. c¢) Barluenga, J.;Vazquez-Villa, H.;
Ballesteros, A.; Gonzalez, J. \@rg. Lett.2002 4, 2817-2819. d) Iranpoor, N.; Firouzabadi, H.;
Shekarize, MOrg. Biomol. Chem2003 1, 724-727. e)Azoulay, S.; Manabe, K.; Kobayashi, S.
Org. Lett.2005 7, 4593-4595.fKrake, S.H.; Bergmeier, S.Cetrahedror?01Q 66, 7337-7360.

15 Rodrigues, O.E.D.; de Souza, D.; Soares, L.C.; Bles, L.; Burrow, R.A.; Appelt, H.R.;
Alves, C.F.; Alves, D.; Braga, A.lITetrahedron Lett201Q 51, 2237-2240.

148 Tiecco, M.; Testaferri, L.; Marini, F. Sternativ8,; Del Verme, F.; Santi, C.; Bagnoli, L.;
Temperini, A.Tetrahedron2008 64, 3337-3342 y referencias contenidas.
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R">_<R

R'Se OH

B-Hidroxiselenuro

La obtencién de este tipo de compuestos se haitdegsoediante varias vias,
como la adicién a epo6xidos de especies fenilselsitemos'™® o la adicién de
difenildiselenuros asistida por (n-BB)*** indio,"** ultrasonidos>® o Rongalita®?>® que

promueven la rotura del enlace diselenuro originaardselenolatos nucledfilos.

3.1.3. Sintesis de tio y selenoureas

La quimica de los compuestdétiocarbonilicos se remonta a 1923, cuando
Schoorl sintetizé la D-glucopiranosil tiourea poondensacion de D-glucosa con
tiourea™* Desde entonces se han publicado numerosos astiaokrca de este tipo de
compuestos, considerados isésteros de ureas yagecompuestos.

La sintesis de tioureal,N’ disustituidas han suscitado un interés creciente
debido al amplio espectro de actividad biolégica queden llegar mostrar; de este
modo, se han sintetizado derivados con propiedamifingicas>> antibacterianas,
insecticidas, antituberculos&$ herbicidas y reguladoras del crecimiento en véegtd
En el ambito clinico, las tioureds,N' disustituidashan demostrado tener actividad

antimocrobiand>® y actividad antiviral tantdn vitro como in vivo,*°*®° habiéndose

147 pjfheli, C. G.; Kaye, P. TSynth. Commuri996 26, 4459-4475.

18 Schwartz, A.; Madan, P. B.; Mohacsi, E.; O’Brien,Rl; Todaro, E.; Coffen, D. L1. Org.
Chem 1992 57, 851-856.

9 Bégué, J. P.; Bonnet-Delpon, D.; Kornilov, 3ynthesid 996 529-531.

%0 Tiecco, M.; Testaferri, L.; Marini, F.; Sternativs,; del Verme, F.; Santi, C.; Bagnoli, C.;

Temperini, A Tetrahedror2008 64, 3337-3342.

3L Chen, X.; Wu, H.; Su, W.; Xu, R.; Liu, M.; Ding, J. Chem. Re®007, 6, 325-327

%2 Cheng, T.; Zheng, X.; Ke, Q. Chem. Re®011, 35, 522-524.

133 v, G.; Li, T.; Hu, R.; Chen, J.; Ding, J.; Wu, 81.Chem. Re£01Q 10, 549-552.

¥ Schoorl, M. NRec. Trav. Chim1903 22, 31-77.

135 Eweis, M.; Elkholyb, S.S.; Elsabeeb, MIgt. J. Biol. Macromal2006 38 1-8.

%6 Dharmarajan, S.; Perumal, Y.; Murugesan, D.; Rat$ababathy, T. Antimicrob. Chemother.

2007, 59, 1194-1196.

157 Zhang, Y.M.; Wei, T.B.; Wang, X.C.; Yang, S.Mdian J. Chem.1998 37,604-606.

138 Singh, D.P.; Gangwar, M.; Kumar, D.; Nath, G.;tBpa S.,J. Chem. Crystallogr2013 43,

610-621.
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probado mediante estudios de estructura-actividadajpresencia de un grupo NH-(CS)-
NH es esencial para dicho efettbDe especial interés es la actividad antitumoral de
ciertas familias de tioureas, con un amplio rang@ctividades contra varias leucemias y
tumores solidos debido a su actividad inhibitobatca los receptores de tirosina quinasa
(RTKs)*? las proteinas tirosina quinasa (PTRSy las quinasas dependientes de la
ciclina (CDKs),'* que juegan un papel importante en la divisionofiferacion celular.

Las tioureas también se usan en otros &mbitos gamejemplo en la industria
del caucho como aceleradores, ejemplos de elldadg)N’-dietiltiourea, dibutiltiourea y
difeniltiourea’®® La capacidad del grupo tioureido de formar enlatesidrégeno ha
propiciado su uso como receptores de ani8h&Sy en el &mbito de la organocatali&is;
actualmente, este tipo de derivados emplean satsf@mente como catalizadores en
sintesis asimétrici;*"°como por ejemplo en reacciones de Suzuki y Heekidd a la
resistencia de los enlaces del grupo tioureido atelaperatura, al aire y a la
humedad.**"

Estos derivados también son utiles como agentefatgutes debido a su
habilidad para coordinarse con metdféspjemplos del aprovechamiento de esta
capacidad coordinativa son el empleo de tiourdds’ disustituidas en separacion

cromatogréfica y determinaciones fluorimétrit4s’>

139 Todouloul, 0.G; Papadaki-Valiraki , A.E.; Filippat E.C; Ikeda, S., De Clercq, Eur. J

Med. Chem1994 29, 127-131

10Kang, 1.J.; Wang, L.W.; Hsu, S.J.; Lee, C.C.; Lé&.; Wu, Y.S.; Yueh, A.; Wang, J.C.; Hsu,

T.A.; Chao, Y.S.; Chern, J.Hioorg. Med. Chem. Let2009 19, 6063-6068.

181 Galabov, A.S.; Galabov, B.S.; Neykova, NJAMed. Chem198Q 23, 1048-1051.

%2 Ullrich, A.; Schlessinger]. Cell 199Q 61, 203-212.

3 Hubbard, S. R.; Till, J. HRev. Biochen200Q 69, 373-398.

%4 Sun, J.; Lv, X.H.; Qiu, H.Y.; Wang, Y.T.; Du, Q;R.i; D.D.; Yang, Y.H.; Zhu, H.LEur. J.
Med. Chem2013 68, 1-9.

185 Martinez Gonzalez, M.C.; Goday Bujan, J.J.; Alntadvl.; Fonseca, EActas Dermosifiliogr.
2009 100, 317-320.

%6 Doyle, A.G.; Jacobsen, E.lChem. Rev2007, 107, 5713-5743.

17 Svetlana, B.T. Eurl. Org. Chem2007, 1701-1716.

%8 Sibi, M.P.; Itoh, K.J. Am. Chem. So2007, 129, 8064-8065.

189 Takemoto, Y Chem. Pharm. BulR01Q 58, 593-601.

10yeboah, E. M. O.; Yeboah, S. O.; Singh, GT&rahedron2011, 67, 1725-1762.

"yang, D.; Chen, Y.C.; Zhu, N.XOrg. Lett 2004 6, 1577-1580.

2 pai, M.; Liang, B.; Wang, C.H.; Chen, J.H.; YaZgQrg. Lett 2004 6, 221-224.

173 Binzet, G.; Kavak, G.: Kiilcii, N.; Ozbey, S.; FlérkJ.; Arslan, HJournal of Chemistry2013
1-9.

Y* Coch, R.K.; Sacht, C.; Grimmbacher, T.; Bourn&.\fr. J. Chem1995 48, 71-177.

5 yesilkaynak, T.; Binzet, G.; Emen, F.M.; Florke,; Wulcu, N.; Arslan, HEur. J. Chem201Q
1, 1-5.
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Por otra parte, las interesantes propiedades dgelasoureas han despertado el
interés por el desarrollo de su sintesis en lomadt afios. Motivo de ello han sido las
propiedades bioldgicas exhibidas por algunas @es;ell modo de ejemplo, la selenourea
149 presenta actividad antifingica frente a Rhizotonia solani® mientras que la
selenoured 50 muestra actividad inhibitoria frente a la tiros@a€omo se ha expuesto
anteriormente, los compuestos de selenio jueggoapel primordial en la actividad de
péptidos y proteinas; en este contexto recienteamdidémantha y Sureshbabu
describiero’ la sintesis de selenoureido peptidomiméticos ddds de aminoacidos,

como la selenourea derivada de-nilalaninal51 (Figura 3.1).

Se Se H H O
H,C N N.,
Ph Se p

Ho
h
149 150 151

Figura 3.1.Selenoureas de interés biolégico

En la bibliografia se encuentran numerosas técnieas la obtencion de tio y
selenoureas (Esquema 3.7).Como ejemplos de ellogl ezaso de la obtencion de
selenoureas sea descrito la reaccion entre diaaripecos y selenio elementdl,y el
uso del agente LiAIHSeH con carbodiimiddscon cianoamida¥® o con cloruros de
selenocarbamoil8™ En cuanto a la obtencion de tioureas, se ha tesdrempleo del
agente LiAIHSH con cianoamidd¥,y el tratamiento con k6 de carbodiimida¥? Sin

embargo, el método mas utilizado es el acoplamiedicecto entre

isotio(seleno)cianatos y amind¥!®

176 zakrzewski, J.; Krawczyk, MPhosphorous Sulfur Silicon Relat. EIe?009 184, 1880-1903.
" Hemantha, H. P.; Sureshbabu, V.JVPept. Sci201Q 16, 644-651.

"®Zhou, Y.; Denk, M. KTetrahedron Lett2003 44, 1295-1299.

"9 shihara, H.; Koketsu, M.; Fukuta, Y.; Nada JEAmM. Chem. So2001, 123 8408-8409.

180 Koketsu, M.; Fukuta, Y.; Ishihara, Aletrahedron Lett2001, 42, 6333—6335.

181 Koketsu, M.; Fukuta, Y.; Ishihara, H. Org. Chem2002 67, 1008-1011.

182 Garcia, J.M, Ortiz, CAdv. Carbohydr. Chem. Bioche®00Q 55, 35-135.

183 Marquez, J. M.; Lopez, O.; Maya, |.; Fuentes, @mBndez-Bolafios, J. Q.etrahedron
Lett.2008 49, 3912-3915.

184 6pez, O.; Maya, |.; Fuentes, J.; Fernandez-BalafoG Tetrahedron2004 61-72.
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R

/

9 @ .
CIN=C-N_ +LIAIHEH RN=C=NR' +HS
Cl

N/

Hon =
RN=C=NR' +LiAHSeH —— > R 3 R <« RHN C-NHR' +Se
E

E=Se 6 S R-NCE + R'NH,

Esquema 3.70btencién de tio y selenoureas.

El uso de las selenoureas como intermedios siagétstd ampliamente descrito
en la bibliografia como precursores de heterociclmsteniendo seleni3® entre ellos

destacan la sintesis de selenaztiede selenazolidind® o de selenohidantoina¥.

Las tioureas son también compuestos importantda simtesis de heterociclos,
ya que pueden transformarse en tiazoles, imindineas)y tiohidantoinas, triazinas,

oxazolidinas y selenazole$*'®#'*3por otro parte, el grupo tioureido es una funcién

|182
1

versatil;® que puede transformarse a su vez en otros grupusohales tales como

Sl94,195
)

urea: carbodiimida¥® o guanidinas? ' Otras tioureas han sido extensamente

18 | 6pez, O.; Maza, S.; Ulgar, V.; Maya, |.; Fernandolafios, J. GTetrahedron2009 65,
2556-2566.

18 Ninomiya, M.; Garud, D. R.; Koketsua, M. Heterocycles201Q 81, 2027-2055.

¥ Maza, S.; Lépez, O.; Martos, S.; Maya, |.; FernarBlelafios, J. GEur. J. Org. Chem2009
5239-5246.

18 Koketsu. M.; Nada, F.; Ishihara, Bynthesi€002 195-198.

189 Kasmi, S.; Hamelin, J.; Benhaoua, Fetrahedron Lett1998 39, 8093-8096.

190 Kidwai, M.; Venkataramanan, R.; Dave, Breen Chem2001, 3, 289-279.

91 Ansu, D.; Kapil, A.; Meha, SSynth. Commur2004 34, 1141-1155.

192 Hinelt, U.; Schultheis, D.; Jager, S.; lindenmalve; Pollex, A.; Beckmann, H.S.etrahedron
2004 60, 9883-9888.

193 Bellina, F.; Cauteruccio, S.; Rossi, Retrahedron2007, 63, 4571-4624.

1% Elbert, T.;Cerny, M.Collect. Czech. Chem. Commu985 50, 2000-2009.

199 6pez, O.; Maza, S.; Maya, |.; Fuentes, J.; Feraasiblafios, J.GTetrahedron2005, 61,
9058-9069.

1% | inkleter, B. A.; Bruice, T. CBioorg. Med. Chem. Lett998 8, 1517-1520

" Dempcy, R. O.; Browne, K. A.; Bruice, T. &.Am. Chem. Sot995 117, 6140-6141.

%8 Marquez, J. M.; Lopez, O.; Maya, |.; FuentesFémandez-Bolafios, J. Getrahedron
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3. Tio y selenoderivados con fragmentos catecol

utilizadas en sintesis enantioselectiva en reaesiaitro-Mannich, aza-Henry y adiciones

de Michaelt®*%°3.1.4. Catecolaminas

El L-R-dihidroxifenil-2-aminoetanol o norepinefrina es un compuesto
perteneciente a la familia de las catecolaminas,emgloba a la adrenalina, epinefrina y
norepinefrina, y que estructuralmente se caraetenmor poseer un fragmento catecol y
un grupo amino.

OH |, OH
HO NH, HO N HO NH,
HOD/\/ HO HO
Dopamina (152) Epinefrina (153) Norepinefrina (154)

La biosintesis de catecolaminas tiene lugar arpdetila tirosina, que puede
sintetizarse en el higado a partir de la fenilaano provenir de la dieta. El proceso esta
catalizado por cuatro enzimas: la tirosina-hidiemsal (TH), la L-aminoacido aromatico
descarboxilasa (LAAD), la dopaminghidroxilasa (DBH) y la feniletanolaming-

metiltransferasa (FNMT) (Esquema 2.8), siendo Iengra etapa la que limita todo el

procesd™?
I m j©/\/
HO 2 HO 2 HO
L-Tirosina (155) L-DOPA (156) Dopamina (152)

OH |, J OH
HO HO

Epinefrina (153) Norepinefrina (154)

Esquema 3.8

Lett. 2008 49, 3912-3915.
1%9yoon, T.P.; Jacobsen, E.Angew. Chem. Int. Ed. Engl005 44, 466-468.

20 Okino, T.; Nakamura, S.; Furukawa, T.; TakemotoQYg. Lett.2004 6, 625-629.
21 Huang, H.B.; Jacobsen, E.0l.Am. Chem. So2006 128 7170-7171.

292xu, L.; Chen, X.; Sun, B.; Sterling, C.; Tank, A.\®tain Res2007, 1158 1-10.
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3. Tio y selenoderivados con fragmentos catecol

Aunque similares en estructura, tanto la dopamow@no la epinefrina y
norepinefrina desempefian diferentes roles en ah@mo, de modo que la norepinefrina
se encarga de la transferencia de impulsos a tegnBriones nerviosas simpaticas,
mientras que la epinefrina actia como vasopresstignulador cardiaco, e interviene en
el control y del volumen y presion sanguif€aRor su parte, la dopamina actiia como
neurotransmisor en los sistemas nerviosos cenpatiférico’

Las catecolaminas y sus metabolitos desempefianapel gmportante en el
sistema nervioso central y periférico, ya que ssgmcia 0 ausencia esta relacionada con
numerosas enfermedades neuroldgicas, psiquiateindsgrinas y cardiovascularésEn
1970, Adolfsson estudio la relacion de la conceitdra de estos compuestos con la
enfermedad de Alzheimer, descubriendo que la coramdn de dopamina y
noradrenalina en tejido cerebral de pacientes stmdiagndstico era significativamente
baja?®® Desde entonces, se han llevado a cabo numerdsaosssobre la relacion de la
concentracibn en plasma y diferentes tejidos dea damilia de compuestos,
estableciéndose una clara relacion entre éstoshadénfermedat’ Esta familia de
compuestos también se ha relacionado con otrasiafies como la esquizofrenia, y
trastornos como la depresith.

Las catecolaminas, debido a su elevada polaridadpn capaces de atravesar la
barrera hematoencefélica, por lo que el cerebicsisEema nervioso central dependen de
la sintesis enddégena de estos compuestos. Pommesieo, la busqueda de nuevas
estrategias para solventar esta limitacion es clama el tratamiento de muchas
enfermedades. Ejemplos de estas estrategias @wmnsst la derivatizacion del grupo
amino o en sustituciones en el anillo aroméatidomodo de ejemplo, Goodman y
colaboradores desarrollaron de este modo la fap@iaompuesto$57 (Figura 3.2) que
demostré tener actividaf-adrenérgicd”® mientras que Ye, por su parte, propuso la

sintesis de compuestos de la famllt8 (Figura 3.2), que demostrd tener propiedades en

% Goodman, M.; Verlander, M.S.; Jacobson, K.A.; Mefm&.L.; Castagnoli, N1982 Patt.
Appl. US337207A.

** Smidt, M. P.; Smits, S. M.; Burbach, J. P.Br. J. Pharmaco}.2003 480, 75-88.

2% Eisenhofer, G.; Kopin, 1.J.; Goldstein, DEharmacol. Rey2004,56, 331-349.

298 Adolfsson, R., Gottfries, C. G., Roos, B. E., Wath B.Br. J. Psychiatry1979 135, 216-223.

297 Lju, L.; Li, Q.; Li, N.; Ling, J.; Liu, R.;Wang, Y Sun, L.; Chen, X.H.; Bi, K. Sep. Sci2011,
34, 1198-1204.

*% Goodman, M.; Verlander, M.S.; Jacobson, K.A.; Mefimii.L.; Castagnoli, N. US Pat. Appl.
1980 US4337207A.

77



3. Tio y selenoderivados con fragmentos catecol

el tratamiento de desordenes metabolicos (obesigaturopsiquiatricos (depresion,

ansiedadj®

OH

a)  HO N R b)
n
o CHs O
157 158
R=-OH, -NHR' R= H, C1_4 alquilo
R'= ;f R2=R3 H, C1_12 aquilO, C3-12

\©\/\/ cicloalquilo/heterocicloalquilo, Co_42
alquenilo/heteroalquenilo/cicloalquenilo, C5_15

alquinilo/heteroalquinilo/cicloalquenilo, carbonilo

’rr\@\ \©\ R4= Rs=Rg= H, OH, halégeno, alcoxilo
OCH3 CF

Figura 3.2

Nuestro grupo de investigacion ha llevado a catsingesis de las tiourea§9a-
e y de las selenoureds$0a-, que incluyen en su estructura el fragmento decoat
mediante reaccion de iso(tio)selenocianatos arcpstly alifaticos con hidrocloruro de
dopamina. Estos compuestos mostraron ser potentésxidantes, ademas, las
selenoureas mostraron ser eficaces inductorea dpdptosis en las lineas celulares A-
375 (melanoma), SF-268 (glioblastoma) y NCI-H46in@er de pulmoriy.

HO NN
D/\/ \H/ \R
E
HO
E=S  159a R= Me E=Se 160a R= Ph

159b R= n-Bu 160b R= tolilo
159¢ R= p-CH3CH6H4 160c R= p-MeO-Ph
159d R= PhCH2
159e R= Ph

*®ye, Kegiang. Pat. AppR01Q WO2010107866A2.
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3. Tio y selenoderivados con fragmentos catecol

3.2. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se describe la sintesis de tielgnederivados con fragmentos
catecol con diversas funcionalidades y a travédifdeentes rutas, tal y como se mostrara

en los siguientes apartados.

3.2.1. Esterificacion del hidroxitirosol con aciddipoico

En este apartado se describe la sintesiégiet derivado del hidroxitirosol con el
acidoa-lipoico 9, hemos desarrollado un procedimiento alternatimsaempleados por

140

Bernini y colaboradores en la sintesis de este westp.” Asi pues, mostraremos una

ruta sintética mas corta, selectiva y que presciteléa proteccion previa de los grupos

Mo\/\@m

© OH

hidroxilo fendlicos.

En primer lugar, se ensayo la sintesis del éstavad®d del acido lipoico y el
hidroxitirosol mediante la reaccion de Mitsunobwnsta reaccion puede esterificarse
de forma selectiva el grupo hidroxilo alifaticon sjue sea necesaria la proteccion de los
hidroxilos aromaticos. Esta reaccion se llevd aocaén primer lugar, utilizando
trifenilfosfano (TPP), diisopropilazodicarboxila®lAD) en tetrahidrofurano (THF) bajo
atmosfera inerte y a temperatura ambiente, quela®rcondiciones clasicas de esta
reacciort'® No obstante, fue imposible aislar el producto pwo;la bibliografia esta
ampliamente descrita la frecuente dificultad eeliminacion de los subproductos de la

reaccion (6xido de trifenilfosfina e hidrazina delAD).?** Por este motivo, se han

219 Kumara Swamy, K. C.; Bhuvan Kumar, N. N.; Balaramén Pavan Kumar, K. V. FChem.

Rev.2009 109 2551-2651
“Happendino, G.; Minassi, A.; Daddario, N.; Bianchi; Tron, G. COrganic Lett.2002 4, 3839-
3841.
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3. Tio y selenoderivados con fragmentos catecol

descrito numerosas modificaciones de la reaccioMitleunobu, como por ejemplo el
empleo de trifenilfosfina soportada sobre una eegiolimérica de poliestireno y la
sustitucion de DIAD por di-butilazodicarboxilato (DTBA), con objeto de mejoia
separacion del éster de los subproductos de laiéegt” Bajo estas condiciones, a pesar
de llegarse al producto final en un solo paso0god superarse un rendimiento del 17%

(Esquema 3.9).

Se planted una ruta alternativa que implica la easign previa del acido lipoico
en cloruro de lipoilo y posterior reaccion del misoon hidroxitirosol, empleando como
catalizador CeGl El rendimiento obtenido a partir de esta ruta fel 65%,
constituyendo, por tanto, una aproximacion compatif eficaz en la obtencion del éster
9.

1. DTBA, PS-TPP

HO:©/\/OH J\/\/\m THF, N2, rt. \©\/\
+
Y
"o . TFA, CH2CI2
(17%)

Cl,SO

CH,Cl,
CeCly
CH,Cl,
:@/\/ )J\/\/\m 5%

Esquema 3.9

El mecanismo de esta reaccion implica la formad@mn aducto electréfilo entre el
cloruro de acilo y el cloruro de cerio(If)****Este aducto es captado por el grupo
hidroxilo alifatico del HT, de caracter nucledfilogn la consecuente formacion del éster

deseado y cloruro de hidrégeno, y la regeneracbnoldruro de cerio (Esquema 3.10).

2%elletier, J. C.; Kincaid, STetrahedron Lett200Q 41, 797-800.
*8 Torregiani, E.; Seu, G.; Minassi, A.; Appendino,T®trahedron Lett2005 46, 2193—2196.
% |shihara, K.; Kubota, M.; Kurihara, H.; Yamamoto, HAm. Chem. So&995 117, 4413-4414.
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3. Tio y selenoderivados con fragmentos catecol

CeClj R'OCOR + HCI
ROCI

ROCI-CeCl, R'OH

Esquema 3.10

3.2.2. Sintesis de tioderivados del cloruro de 3gdhidroxiacetofenona

En este apartado proponemos la sintesis de diveostesivados partiendo de 2-
cloro-3',4’.dihidroxiacetofenona. La importancia tis propiedades bioldgicas de los
compuestos organosulfurados y los polifenoles, ridasen la Introduccion General de
esta Tesis Doctoral, justifica la busqueda de raiemas y estructuras que contengan este

elemento.

Concretamente, hemos llevado a cabo la preparadéntioacetato de 2-
tioacetato-3’,4’-dihidroxibenzofenonbl empleando dos metodologias sintéticas: por un
lado, acetilacion de los hidroxilos fendlicos #62 con cloruro de acetilo en medio
basico, seguido de desplazamiento nucleofilic@atieho de cloro por tioacetato potasico
y desproteccion de los hidroxilos aromaticos emmleak,CO; (23% de rendimiento
global para las tres etapas). Alternativamente,esgsayd la obtencion del mismo
compuesto en una sola etapa por desplazamientialulel &tomo de cloro dE63 por
tioacetato potasico en el derivado desprotegide&sts caso, el rendimiento fue del 30%

para una sola etapa sintética (Esquema 3.11).
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3. Tio y selenoderivados con fragmentos catecol

0 (45%)

o) (6]
HOD)VC. e Ao a oj@)g D)V
HO CHyClp Butanona,A AcO
162

163 (75%)

67%| KoCOs (0. 25 eq.)
CH,Cly- MeOH 1:1

O
L-Ascorbato sédico, )J\SK Q
HO. SAc
Butanona, A, 6 THF 40°C HO
30% 1

Esquema 3.11

Se intento aislar el tiol derivado dé a partir de dos rutas, la primera de ellas
mediante desacetilacion promovida por cloruro detila¢ sin que se lograran los
resultados esperados, y mediante hidrélisis aciada HCI 2N, proceso que tampoco
funciond. Habria sido esperable la formacion, tafgotiol 163 como del disulfurd.64,

obtenido por oxidacion espontanea de aquel (EsqGel2a.

0 0
AcO SAc HCI 2N- MeOH 1:1 HO SH
40°C _
AcO HO 164 +
10
H
o 0
0
)J\ HO S\S OH
Cl o)
CHCl,- MeOH 1:1 HO
165
0
HO SH

HO
164

Esquema 3.12

Dado el potencial interés del compuesto con unadfshmento catecol y puente
disulfuro, se intentd una ruta alternativa paraistencion mediante el empleo de NaHS

en tanto en butanona como en DMF, tanto a t.a. aGpticando un calentamiento suave
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3. Tio y selenoderivados con fragmentos catecol

hasta 55 °C. Sin embargo, este procedimiento éegyalmente infructuoso (Esquema
3.13).

H
HO i Cl 0 7
HO DMF, 55°C, Ar O

162 166

Esquema 3.13

Se planted una ruta para obtener del disulfit@ partir del63 llevandose a
cabo la reduccion del mismo con NaHB(OA®n medio acido, obteniéndose el
compuestdl2 con un rendimiento del 79%ksquema 3.14). La posterior desproteccion
de los hidroxilos fenélicos en medio basica@Ks) condujo al cloroderivado con todos
sus grupos hidroxilos desprotegidos; algo que tdmise consiguid mediante un

procedimiento de proteccién-desproteccion. (Esquiv)

(0] OH
AcO Cl NaHB(OAC)s, AcOH AcO Cl
AcO ta, Ar AcO
163 o 12 (79%)
)J\C| ,TEA

CHoCly, t.a CH,Cl,-MeOH 1:1

OH

Qhe KoCOs HO Cl

AcO Cl CHQC|2-MeOH 1:1

AcO HO
13 (56%) 167 (54%)

Esquema 3.14

De nuevo, al igual que ocurrié para su anal@g@ con los grupos hidroxilo
aromaticos desprotegidos, el tratamientol@econ NaHS para la obtencién dd no

consiguio los resultados esperados (Esquema. 3.15)
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OH

Al
AcO Cl oH e
. A -
NaHS - nH20 R cO SS OAc
OH
14

DMF, 55°C, Ar
AcO ACO

12
Esquema 3.15

Al trasladar la metodologia anteriormente ensaysaudae el cloroderivad@63
sobre el compuestt0, la reduccion con NaHB(OAg)en medio &cido condujo a la
formacion del disulfurol4 con los hidroxilos en posicion bencilica reducidaa
posterior desproteccion de los hidroxilos fendlieos condiciones bésicas, que resultd
eficaz para el caso del cloroderival®?) no logré la desproteccion en el caso del disalfur

14 (Esquema 3.16), Sino que supuso su descomposicion.

0 OH Ohc
AC©:@)&“C NaHB(OAc)3, AcOH ACO:@)\/S\S OAc
ta., Ar OH
AcO
0 o AcO 14 (49%)
K,CO3
CH,Cl,-MeOH 1:1
OH
OH
HO S
H
HO ©
168

Esquema 3.16

La formacion del compuestit? se corroboré mediante RMN, ya que, por
una parte, se observo la pérdida de uno de loatdostobservandose tan sélo una
sefial a 2.30 ppm correspondiente a los cuatrol@eetiomaticos, mientras que
no se observo la aparicion del triplete caraciedstel grupo SH en torno a 1.6

ppm. Desafortunadamente, ninguno de los experimmed# espectrometria de
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3. Tio y selenoderivados con fragmentos catecol

masas llevados a cabo (Cl, LSIMS, &kctrospray dio informacioén concluyente

sobre el pico molecular o pseudomolecular.

3.2.3. Sintesis del oxirano derivado del vinilcatet di-O-protegido del hidroxitirosol

y apertura regioselectiva con selenoderivados

Siguiendo la ruta sintética previamente optimizaata nuestro grupo para
tioderivados del hidroxitirosdl® se plantea la sintesis de selenoderivados quergart
ademas un fragmento de tipo catecol, con el fiprdbar la posible sinergia en cuanto a
actividad antioxidante proporcionada tanto poragéécol como por el atomo de selenio.

Para ello, se lleva a cabo la sintesis del oxitefbbmediante una modificacion
del procedimiento descrito por Dondoni y colaboradf'™® en dicho procedimiento, el
hidroxitirosol parcialmente protegid@3se transformo en el yododerivati®d mediante
tratamiento con,| trifenilfosfano e imidazol. El tratamiento en nedésico (NaH) de
este condujo al vinilcatecol protegid@0 que fue epoxidado mediante tratamiento con
Oxona®, para dar lugar B/1 con un 42% de rendimiento global para las trepasta
(Esquema 3.17).

“Maria de los Angeles Lépez Garcia, Tesis Doctaraiyersidad de Sevill&011.
“%Cheshev, P.; Marra, A.; Dondoni, Barbohydr. Res2006 341, 2714-2716.
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O
(:( D/\/OH l,, imidazol, TPP (:COD/\/I
o THF o

NaH
DMF
O Oxona®,
(:( D/Q NaHCOs aq., acetona (:( D/\
170 (84%)

171 (83%)

@—s’;se@

K,COs3, rongalita

DMF /@
S

e

s@eansle@ran

15 (54%) 16 (4%)

Esquema 3.17

La apertura regioselectiva del epéxido con disetlerde difenilo se consiguid
mediante el uso de Rongalita® y K,CO; en DMF a temperatura ambiente. La
Rongalita es un agente que promueve la rotura teesdisulfuro y diseleniurg:®

como se muestra en el esquema 3.18.

O NAHSO,-CH,0-2H,0
A, *RSeSeR il R')\(SeR
R' R" DMF, t.a.
R“

Esquema 3.18

Esta reaccion condujo a la mezcla de los dos sgimrosl5 (procedente del

ataque del selenonucledfilo en la posicion menettsida del epdxido) ¢6, que fueron

2" Guo, W.; Chen, J.; Wu, D.; Ding, J.; Chen, F.; WuTetrahedror2009 65, 5240-5243.
218 Ganesh, V.; ChandrasekaranSgnthesi2009 267-3278.
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purificados mediante cromatografia en columna ébbtelose unos rendimientos del 54 y
4% respectivamente.

Los dos regioisomeros obtenidos se pudieron idemtiimediante sus espectros
de'H-RMN. En el caso del regioisémero mayoritariodistingue un doble doblete que
integra para un proton (4.61 ppm) y que correspahgeoton del carbono en posicion
bencilica. Los protones del metileno aparecen cdo® dobles dobletes (3.23 y 3.06
ppm) debido a que el centro estereogénico en la&iponsbencilica los convierte en
diastereotépicos. Por su parte, para el regioisomenoritario resultante del ataque del
selenonucledilo en la posicion més sustituidayeigm del carbono en posicion bencilica
aparece como un triplete (4.29 ppm) presenta uriphiaidad de triplete, mientras que
los protones de metileno aparecen como un mukipket este caso, se distingue la sefial

correspondiente al proton del hidroxilo como upléte ancho (Figura 3.3).

:
CHbSe OH 8
CHaSe —
CHOH i I oH k;/ U t) Fe
i J I —0 F
| } 5\.
b L N PR = e ., (L s P TRE———
f/‘\ -8
] [
S¢ */J
0. L_OH
N a XN N -8
CHse CH,0H E j O/ N
kM N0 o
I PRIPUD SN NV ™
o

45 40 35 30 25 20 [ppm)

Figura 3.3

Finalmente, se intentd la desproteccion de los okitlrs arométicos del
compuestdl5 empleando BBf'° como alternativa al a hidrogenacion cataliticag qo
es viable para compuestos organoselénicos al emxeseeel catalizador por el selenio.
Sin embargo, y contrariamente a lo ocurrido a fedagos de azufre, esta desproteccion

no fue satisfactoria, produciéndose la descompsibél compuesto (Esquema 3.19).

“9Barluenga, J.; Aznar, F.; Palomero, MJAOrg. Chem2003 68, 537-544.
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OH OH
: CO Se. i BBr3, CH,Cl, HO Se
-78°C a t.a. HO \/:

15 172

Esquema 3.19

3.2.4. Sintesis de tio y selenoureas derivadas denbrepinefrina

En este apartado se describe la sintesis de nselesoureas derivadas de la
norepinefrina que incluyen en su estructura elnfrigto catecol, mediante reaccion de
isoselenocianatos aroméaticos y alifaticos. El olajeeés combinar en la misma molécula
un fragmento de catecol, y una unidad de tipo tionaelona, que puede conferir
interesantes propiedades biolégicas a los compmugsgparados. Se llevara a cabo un
estudio sencillo de estructura-actividad paradiisc la influencia del &tomo de azufre o
selenio, asi como la naturaleza de los grupos lalquiarilo en las propiedades

antioxidantes y antiproliferativas de los produdinales.

Para proceder a la preparacion de los isoseleraiomise ha llevado a cabo una
modificacion de la metodologia descrita por Barjooolaboradoréd® desarrollada en
nuestro grupo de investigaciéi?*’ De esta manera, en primer lugar se lleva a cabo la
transformacion de las alquil/aril aminas en lagespondientes formamidas mediante

tratamiento con formiato de etilo, en presenci&d®H como catalizador acido.

A continuacion, las formamidas son transformadais@selenocianatos mediante
un procedimientan situen dos etapas; en primer lugar se genera unnsmimtermedio
por deshidratacion de las formamidas promovida tpfosgeno, y dicho isonitrilo se
transforma en isoselenocianato mediante reacciorselenio negro elemental (Esquema

3.20), cabe destacar que el trifosgeno es un staséficaz del fosgeno, sin la toxicidad y

220 Barton, D.H.R.; Parekh, S.I.; Tajbakhsh, M.; Themdis, E. A.; Tse, C. LTetrahedron1994
50, 639-654.
221 Fernandez-Bolafios, J. G.; Lépez, O.; Ulgar, V.y&d.; Fuentes, Jletrahedron Lett2004
45, 4081-4084.
22| ¢pez, O.; Maza, S.; Ulgar, V.; Maya, |.; Fernéan@olafios, JTetrahedron2009 65, 2556-
2566.
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riesgo inherentes a este. De este modo se simtetizas formamidas 173 y 174 y las

isoselenoureak/6-178.

HCOOEt Trifosgeno Se negro
R-NH; ——— R-NHCHO R-NC — R-NCSe
AcOH Et;N CH,Cly, A
CH,Cl,

() (i (i)

(i) 173 (ii) 174 (iii)177 (iii) 178
(iii) 175 (iii)176

CH3

Esquema 3.20

Los isotiocianatos empleados han sido comerciakdgp el isotiocianato de-
naftilo, el cual se ha preparado a través de urdifizacion del procedimiento descrito
por Avalos Gonzélez y col. para la preparacién detidcianatos derivados de
carbohidrato$? consistente en el tratamiento denaftilamina con tiofosgeno en un
sistema trifasico de -CH,Cl,-CaCQ (Esquema 3.21). El isotiocianatb/9 fue

obtenido con un 98% de rendimiento.

NH, NCS
tiofosgeno, CaCO3
OO CH,Cl»-H,0, t.a. OO
179 180 (99%)

Esquema 3.21

2 Avalos Gonzélez, M.; Fuentes Mota, J.; Gomez Moeter.; Jiménez Requejo, J.L.;
Palacios Albarran, J.@arbohydr. Resl986 154, 49-62.
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3. Tio y selenoderivados con fragmentos catecol

Finalmente, el acoplamiento de la norepinefrinalosnsotio(seleno)cianatos en
metanol condujo a las correspondientes tio(sel&as)rcon rendimientos de moderados

a excelentes (28-93%) (Esquema 3.22) en un procattimexperimentalmente eficaz y

sencillo.
OH OH y 4
HO NH,-HCI RNCX, Et;N HO N_ _N.
2 - TR
MeOH, t.a., Ar X
HO HO
X=S 17 (56%) 18 (72%) (28%) 20 (43%)
X=Se - 24 (53%) - -
X=S 21 (81%) 2 (53%) 3 (72%)
X=Se 25 (70%) 26 (89%) 27 (93%) -

Esquema 3.22

Los datos espectroscopicos confirman las estricpn@puestas. En los espectros
de 'H-RMN se puede distinguir en todos los casos ureddbblete a 4.71-4.85 ppm
correspondiente al proton del carbono en posicahtitica, que porta el grupo hidroxilo,
y por tanto mas desapantallado. Ademas, se puestevalo que los protones del metileno
unido a nitrégeno aparecen como dos sefales difadtas debido a que el centro
estereogénico en la posicion bencilica los conteien diastereotopicos. Aunque la
multiplicidad no puede apreciarse para todos losogaen la mayor parte puede
distinguirse al menos para uno de ellos una segiaotle doblete. En los espectros de

*C-RMN se observa la aparicion en todos los casaiiales entre 189.9 y 179.1 ppm
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3. Tio y selenoderivados con fragmentos catecol

gue confirman la presencia de los fragmentos tieelenoureido en las estructuras

propuestagTabla 3.1).

Tabla 3.1. Desplazamientos quimicos seleccionados para lopwestos 17-27.2 En CD;OD.
°En (CD;),CO

Comp. 17 1& 19 200 217 22 23 24 255 26 27
C=S  183. 1825 1845 1838 182.0 1835 182.4

5
C=Se - - - - - - 179.9 179.3 179.1 180.1
CHO 472 479 472 471 478 474 1824 479 485 4.8576
H 4.80
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4. SINTESIS DE DERIVADOS PEPTIDICOS POLIFENOLICOS DERIVADOS
DE L-AMINOACIDOS.

4.1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

4.1.1. Acoplamiento peptidico

La formacion de enlaces peptidicos es una operatddran importancia en la sintesis
de numerosos productos bioactivos. No en vanoPla food and Drug Administratignha
aprobado numerosos farmacos que contienen péptidosu composicién; en la actualidad
existen en el mercado mas de 60 farmacos de negarpkptidica y mas de 500 se encuentran
en distintas fases previas a su aprobafibrLas aplicaciones en el ambito médico y
farmacéutico abarcan el tratamiento del cancer sprdienes metabdlicos como la diabetes,
obesidad y osteoporosis, y otras afecciones comggias, desordenes inmunolégicos y
enfermedades cardiovasculaf@s.

No obstante, el acoplamiento peptidico no es umeaacn trivial, ya que requiere de
procesos de proteccion-desproteccion, asi comouslel de activadores para potenciar la
reactividad del grupo carboxilo.

En el jError! No se encuentra el origen de la referenciase muestra el esquema
general de la reaccion de un acido caboxilico ecoaminoacido cualquiera, para dar lugar a la
amida a través de la consecuente formacion detepleptidico.

Enlace peptidico

0 R O 1O iR

)]\ + ) < e ; OR4
Ry~ “OH H,N  OR; R ”

1 1 O
Aminoacidlo  TT77T
Amida peptidica

Esquema 4.1

4.1.2. Grupos protectores en la sintesis peptidica.

La sintesis selectiva de derivados peptidicos eldgaroteccion previa de los grupos
amino o carboxilo que no estén implicados en ladiéa, con objeto de eliminar subproductos

que impliguen la participacibn de dichos grupos l&nreaccion. Con esta proteccion se

224 Mullard, A. Nat. Rev. Drug. Disco2013 12. 87-90.
225 Ayoub, M.; Scheidegger, .BChim. Oggi 2006 24, 26-48.
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4. Sintesis de derivados peptidicos polifenéliesvddos de L-aminoacidos

incrementa ademas la solubilidad de los reactivodisolventes organicd® El carboxilo del
aminoacido normalmente se protege mediante estaifin. Una opcion muy popular son los
ésteres de bencilo, ya que se pueden eliminamféote por hidrogenacion. Otros grupos

protectores usados han sido los ésteres de feribg, ésteres alquilicos, como los metil ésteres.

4.1.3. Métodos de acoplamiento peptidico

La gran mayoria de los métodos de acoplamientogoueglicarse tanto en disolucion
como en fase sélida; ésta Ultima aproximacion eeadollada por Merrifield en los afios 60, y
resulta especialmente (til en la obtencion de plgtidos’”’ El acoplamiento peptidico en fase
solida implica el uso de una resina poliméricaifi@sle Merrifield, Wang, etc.) donde se
produce el anclaje del primer aminoacido, lo caaparmitido su automatizaciéf.

Los métodos de acoplamiento peptidico pueden dbadén dos grandes grupos: los
basados en la utilizacion de reactivos que actinasitu al acido carboxilico y aquellos otros
que se basan en la utilizacion de especies activdelapropio acido carboxilico que han sido

previamente preparadas, aisladas y purificddas.

La simple mezcla de un acido carboxilico y un amdater solo proporcionaria la
correspondiente sal de amonio, por lo que pararlavwcabo la formacidn del enlace peptidico
de forma adecuada es necesario que el grupo chrlamhidcido sea activado. Basicamente, la
activacion consiste en el reemplazo del grupo Rittralel acido carboxilico por un grupo que
actie como buen grupo saliente, de modo que pusdatacado por el grupo amino del
aminoéstef?® El mecanismo de actuacién del acido activado sestra en eksquema 4.2,

donde X representa cualquier grupo activante deinmi

o) 0]
0 OR
c + HN~2\DOR3 > HN‘gL T+ X
R{ X 2 R—§ R
R2 1 ) 2
Esquema 4.2

Acoplamiento peptidico a partir de haluros de acilo
La sintesis peptidica basada en el empleo de obde acilo fue descrita por primera

vez por Emil Fischer en 1903. Consiste en la caidrrdel carboxilo en el cloruro de acilo

226 gstock, R.P.Sintesis de péptidp2007, Universidad Nacional Auténoma de México, Insttute
Biotecnologia.

227 Merrifield, R.B. J. Am. Chem. Sot963 85, 2149-2154.

228 Amblard, M.; Fehrentz, J.A.; Martinez, J.; SulgaMol Biotechnol2006 33, 239-254.

229 3oullié, M.M.; Lassen, K.MArkivoc201Q 189-250.
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correspondiente usando cloruros de fésforo, clodardionilo, o cloruro de oxalilo; seguido de
tratamiento con una amina. Este método activa t@ntarboxilo que limita su uso al producir
reacciones secundarias, como la ciclacion de losurds de acilaminoacidos para generar
oxazolonas y de péptidés.

Tanto en la sintesis en disolucion como en fasdas8e han conseguido fluoruros de

acilo de aminoé&cidos para obtener el enlace peptfatir tratamiento con fluoruro cianaricd.

Fluoruro cianurico (181)

Este método es muy indicado para la incorporaciénachinoacidos con doble

sustitucién alquilica en el carbond™

Acoplamiento peptidico a partir de acil azidas

La principal ventaja en el uso de estos compuestok disminucion del riesgo de
epimerizacion al ser esta especie bastante menotvee que los derivados anteriof&sNo
obstante, esta baja reactividad es también su niagonveniente, puesto que normalmente no
se observa una conversion total. Ademas, es sghigltas acil azidas pueden experimentar una
transposicion de Curtius.

Para llevar a cabo la reaccion, primero se preparaidrazida tratando el éster
carboxilico con hidracina en exceso (Esquema “#3)a hidrazida se convierte en azida
empleando bien &cido nitrico o un nitrito alquiligdfinalmente ésta se hace reaccionar con el
aminioéster dando lugar a la formacion del enlaggigico. El acoplamiento final se efectia a
bajas temperaturas, debido a la inestabilidad nsgda de la acil azida a temperatura

ambiente®®

HzNYCOORy,
0 N2H, HNO, 6 RO-N=0 0
M )OL NH s )OL i R
R{” "OR Ry N2 ACOHHCI  R{” "Ns R™ N
H H OR
Hidrazida Acil azida 0o

Esquema 4.3Sintesis de péptidos mediante acil azidas.

230 Bertho, J.N.; Loffet, A.; Pinel, C.; Reuther, Bennyey, Gletrahedron Lett1991, 32, 1303-1306.

21 \Wenschuh, H.; Beyermann, M.; Haber, H.; Seyd&,; Krause, E.; Bienert, M.; Carpino, L. A.; El-
Faham, A.; Albericio, FJ. Org. Chem.1995 60, 405-410.

232 Benoiton, N.L.; Kuroda, D.; Chen, F.Mnt. J. Pept. Protein Re$982 20, 81-86.
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Una de las reacciones laterales mas comunes eprestimiento es la posibilidad de
producirse una trasposicion de Curtius de la aiilaa que se transforma en el correspondiente
isocianato, que al reaccionar con una amina gdaeua urea en lugar del péptido deseado
(Esquema 4.4°

O
Jeo © A R-NH, 4
R N—\N'EN I R-N=C=O ——> R~ \H/ R
A 4 .
Isocianato )

Esquema 4.4Trasposiciéon de Curtius

Acoplamiento peptidico a partir de anhidridos
Para evitar reacciones secundarias al aplicame&tiedo de activacion, generalmente se

usan Unicamente anhidridos simétricdé-garboxianhidrido$*

O
J P L.
R SO7 R R™ 07 R HN—{
0
Anhidrido simétrico Anhidrido mixto N-carbo(;(ianhidrido
(NCA)

Los anhidridos mixtos carboxilicos, o menos comuntmearbonicos, pueden conducir
a dos productos diferentes en funcion de cual segrupo carbonilo que sufra el ataque
nucleofilico®®* Para disminuir el ataque sobre el grupo carbonilodeseado se utilizan
derivados carboxilicos (o carbonicos) o que poggapos con gran impedimento estérico, por
ejemplo los derivados del &cido pivalico o del bggmocarbonato de isobutffo.

Los N-carboxianhidridos (NCA), anhidridos de Leuchse obtienen por reaccion del
carboxilo a activar con fosgeno. Su mayor ventajgue el Unico producto secundario €$,CO
y su principal inconveniente es su sensibilidaa laumedad y su facilidad para polimeritas
tioanalogos de los NCA (NTA) se emplean preferildata para glicina e histidina, pero son
propensos a la racemizaciéh Los NCA protegidos con uretanos, como por ejemptm
grupos Boc o Fmoc (UNCA) restringen aun mas eluwsdtpcia el carbonilo deseado y evitan

totalmente las reacciones de polimerizaéin.

233 Meienhofer, JThe Peptides, Vol. 1. The Azide Method in Peptigeh®sis 1979 Eds. Gross, E.;
Meienhofer, J. Academic Press, 197-239.

234 Meienhofer, JThe Peptides Vol. 1. The Mixed Carbonic AnhydridetHdd of Peptide Synthesis
1979 Eds. Gross, E.; Meienhofer, J. Academic Pres3,34al.

235 Euller, W.D.; Cohen, M.P.; Shabankareh, M.; BI&rK.; Goodman, M.; Naider, F.R. Am. Chem.
So0c.199Q 112, 7414-7416.
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0
R RO/{ R4
HN~<A\ Ni
04(\S © 04/\O 0
NTA UNCA

R4= Boc, Fmoc

Acoplamiento peptidico a partir de ésteres activado
Existen dos grandes grupos de ésteres activogjelogados deN-hidroxilaminas, y
aquellos que son derivados del fenol con sustitegeatractores de electrones, como los p-

nitro, pentaclorofenil y pentafluorofenil éster@&igura 4.1Y*°
R R
F

O.__R Cl Cl F
Ry O R /@ hig
O
R O O,N cl cl F F
Cl F
Figura 4.1. Esteres activados

Pueden destacarse los siguientes aspectos en deussteres activados para obtener
enlaces peptidicd$®*’
- Proporcionan una sola via de aminolisis, a diféeedel método de anhidridos, que
presentan dos posibilidades.

- El éster activado se puede almacenar.

- El éster activado se puede acoplar a un grupo anoncel grupo carboxilo libre, lo

cual reduce el nimero de etapas sintéticas decpidtedesproteccion.

Los esteres alquilicos sencillos, como los estaedflicos y etilicos, sufren amindlisis a
unas velocidades muy lentas, lo que los hace mog précticos para su utilizacion en sintesis
de péptidos. Sin embargo, los ésteres que incarporduen grupo saliente, como es el caso de
los ésteres fendlicos sustituidos, reaccionan muwcés rapidamente y son utilizados para la

obtencion de péptidos, principalmente en sintesiisolucion’?®

Activacion in situ del carboxilo. Uso de agentes de acoplamiento endintesis peptidica

Otra aproximacion para obtener derivados peptidésogenerar la especie activada del
carboxiloin sity, sin necesidad de ser aislada. En este conte@doadentes acoplantes mas
utilizados son las carbodiimidas, asi como saleanutznio, de aminio, de fosfonio y de uronio.

Las carbodiimidas son los reactivos de acoplamiento mas clasicds tamfase solida
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como en disoluciof®® La reaccién del anién carboxilato y la forma preida de la
carbodiimida conduce a umacilisourea, la cual deriva, mediante reaccién elomminoéster,
a la formacion del enlace peptidico correspondjeytea una urea disustituida como
subproducto. El mecanismo de acoplamiento se nauestel esquema 425.

Esta urea es un compuesto muy estable y por lo tany buen grupo saliente, siendo
la fuerza impulsora de la reaccion. Si se utilimesagundo equivalente de &cido carboxilico, la
O-acilisourea dara lugar al anhidrido simétrico. B$mo modo, si la reaccién se lleva a cabo
en presencia de hidroxilaminas (HOBt o HOAt) conditigo se obtiene el correspondiente
éster activo. Cualquiera de estas tres especietivasg O-acilisourea, anhidrido simétrico o

éster activo, son buenos agentes acilantes.

Jor
R O
(0] @ R O HN H,NT R, O Ry )J\
’ R R
© * HN=C=N ___ ~ _R - OH + NN
R1)J\ 0 R R1)J\ O)\N R1)J\ N H H
carbodiimida o-Acilisourea © urea
protonada
Esquema 4.5

La N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) ha sido ampliamenisada, tanto en sintesis
en fase sélida como en disolucién, desde que g&eppor primera vez en 1955 por Sheehan y
Hess?*® En este caso, el subproducto el -diciclohexilurea (DCU), insoluble en la mayoria
de los disolventes organicos comunes, y por té@tdmente eliminable mediante filtraciéiy.

El hidrocloruro de 1-etil-3-(3'-dimetilaminoprogiBrbodiimida (EDC), debido a la
solubilidad de su urea en disolventes acuososaligente acidos, se utiliza principalmente en

sintesis en disolucién, eliminandose facilmente ssbproducto mediante simples lavadds.

()

C\
N
HaC _\—\
N=C=N N=C=N

\—CH,
DCC (182) EDC (183)

El mecanismo implicado en el uso de carbodiimidasgletalla en el esquema 4.6. Asi
pues, el anidén carboxilato y la forma protonaddadearbodiimida conducen a @Gacilisourea,

forma activada del acido carboxilico; la reacci@stprior de este Ultimo compuesto con el

2% Seehan, J.C.; Hess, GPAmM. Chem. Sod955 77, 1067-1068.

8T El-Faham, A.; Albericio, FChem. Rew2011, 111, 6557-6602.

238 Kiso, Y.; YajimA, H, Ed. Gutte, BPeptides: Synthesis, Structures and Applicatiorep.Z Amide
Formation and Deprotection and Disulfide FromationPeptide Synthesid995 Ed Academic Press,
39-93.
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aminoéster da lugar a la formacion del enlace gieptiy a la salida de la correspondiente urea

disustituida.

J T S
R/ 0" HN=C=N ) O}—”bk__jN\—x )

e R N
cl N 1\ \

NH,
R;00C” "R,
O
2T X
_C. Ry + \N/\/\N N/\
R N | H H
O
184

Esquema 4.6 Sintesis peptidica con carbodiimidas.

La activacion del carboxilo para el acoplamientptjuico también se puede llevar a
cabo mediante el empleo gales de fosfonio. Uno de los reactivos mas usados en la activacion
del grupo carboxilo para el acoplamiento peptidies el hexafluorofosfato de
benzotriazdoliloxi-tris-[dimetilamino] fosfonio (B®), que incorpora un equivalente de
benzotriazol. EI BOP proporciona altos rendimientm pocas reacciones secundarias y sus
subproductos se eliminan faciimefte.Sin embargo, se demostr6 que algunos de los
subproductos son téxicos, como la hexametilfosfmida, una especie con caracter
carcinogénico, por lo que se recomienda sustitpicdiohexafluorofosfato de benzotriazoliloxi-
tris-(pirrolidino) fosfonio (PyBOP), que posee uractividad similar o superior al BGP.Este
es uno de los activadores de carboxilo que se Ipteado en el desarrollo de la presente Tesis
Doctoral.

El mecanismo de reaccion del acoplamiento mediaaioep PyBOP se expone en el
esquema 4.7. En él, el carboxilato obtenido poprb¢snacion del acido carboxilico por la
presencia de una amina terciaria en el medio decid@g ataca como nucledfilo a la sal de
fosfonio para dar lugar a la sal derivada del HQ®droxibenzotriazol) y al correspondiente

derivado de acilfosfonio. Estos ultimos evoluciort@tia el éster, forma activada del acido

239 Castro, B.; Dormoy, J.R.; Evin, G.; Selve, T@trahedron Lett1975 31, 1219-1222.
240 Costel.; Le-Nguyen, D.; Castro, Betrahedron Lett199Q14, 205-208.
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carboxilico, y 6xido de tris(pirrolidino)fosfina,ulsproducto de la reaccidff. El ataque
nucledfilo del aminoéster sobre el grupo carboddd 87 proporciona el péptido deseado y una
molécula de HOB.

PFs
(0] N N/D i { N \
- _N e ,\@I
N="y_0@ R 0 P—Ni:]
N, N N=0._ B P
gele
N J

PyBOP (185)

0 [\
HO o R % Y
N + R(C\N)\WRS N " O=I|3—N<j
N H § .. N,
NH, N )
R,00C” R
188 s 2 187 186

Esquema 4.7 Sintesis peptidica empleando PyBOP

Otro grupo de agentes acoplantes usados en Iasisinke péptidos son lasles de
uronio. Estas sales sustituyen el fésforo de las detagimanterior por un &tomo de carbéffo.
Compuestos como los hexafluorofosfatos de FHggnzotriazol-1-il)-oxi-1,1,3,3-
tetrametiluronio (HBTU) yN-[(dimetilamino)-1H-1,2,3-triazolo[4,3s]piridin-1-ilmetileno]-N-
metilmetanaminio (HATU) poseen una reactividad kimal BOP?*’

Z@ CHs CH,
HsC™ R N

N
,\?/ “CHs

ﬁ N 189 X
@ -
Z 190 X=

Y~ X7 Ng
o)

N
1]

H;
Y=H;
Cl;
H

PFg HBTU
PFs, HATU
PFg, HCTU
BF,, TBTU
BF,, TATU
BF,, TCTU

_I‘
< <
non
OTZ

N
DTy

Figura 4.2. Sales de uronio empleadas en el acoplamiento feptid

Se ha demostrado que el HATU, que posee en su at@léo equivalente de HOAL,

41 Hudson, DJ. Org. Chem1988 53, 617-624.
242 pourtoglou, V.; Ziegler, J.C.; GrasB. Tetrahedron Lett1978,19,1269-1272
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aumenta la velocidad de la reaccién de acoplamiergduce la posibilidad de racemizactéh.

En eljError! No se encuentra el origen de la referenci®. se muestra el mecanismo
general del acoplamiento mediante HATU con un &cithoxilico desprotonado debido a la
presencia de una amina tercigfaAl igual que en el caso de las carbodiimidas elccion
inicialmente deriva hasta ur@acilisourea, evolucionando hasta la formacionpdgitido y la
urea correspondiente, la cual, como en el usoatgllante anterior, es la fuerza impulsora de la

reaccion. La reaccion del éster activado con umaeésier da lugar finalmente a la amida

deseada.
o v NNy HQNYCOORS R1)J\(.).®fii/
1l — .e
c.o 7 % N N
R{".0: \l\? O\ R LN
E I N~ No
6 @ (0]
2.
HATU (190) R1)k§ iii/
/l ®
X NS N N
SNUNT o N | N RGN
—~, — /
R1\ :
NH,
Rs00C” R,
9 Ro N
R1/C‘N)\H/R3 R
H N N
0 \
OH
188

Esquema 4.8Sintesis peptidica con la sal de uronio HATU.

4.1.4. Amidas polifendlicas

En la bibliografia pueden encontrarse algunosig@piméticos constituidos por el
acoplamiento de sistemas polifendlicos, como alcgialico, y aminoacidos y derivados. En
este contexto, Park y colaboradores han descrisintasis de amidas derivadas d®{ay L-

DOPA mediante acoplamiento peptidico de la fornmggida como éster metilico con diversos

| #**cCarping A.;.J. Am. Chem. So&993 115, 4397-4398.
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4cidos polifendlicos, como por ejemplo, el 4cidteiza®** (Esquema 4.9).

o 0
HO 14, 1/
:©/ 'HJ\OH SOCl,, MeOH HO:©/ "HJ\OMe
195
Acido cafeico PyBOP, TEA
DMF, CH,Cl,
0] LiOH, 0°C 0
HO;@/%. %OH OH DMF-H,0 Ho:©//,,, HKOMe OH
HO © X OH HO © X OH
(0] (0]
197 196 (70%)
Esquema 4.9

Estos compuestos fueron estudiados como antagenigh dominio p56ick SH2,
encontrado en las células-T, y de gran relevantiaesordenes inmunologicos, tales como
rechazos en trasplantes de 6rganos, enfermedattesnaunes, o enfermedades inflamatorias
crénicas, entre otro$*

Recientemente Silvia y colaboraddfésian publicado la sintesis de amidas a partir
acidos fenolicos y aminoacidos o dopamina, contolge estudiar su actividad antirradicalaria
(Esquemas 4.10 y 4.11).

En este contexto, en el esquema 4.10 se descriiveparacion de amidas derivadas de
la cisteina mediante una metodologia sintéticaalagge implica etapas de proteccion-
desproteccién en el grupo tiol. Asi pues, la pmtet de dicho grupo con tritilo, seguido de
esterificacion de Fischer del grupo carboxilicadilsonduce 499 con un 73% de rendimiento
global para las dos etapas. A continuacion tiegarlel acoplamiento peptidico entre el grupo
amino libre y diversos acidos fendlicos (cafeicQRAC, sinapicop-, m-, p-cumarico, ferdlico,
homovainilinico, siringico), usando BOP como ageatteplante; este proceso transcurre con
rendientos de malos a moderados (25-72%). La desgion final del grupo tritilo en
condiciones acidas conduce a los metil ésteresvatlrs de cistein®09-217 con un

rendimiento comprendido entre el 31y el 79%.

24 park, S. H.; Kang, S.H.; Lim, S.H.; Oh, H.S.; L&eH. Bioorg. Med. Chem. Left2003 13, 3455-
3459.

2455i|via, V.; Baldisserotto, A.; Scalambra, E.; Malidi, G.; Durini, E.; Manfredini, S£ur. J. Med. Chem.
2012 50, 383-392.
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00

O H,SO,
SH - STiitil . MeOH STrit
OH TFA OH
L{( ) J;( HZNJ;(OMe
o} (i) o) (ii) o
cisteina 198 (98%) 199 (75%)
(iii) RCOOH, BOP
TEA, DMF
TFA, Et;Si 3y
0 SH CH,Cl, j\ STritil
= OMe
Ao — A
H o 0
R= OH OH OMe

or A/@f > o
X A OMe
200 iii (25%) 201 iii (55%) 202iii (33%)

209iv (31%) 210iv (55%) 211iv (63%)
HO OH

X AN OH %
203 i (34%) 204 iii (72%) 205 iii (30%)
212iv (39%) 213iv (42%) 214 iv (38%)

OMe OMe OMe
o o
= OMe
206 iii (60%) 207 iii (34%) 208 iii (30%)
215iv (46%) 216iv (79%) 217 iv (46%)
Esquema 4.10

Alternativamente, los mismos autores describen igamlia preparacidén de péptidos con
dos anillos polifendlicos mediante acoplamientotiuligo a partir de los grupos carboxilo y
amino de la cisteind® Para ello se requiere la proteccién previa depagriiol en forma de
tritiltioéter, la proteccion del grupo amino condg la activacion del grupo carboxilico cp
hidroxisuccinimida. El acoplamiento de dicho congiaecon el hidrocloruro de dopamina
conduce 219 con un 72% de rendimiento; a continuacion se leeabo la desproteccion del
grupo amino, el acoplamiento peptidico de dichgpgreon DOPAC y acido cafeico empleando
BOP; la desproteccion final del grupo tiol condades derivado223y 224 con rendimientos

del 20 y del 45%, respectivamente (Esquema 4.11).
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H STritil
Boc/Nj/\/\STritil OH Dopamina - HCI, TEA J%‘/
O N OH
H (I) BOC
219 (72%)
(i) TFA, H20
RCOOH, BOP R oH
HoN STt OH TEA STritil
(iii)
0" N OH o N OH
H
220 (77%)
(iv)| TFA, EtsSi
CH,Cl,
R=  HO HO
1z | peSe
HO HO 0“ >N OH
221 iii (41%) 222 iii (70%) H
223 iv (20%) 224 iv (45%)

Esquema 4.11

Los productos finales fueron evaluados como ageanérradicalarios (métodos DPPH
y ORAC); el estudio estructura-actividad mostr6 daeactividad antioxidante era mas
apreciable en aquellos compuestos con un fragmétipo catecol frente a aquellos con un
anico hidroxilo fendlico, y en aquellos compuestos un espaciador entre dicho fragmento y
el grupo carbonilo.

También ha sido descrita la sintesis de peptidétdos a partir del acido 3,4-
metilendioxifenilacético, debido a las interesantespiedades que ha demostrado poseer el
fragmento metilendioxilo, al ser hallado en numesoagentes anticancerigenos naturéfes.
Para ello, en primer lugar se partié tanto de $&f26, como de su analogo estructural con un
sustituyente nitro en la posicibnZ26, los cuales fueron transformados en sus correggaed
acidos carboxilicos mediante tratamiento con KinOacido acético, para posteriormente
someterlos a acoplamiento peptidico con aminoavidas empleando DCC como agente
acoplante en presencia de hidroxibenzotriazol ctrmee. Mediante este procedimiento se
obtuvieron los peptidomimétic@29-236con unos rendimientos comprendidos entre el 46 y e
85% (Esquema 4.12).

?%° De Magalhaes Moreira, D.R.; Lima Leite, A.C.; Riith Ferreira, P.M.; Marcal da Costa, P.; Costa
Lotufo, L.V.; Odorico de Moraes, M.; Brondani, D.do O Pessoa, Q. Med. Chem2007, 42, 351-357
y referencias contenidas.
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i KMnQy4,benceno, AcOH

<O:©\/\/ cat. transf. fase <O:©\/\COOH
o} R4 ii NaHSO4/H,S0, 0o R

1

Ri=H, 225 Ri=H, 227
R1=NO, 226 R{=NO, 228
229 R1=H, R2=H, R3=OEt, 85%
230 Ry=H, R,=CHs, Rs=NH,, 80% DMF, DCC,
231 Ry=H, Ry=CH(CHa),, R5=NH,, 75% NH,CH(R,)CORy
HOBt, 0°C

232 R1=N02, R2=CH20H(CH3)2, R3=NH2, 70%
233 R1=N02, R2=CH206H5, R3=NH2, 76%

e
234 R4=NO,, Ry;=CH,-CgH4-O(2,6-di-Cl)-CgH3, R3=NH,, 46% <Om"‘ < R,
O R,

235 R4=NO,, Ry=(CH,),-NH-Boc, Ry;=NH,, 60%
236 Ry=H, Ry,=CH(CHs)C,Hs, R3=NH,, 80% O R

Esquema 4.12

Los derivados sintetizados fueron evaluados frenténeas celulares tumorales de
glioblastoma humano, carcinoma de célon, leucendancer de mama (MDA/MB-435, HCT-
8. HL-60 y SF-295), demostrandose una mayor aetiVidara aquellos compuestos con un

fragmento de glicina, tirosina y lisina.
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3.2. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente capitulo se ha llevado a cabo lpapsneidn de nuevos derivados
peptidomiméticos derivados del DOPAC, con objetolokener analogos con un mayor caracter
lipdfilo, que pudieran mejorar la biodisponibilidagl antioxidante en sistemas biologicos al
facilitarse el transporte a través de las membraehdares. Dicha sintesis se ha abordado
partiendo de los acidos 3,4-metilendioxifenilaagtig 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC)
ambos comerciales, que fueron acoplados a diferdrideocloruros de aminoésteres etilicos y

metilicos derivados de L-amino&cidos naturalesif@i fenilalanina, valina, serina, triptéfano y

HOD/YOH
HO ©

DOPAC (237)

cistina).

El acido 3,4-dihidroxifenilacético, conocido comoOBPAC, es otro de los compuestos
polifendlicos presentes en la aceituna; se trataude producto del metabolismo del
neurotransmisor dopamina. Es un compuesto de gt@nés, ya que ha demostrado tener
importantes propiedades bioldgicas.

Sus propiedades antioxidantes han sido estudiablasrvandose que su capacidad de
captacion de radicales libres en el método de DPRidticamente duplica a la del HT.
También se ha demostrado que en concentracior@sliele micromolar proporciona proteccion
antioxidante en plasma de rata en un medio muyanera las condicionds viva**® Se ha
comprobado que el DOPAC, incluso en concentracicudgestequiométricas, es capaz de
inhibir la fibrilaciéon de lan-sinucleina, una pequefia proteina presinaptica agsegacion esta

asociada al inicio de la enfermedad de Parkii%on.

Respecto a la formacion de enlaces peptidicos,stn teabajo se ha optado por el
método de activacidmn situ en disolucion, ensayando como agentes acoplaatesl| de
fosfonio PyBOP (métodos Al y A2), el hidroclorure carbodiimida EDC (método B), y la sal
de uronio HATU (método C).

En el caso de los métodos Al y A2, se han llevadab® mediante una modificacion
del método propuesto pokBhradsky y colaboradores para la sintesis de tgwpa partir de
250

a-aminoacidos (método Al, GHI, anhidro);>" y del desarrollado por Park y colaboradores

247 Stupans, |.; Kirlich, A.; Tuck, K.L.; Hayball, P.J. Agric. Food Chem?2002 50, 2464-2469.

248 Raneva, V.; Shimasaki, H.; Ishida, Y.; Ueta, NikiNE. Lipids 2001, 36, 1111-1116.

249 Zhou, W.; Gallagher, A.; Hong, D.P.; Long, C.; lEir\.L.; Uversky, V.N.J. Mol. Biol. 2009 388
597-610.

20 Bglohradsky, M.; Cis@va, I.; Holy, P.; Pastor, J.; Zavadal@trahedror2002, 58, 8811-8823.
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para la sintesis de derivados del &cido rosmarifmigsiodo A2, DMFF* ambos empleando
PyBOP como agente acoplante.

En el método B, se emple6 como agente acoplanteodiduro de 1-etil-3-(3'-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC). Se llevo abo una modificacion del método descrito
por Sasaki y colaboradores para la sintesis deidpépiN-terminales del &cido 2,3-
diaminopropionico, realizando el acoplamiento co®B# y el hidrocloruro de EDC en
diclorometano anhidrg”

Para el uso de la sal de uronio HATU como agentplaote (en el método C) se
modificé el procedimiento descrito por Paloumbigogflaboradores para la sintesis péptidos
basados eb-glicoaminoacido$>?

La optimizacion del acoplamiento peptidico se tnicon el acido 3,4-(metilendioxi)-
fenilacético , que al no tener los hidroxilos feods libres, permitia una mejor manipulacién y

purificacién en la primera etapa de optimizaciéedesaccion.

0 O
Acido 3,4-metilendioxifenilacético (238)

Para este compuesto se ensayaron las condicionéss daiatro métodos descritos
anteriormente como Al, A2, By C, todos en presedei una amina terciaria que interviene en

la deprotonacion del acido de partida.

#1 sasaki, N.A.; Garcia-Alvarez, M.C.; Wang, Q.; Etenko, L.; Franck, G.; Nhiri, N.; Martin, M.T_;
Audic, N.; Potier, PBioorg. Med. Chem2009 17, 2310-2320.

%2 paloumbis, G.; Petrou, C.; Nock, B.; Maina, T.jr&a G.; Tsougas, P.; Cordopatis, ¥nthesis
2007, 6, 845-852.
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H H
N\/COOR1 N\/COOR1
2 PyBOP, DIPEA = 2
_ yBOP, TEA
-0 CH,Cl, anhidro DMF anhidra -0
ta., Ar ta., Ar = =
28 R;=Et,R,=H,69% ; ; 28 Ry=Et Ry=H,89%
29 R,=Et R,=CH.pPh, \Método A1) (Método A2) 29 R, =Et, R, = CH,Ph, 77%
(1H-RMN) OH 30 R;=Et R,=iPr, 95%
30 Ry=Et R,=iPr, 40% HC|-H2N\/COOR1 31 R4 =Et,Ry,=CH,OH, 80%
31 Rq=Et, Ry = CHyOH, 74% o 0] + : 32 Ry =Me, Ry, = CHy-Indol-3-il, cuant.
ASe) anz
EDC, HOBt, TEA 11 12-16 HATU, DIPEA
CH,Cl, anhidro CHJCl, anhidro
ta., Ar t.a., Ar
(Método B) (Método C)
H COOR H COOE!
~ 1 ~_ t
o o]
0 R2 Q
0 -0
28 Ry=Et,R,=H, 79% 28 (1H-RMN)

31 Ry =Et, R, =CH,OH, 55%
32 R;=Me, Ry= CHy-Indol-3-il, 33%

Esquema 4.13intesis de derivados peptidicos derivados deb&;#+metilendioxifenilacético

De la observacion del esquema 4.13 puede dedupilsgoara las condiciones de los
métodos Al y B las reacciones ensayadas transamrieon rendimientos de moderados a
buenos (40-69% para el PyBOP, método Al y 33-79% easo del método B); no fue asi para
el método C, para el que la reaccion transcurrewolto grado de impurezas, ademas de
necesitar un mayor tiempo de reaccion y un acoplatmiincompleto en los casos ensayados,

por lo que se descarto.

Es destacable que, manteniendo el PyBOP como agepfdante, pero empleando
TEA como base y DMF como disolvente (Método A2)peadujo un incremento sustancial de
los rendimientos de todas las amidas, que bajs estadiciones resultaron ser de excelentes a
cuantitativos (77-100%) tras la purificacion croogaéfica.

Una vez optimizada la sintesis anterior, se agit@sos mismo cuatro procedimientos
a la reaccion entre el &cido 3,4-dihidroxifenilam@ty los distintos L-aminoésteres (Esquema
4.14).
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H H
N.__~COOEt N._-COOR;
o o :
HO Rz PyBOP, DIPEA PyBOP, TEA  HO R,
OH

OH CH,Cl, anhidro DMFAanhidra
ta., Ar

t'a',‘ Ar (Método A2) 34 Ry=Et Ry;=H,cuant.
34 Rp=H,43% (Método A1) 35 R;=Et R, = CH,Ph, cuant.

35 Rp= CHaPh, (1H-RMN) 36 Ry=Et R, =iPr, 96%
OH HCIHN.__COOR; 37 Ry=Et R, =CH,0H, cuant,

+ : 38 R4 =Me, Ry= CH,-Indol-3-il, cuant.
O =
HO R,
EDC, HOBt, TEA OH 17 12-16 HATU, DIPEA

CH,Cl, anhidro CH,Cl, anhidro

ta., Ar t.a., Ar

(Método B) (Método C)
H H
N\/COOR1 N\/COOEt

o : o}
HO Ry HO
OH

34 Ry=Et,Ry=H,72% 34 (1H-RMN)

Esquema 4.14Sintesis de derivados peptidicos derivados deb&;itdihidroxifenilacético.

La sintesis del derivado de glicina se llevo a cabgun las cuatro aproximaciones
sintéticas anteriormente mencionadas. Empleandonégsdos Al, A2 y B, los rendimientos
obtenidos tras la purificaciébn cromatogréfica fuedel 43%, 100% y 72%, respectivamente. El
método C (HATU) fue descartado ya que la reacai@msturre con un alto grado de impurezas,
al igual que la sintesis @& mediante el método Al.

La sintesis d@5y 36 también transcurrié de forma exitosa empleandedasliciones
A2 (rendimientos cuantitativo y del 96%, respectieate). EI método B result6 ineficaz para la
preparacion de ambos péptidos, ya que tras 48lealzion alun se observaba una cantidad

remanente importante de materia prima.

La eficacia del método A2 también se comprobd epréparacion de los péptidos
polifendlicos 37 y 38, derivados de L-serina y L-triptéfano, respectieate, ya que ambos
fueron aislados con rendimientos cuantitativoslagmirificacion cromatografica.

La formacion del enlace peptidico se confirmé mewid’C-RMN; donde el carbono
carbonilico de dicho enlace resuena alrededor Gepfih (169.9-173.0 ppm para los derivados
protegido28-32y 170.6-172. 9 ppm para los polifenoles desprdtesi4-39.

Cuando el espectro se registré #hRMN sin usar disolventes deuterados proticos,
también se observo el proton correspondiente aterpeptidico. Asi pues, para los compuestos
28y 30, cuyos espectros fueron registrados en GD&resonancia de dicho protén fue de 6.03
y 5.98 ppm, respectivamente. Por otro lado, pasactimpuestos81, 34 y 37 (espectro en
(CD5),C0O), el desplazamiento quimico encontrado pargexeén fue de 7.29, 7.36, 7.10 ppm.
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Finalmente, para los derivad82y 38, estudiados en DMS@y, se observo una resonancia del

proton del enlace peptidico a 8.41 y 8.29 ppm,aesmmente.

Estos datos claramente sugieren un desapantall@ngiestiente en este orden, segun el
disolvente: CDGK(CD5),CO<DMSO4ds. Dicho orden puede ser explicado considerando la
formacion de puentes de hidrégeno entre el pro&nedlace peptidico y los disolventes
(CDs),CO y DMSOds; los puentes de hidrogeno son especialmente gees este Ultimo
disolvente, lo cual explica la resonancia de dighoton en valores en torno a 8 ppm,
aproximadamente dos unidades superior a los olikes\ven CDG| donde no pueden formarse

dichos puentes de hidrégeno.

También cabe destacar que en los derivados delfamila, serina y triptéfano, dado
que el carbonax es un carbono quiral, los dos protones del grugtileno contiguo son
diastereotdpicos y ambos se acoplan entre si carcaonstante de acoplamiento geminal del
orden de 14 Hz.

Basandonos en la excelente capacidad antiprolifardrente a lineas celulares
tumorales mostrada por una serie de tioderivadbkidexitirosol, incluyendo el disulfuro de
hidroxitirosilo, sintetizados recientemente en meesgyrupo de investigacidfl, decidimos
extender la sintesis de péptidos al éster metikicka L-cistina, donde el puente disulfuro podria

conferir interesantes propiedades al compuestb fina

/\/@OH
OH

Disulfuro de hidroxitirosilo (75)

Para ello, se emplearon las condiciones descritas método A2 y se utilizaron como
acidos tanto el acido 3,4-dihidroxifenilacético apral &cido 3,4-(metilendioxi)fenilacético

(Esquema 4.15), obteniéndose un rendimiento del @3%el caso del derivado protegi®

OMe

OMe
MeO (0]
\E/$/\r§o 2HC MeO OS/Ygo
|
ROWOH > T RO a5 HN
EtaN, PyBOP
RO © Y RO o \(”)/\@\OR

OR

238 R= metilideno 33 R= metilideno,83%
237 R=H 40 R=H (no aislado)

Esquema 4.15Sintesis de los derivados peptidicos de la L-@stin
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No obstante, los intentos de purificacién del cspo:diente péptido diméricd0
procedente del acoplamiento directo del éster wmetile la L-cistina cor37 resultaron
infructuosos; este aspecto se resolvio mediantiaién convencional del crudo de reaccién
para dar lugar al derivado protegi@®, y posterior desacetilacion de los hidroxilos ferns.

En la desacetilacion se ensayaron diversas conégibasicas, (#)COs;, NH,OAC), e incluso la
adicion de enzimas como (& antarcticay la P.cepacia pero se observé que, en todos los
casos, s@roducia bien descomposicion o bien formacion dectas complejas de productos,
siendo el tratamiento con Csg@n una mezcla Gi&l,-MeOH el que proporciond el mejor
rendimiento (65%) ElI compuest®) constituye el primer ejemplo de un peptidomimégotre

un sistema polifendlico y un derivado de L-cistina.

También se transformd el disulfud@ en el tiol41 (44%) mediante proceso de Oxido-
reduccion mediado con ditiotretiol, el cual se Oxlthsta el correspondiente disulfuro ciclico
(Esquema 4.16). Es ampliamente conocida la utilidedlitioles, como por ejemplo, el (&)-
ditiotreitol (DTT), en la reduccién de enlaces tfisw, incluyendo los presentes en proteinas,
para dar lugar a tioles. Estos ditioles se caraeter por un potencial de reduccion
significativamente alto, y el proceso transcurrecendiciones bastante sua¥&sEste proceso
transcurre mediante la deprotonacion de uno dgragos tiol del DTT en presencia de una
base, seguido de un posterior ataque nucleofiktdialato resultante sobre uno de los atomos
de azufre del disulfuro, provocando la rupturaedgéce y generando la consecuente pérdida de
una molécula del tiol correspondiente. Seguidaméatdeprotonacion del tiol restante resulta
en un nuevo tiolato que se estabiliza a travésrmeugvo ataque nucleofilico a uno de los
atomos de azufre del disulfuro producido, dand@dwg disulfuro ciclicdi241y a una nueva

molécula del tio1.

%3G, V. Lamoureux, G. M. Whitesided. Org. Chem1993 58, 633-641.
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Q OH
_0 Os/Ygo oH
: 0
Hom S HNT(\Q\ )K/éj/
0 HN
HO o) OH :
HO\C H H+ HO\CS@ OH HO\C &S o
“N__SH .
HO H+ HO SH \ o Ho SH 0
240
239 o OH
H H H
HS A O + || -H+
o}

HN

HS O
o}

41

Esquema 4.16

Este procedimiento constituye una sintesis alteanad la descrita por Silvia y

colaboradores dé1,2*

también en 4 etapas, y con un rendimiento gldt284). Es destacable
que nuestro procedimiento, ademas de implicar @ldesreactivos de menor toxicidad en el
acoplamiento peptidico (PyBOP frente a BOP), trameccon rendimientos sensiblemente
superiores en esa etapa.

En los espectros d&l-RMN se observa un ligero desapantallamiento deplotones
diastereotopicos del grupo ¢Hdel disulfuro40 (3.13, 3.07 ppm) con respecto a los mismos
protones del derivado de cisteih (2.93, 2.85). Ademas, el carbono de dicho gruptlene
muestra un fuerte desapantallamiento en el disulf(#l.1 frente a 26.5 ppm). Este
comportamiento es anélogo al observado previanentaiestro grupo de investigacion para el

disulfuro de hidroxitirosilo y el correspondieniel derivado®

112



4. Sintesis de derivados peptidicos polifenéliesvddos de L-aminoacidos

OMe

MeO
\E/ /Yg 2HCI Meo

HO OH e s HN

(6] Et3N, PyBOP

HO

2) Ac,0, P 39 (72%)
DOPAC ) A0, Py (72%)
CsyCO; (0.05 eq.)
CHoClp- MeOH 1:1
HO OMe
)?\/©/OH HOj:/\S HO
HN T ho S 1:1 CHaCly- MeOH 1:1
2 HS_A OMe
O
41 (44%) 40 (65%)

Esquema 4.17Sintesis de los derivados peptidicos de la L-@stin

En la tabla 4.1 se resumen todas las condicidigspos de reaccion y rendimientos

para todos los peptidomiméticos preparados.

Tabla 4.1.Tiempos de reaccion y rendimientos obtenidos eimni@sis peptidica
Método A1  Método A2 Método B Método C

Compuesto Aminoéster ) R(s/?)d_ (; ) R(S/?)d_ t(h) |q(§/(r)1)d_ t(h) R(s/(r:)d_
28 L-Gly 48 69 25 89 60 79 72 *
29 L-Phe 24 * 38 77 - - - -
30 L-Val 44 40 17 95 - - - -
31 L-Ser 30 74 19 80 60 55 - -
32 L-Trp 30 *x 15 cuant 22 33 - -
34 L-Gly 48 43 22 cuant 60 72 72 *
35 L-Phe 72 * 38 cuant 48 K - -
36 L-Vval - - 16 96 48 ok - -
37 L-Ser - - 38 cuant - - - -
38 L-Trp - - 38 cuant - - - -
33 L-Cis - - 7 83 - - - -
40 L-Cis - - 12 * - - - -

*|dentificado por RMN
**|dentificado por c.c.f
***acoplamiento peptidico incompleto

-ensayo no realizado
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5. SINTESIS DE DERIVADOS DEL HIDROXITIROSOL CON
MULTIPLES FRAGMENTOS DE CATECOL VIA CLICK CHEMISTRY.

5.1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

5.1.1. Antecedentes de derivados con multiples fragntos catecol

El término multivalencia es ampliamente usado eréoubas bioactivas que
presentan varios fragmentos que pueden interaccioom receptores bioldgicos. En
numerosas ocasiones, los ligandos multivalenteseptan interacciones sensiblemente
superiores a los derivados monovalentes, puedequdermite potenciar su actividad
biolégica. Esta observacion es conocida comf@cto cluster y es  debido
fundamentalmente a dos motivos: por un lado, &erte@de concentracion local (cuando
se produce la disociacion del receptor biologicaste una alta concentracion local del
ligando, por ser multivalente, lo que permite unava asociacion), y por otro, debido a
un efecto entrépico (tras la interaccién de un eritigando con el receptor, las sucesivas
asociaciones del resto del sistema multivalentesemtan una menor penalizacion

entropicay>*#>°

En el contexto de los polifenoles, la obtencioradpiitecturas multivalentes, con
varios anillos polifendlicos, podria tener dos &fedeneficiosos: por un lado, y en base
a interacciones multivalentes con biomoléculas, ripod potenciarse alguna de las
actividades biologicas de estos compuestos, tales sus propiedades antiproliferativas.
Por otro lado, la existencia de varios anillosfealblicos podria incrementar su actividad

antioxidante frente a especies reactivas del ogigR@S) y del nitrogeno (RNS).

Como ejemplo natural de sistemas polifendnicosivaléintes caben destacar los
taninos, compuestos fuertemente hidrélifos de arigegetal con pesos moleculares
comprendidos entre 300 a 5000 daltons; estos castgmieson capaces de formar

entrecruzamientos con proteinas y otras biomolécylase caracterizan por contener

2% Badiic, J. D.; Nelson, A. Cantrill, S.J.; TurnquiV.B.; Stoddart, J.FAcc. Chem. Res2005
38, 723-732.
#>Martos, V.; Castreno, P.; Valero, J.; de Mendoz&uir. Opin. Chem. BioR008 12, 698-706
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numerosos grupos fendlicos y que por tanto compamechas de caracteristicas y
reactividad de los fenolé¥ Se pueden encontrar altas concentraciones de ta@intas

semillas, raices, hojas, corteza y madera de lastgd. El ejemplo del tanino por
excelencia es el acido tanico. Estructuralmentelisénguen dos familias de taninos:
hidrolizables, con un core generalmente de tipolUgapiranosa, al que los distintos
anillos fenodlicos se unen mediante enlaces éstls yo hidrolizables (condensados o
proantocianidinas), estructuras complejas formamasla polimerizacién de flavonas,

conectadas mediante enlaces C-C, y sin residuasidi@os>°

OH
OH HO OH
HO OH
HO © OH 0~ O
[e] OH
o~ O © OH OH
o 0.__0 o OH
HO o 0 ° OH
HO 00 OHO
0.__0 o OH
HO (0] OH
HO OH OH OH
OH OH
243 R=H procianidina
Acido tanico (hidrolizable) 242 244 R=0OH prodelfinidina (no hidrolizables)

Las principales aplicaciones de los taninos congeerel curtido de piel&s’
adhesivo$>® aditivos alimentarios, biorremediacion al actuamo agentes quelatantes
de metales?® inhibicion de la corrosién en pigmentos o pinturdculantes,

despresurizantes, y atrapadores de oxig&no.

La importancia de este tipo de compuestos ha adscél interés en los ultimos

afios en su aislamiento y caracterizacion de fuewtiesales, asi como en el desarrollo de

%% Chung, K.T.; Wong, T.Y.; Wei, C.I.; Huang, Y.W.irl, Y. Critical Rev. Food Sci. Nutf1998
38, 421-464.

%7 pizzi, A.; Simon, C.; George, B.; Perrin, D.; Taibot, M. C.J. Appl. Pol. Sci2004 91, 1030-
1040.

28 i K.; Geng, X.;. Simonsen, J.; Karchesy|nt. J. Adhes. Adhe8004 24, 327-333.

*9palma,G.; Freer, J.; Baeza, J. Water R863 37, 4974-4980.

20 Rahim A.A.; Kassim)). Rec. Pat. Mater. S&2008 1, 223-231
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la sintesis total y semisintesis de muchos de.@fi&ima y colaboradores han descrito
recientemente la obtencién de films mediante laptejacion de acido tanico con Fe(lll)
en un proceso préactico, econémico y escalable,dgukigar a films con citotoxicidad
despreciable; es por ello que los autores lo cermmcomo excelentes candidatos para

aplicaciones biomédicas y medioambientaiés.

Existen varios ejemplos de incorporacion de potifes a sistemas multivalentes.
En este contexto, Agawa y colaboradores descridgrdparacion de los dendrimeros
polifendlicos de segunda generaci®b mediante sintesis divergente donde las etapas
clave son esterificaciones de unidades de acidimogdEstos dendrimeros muestran
propiedades quimioluminescentes, al generar oxigenglete en medio basico y en
presencia de #D,; en dicha propiedad es crucial la distancia ecdida dendron, y por

consiguiente el tamafio dedre (Figura 5.1Y°%°

HO OH HO OH
HO OH
0 (0] OH
H;0, y
Ho o—Ceore )} o — 2% 10,4hy
O (6] NaOH
HO 0 o) 0 OH
e }e] 0
HO (0]
OH
HO
245 HO OH
HO OH
Core P YN
@ )ék DEEESSe
X NG n:2-8
Figura 5.1

Lee y colaboradores describen la preparacion deitacturas dendriticas

tetravalentes de primera generacign6-248 mediante la aminacion reductiva del

%1poységu, L.; Deffieux, D.; Malik, G.; Natangelo,; Quideau, SNat. Prod. Rep2011, 28,
853-874 y referencias contenidas.

%2Ejima,H.; Richardson, J.J.; Liang, K.; Best, J¥an Koeverden, M.P.; Such, G.K.; Cui, J.;

Caruso, FScience2013 154-157

263 pgawa, H.; Nakazono, M.; Nanbu, S.; Zaitsu.®¢g. Lett.2008 10, 5171-5174.
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aldehido siringico, vainillina y 5-yodovainillinaie una diamina que actia coroore,
obteniéndose de esta manera cuatro anillos fesobeola estructura (Figura 5.2). El
andlisis de sus propiedades antioxidantes reveddagutres dendrimeros presentaban una
capacidad antirradicalaria (método del DPPH) y d#egcion de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) frente a degradacion por radicale®$ muy superior a antioxidantes
clasicos como la quercetina o el Trolox; los conspoe ensayados mostraron ademas

actividad prometedora en cuanto a proteccion de ABhte al estrés oxidativo.

(?em -3 @
ot

OH

OH

I

o
R
o

Figura 5.1

La funcion catecol puede también ser incorporadadenas poliméricas como
grupos principales, laterales y terminadores demadnediante diversas rutas sintéticas.
Las estrategias empleadas incluyen polimerizaciidativa®®* o enzimatic&® de los

catecoles, polimerizacion de mondmeros que conterggapos catecoles mediante

264) e, H.; Dellatore, S.M; Miller, W.M.; MessersmitPB.Science2007, 318, 426—430.
%5 Dubey, S.; Singh, D.; Misra, R.&nzyme Microb. Techndl998 23, 432-437.
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polimerizacion radicalari&’ o a través de sintesis peptiditaambién se ha descrito el

uso de catecoles como iniciadores de la polimetind€igura 5.3) 2%% 2%

Q

Constituyentes de la R Precursores en

cadena principal |\\ cadenas laterales
Z > OH &
OH

Terminadores

de cadena
Figura 5.2

Las aplicaciones de estos sistemas poliméricosdsmrsas, y entre ellas se
encuentran la catélisi&aplicaciones biomédicas como el transporte de fomjala
preparacion descaffolds para la regeneracion de tejido éseo o el desarrdéo

biosensores, como superficies antimicrobigias.

%% | ee, B.P.; Huang, K.; Nunalee, F.N.; Shull, K.Rlessersmith, P.BJ. Biomat. Sci., Polym.
Ed2004,15,449-464.

" Dalsin, J.L.; Hu, B.H.; Lee, B.P.; MessersmittBRl. Am. Chem. So2003 125, 4253-4258.

%8 Fan, X.; Lin, L.; Dalsin, J.L.; Messersmith, P.BAm.Chem. SoR005 127,15843-15847.

9ve, Q.; Wang, X.; Li, S.; Zhou, ®Macromolecules201Q 43, 5554-5560.

% Alvarez-Paino, A.; Marcelo, G.; Mufioz-Bonilla, AEernandez-Garcia, MMacromolecules
2013 46, 2951-2962.

“"Faure, E.; Falentin-Daudré, C.; Jérome, C.; Lyskawaournier,D.; Woisel, P.; Detrembleur,

C. Progress in Polymer Scienc2013 38, 236-270.
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5.1.2.Click Chemistry como estrategia para la obtencion de derivados mntivalentes

con fragmentos catecol

La estrategia que se propone en este capitulolparanstruccion de sistemas
multivalentes con fragmentos catecol estd basada eigloadicion 1,3-dipolar, uno de

los mejores y mas empleados ejemplos de la dendanifiek chemistry

El términoclick chemistryfue acufiado por Sharpless y colaboradores en 2001
para definir un conjunto de reacciones que mostrafartas caracteristicas comunes,
como ser modulares, estereoespecificas, generprosiuietos inofensivos, tener un alto
rendimiento e involucrar procedimientos experimiestasencillos>’” Ademas, también
deben partir de reactivos accesibles y llevarsealzo dajo condiciones “verdes” o
amigables con el medioambiente (empleando aguaaugsncia de disolventes) y evitar

en lo posible purificaciones cromatogréficas.

Solo ciertas reacciones reunen estas condicioc@so por ejemplo la apertura
de anillos tensionados como los epoxidos o azagliradiciones de oxigeno a dobles
enlaces carbono-carbono (epoxidaciones), formadénureas, tioureas, heterociclos
arométicos, hidrazonas o amidas partiendo de gropdsonilo; o cicloadiciones tipo
Diels-Alder o 1,3-dipolaf’?

Centrandonos en el dltimo de los ejemplos, la édidi,3-dipolar constituye un
método eficaz para la sintesis de triazoles. Estiodo se conoce desde 1893, cuando
Michael publico la primera sintesis de 1,2,3-trlago partiendo de
dietilacetilendicarboxilato y fenilazidd® Fue Huisgen quien, en la segunda mitad del
siglo XX estudio este tipo de reaccion, que implacal tratamiento térmico de alquinos y
azidas para dar lugar a los correspondientes teigZg4 y 1,5 sustituidos en proporcion
1:1.** En 2002, el grupo de Fokin y Sharpless, y el dddMey colaboradores,
publicaron de manera independiente la eficiendi&dd) como catalizador conduciendo

Gnicamente a los productos 1,4-disustituidos (Esaus.1)?”>*’&ste proceso se conoce

22Kolb, H.C.; Finn, M.G.; Sharpless, K.Bngew. Chem. Int. E@001, 40, 2004-2021.

2 Michael, A.; Luehn, F.; Higbee, H.iAm. Chem. J1898 20, 377-395.

"4 Fernandez-Bolafios, J.G.; L6pez, T@p Heterocycl. Cher@007, 7, 31-66.

2’5 Rostovtsev, V.V.; Green, L.G.; Fokin, V.V.; Shags, K.B. Angew. Chem. Int. E@002 41,
2596-2599.
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con las siglas CuAACGQopper(l)-catalyzed Azido-Alkyne Cycloaddili@n 2005, de
nuevo el grupo de Sharpless y colaboradores publisélectividad 1,5 de la adicion 1,3-
dipolar catalizada por Rutenio (RUAAC,Ruthenium-catalyzed Azido-Alkyne
Cycloadditior). Esta cicloadicion, al igual que la catalizada @a(l) tolera una amplia
variedad de grupos funcionales, pero es mas senalbtlisolvente y al impedimento

estéricd’’

Se han utilizado otros catalizadores metalicos coiifd,>’® Pd*,>"° PE* 28 y
Au*® para este tipo de adicién, pero no han resultadceficaces como los indicados

anteriormente.

N”N‘N/Rz RUAAC R2—N3 CuAAC N/’N\N’R2
o -~ . — V=l
R1 :—R1 R1
15-Triazol 1,4-Triazol
A
Huisgen
N N
N 2 N - R2 N 4 N - R2
\—{ + ):/
R1 R1
1,5-Triazol 1,4-Triazol

Esquema 5.1Regioselectividad en la cicloadicién azido-alquind-dipolar.

El protocolo de esta reaccion esta bastante biablesido, pudiéndose emplear
directamente como catalizador una especie de @affp haluros de cobre (Cul, CuBr),

CuOAc®'o bien mediante la generacidn situ de esta especie partiendo de

2 Tornge, C.W.; Christensen, C.; Meldal, MOrg. Chem2002 67, 3057-3064.

2" Zhang, L-; Chen., X.; Xue, P. Sun, H.H.Y.; Willian.D.; Sharpless, K.B.; Fokin, V.\J; Am.
Chem. Soc2005 127, 15998-15999.

*® Golas, P.L.; Tsarevsky, N.V.; Sumerlin,B.S.; Masgewski, K.Macromolecules2006 39,
6451-6457.

29 Choudhury, C.; Mandal, S.B.; Achari, Betrahedron Let2005 46, 8531-8534.

280 partyka, D.V.; Updegraff, J.B.; Zeller, M.; Huntéx.D.; Gray, T.G.Organometallic2007, 26,
183-186.

81| jang, L.; Astruc, DCoord. Chem. Re2011, 255, 2933-2945.
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precatalizadores como sales de Cu(ll), por ejenfplsQ, y un agente reductor como el
ascorbato sodico (método mas clasiéd)hidracind’® o tris-(2-carboxyetil)fosfina
(TCEP)? 0 mediante la oxidacion de Cu@§.?® También se han empleado como
catalizadores complejos de coordinacion como CuQmf, [Cu(NCCH).[PF,*"
Cu(CHCN),PF;,  CuBr(PPh), °* 'y [Cu(Ci186tren)]Br  (C186tren=tris(2-
dioctadecilaminoetil)amin&¥ con resultados satisfactorios. Esta reaccion adetiuso

de una amplia variedad de disolverftéssiendo el agua es el mas empleado con la
obtencion de altos rendimientos, aunque la inslidisiol de ciertos reactivos, que haria
necesario el empleo de codisolventes, o la incdbilidad del uso de agentes reductores
como el ascorbato sodico en medios biolégicos pgeelen reaccionar con las cadenas de
proteinad®’ o dafiar el ADN*® hacen necesario el empleo de otras estrategias. La
condicionessolvent freg®***°principalmente mediante irradiacién de microorfda&>o

la reduccién del Cu(ll) inducida por luz ultravi@é® han proporcionado estrategias

para solventar este inconveniente.

En cuanto al mecanismo, a diferencia de la cicthéditérmica de alquinos y
azidas de Huisgen, que transcurre a través deamesy concertado en una Unica etapa,
la cicloadicion 1,3 catalizada por Cu(l) tiene Iuga través de varios pasos, Este
mecanismo ha sido objeto de estudio en los Ultafios, y se han propuesto dos posibles

rutas (Esquema 5.2%>%%

%27han, W.H.; Barnhill, H.N.; Sivakumar, K.; Tian,.;HNang, Q Tetrahedron Lett2005 46,
1691-1695.

230rgueira, H. A.; Fokas, D.; Isome, |.; Chane, PBaldino, C.M.Tetrahedron Lett2005 46,
2911-2914.

%84 Molteni, G.; Bianchi, C.L.; Marinoni, G.; Santod,;NPonti, A.New J. Chen200§ 30, 1137—
1139.

8| al, S.; Diez-Gonzalez, S. Org. Chem2011, 76, 2367-2373.

2% candelon, N.; Lastecoueres, D.; Diallo, A.K.; Araeg, J.R.; Astruc, D.; Vincent, J.N\Chem.
Commun2008 741-743.

“"Nagaraj, R. H.; Sell, D.R.; Prabhakaram, M.; OrteB.J.; Monnier, V.MProc. Nat. Acad.
Sci. U.S.A1991, 88, 10257-10261.

288 Natarajan, P.; Ferraudi, Giorg. Chem1981, 20, 3708-3712.

29 Mukherjee, N.; Ahammed, S.; Bhadra, S.; Ranu, B@en Chem2013 15, 389-397.

20 pathigoolla, A.; Pola, R.P.; Sureshan, KAppl.Catal., A2013 453 151-158.

291Krim, J.; Taourirte, M.; Grilnewald, C.; Krstic, Engels, J.WSynthesi®013 45, 396-405.

22Moorhouse, A.D.; Moses, J.Bynletf 2008 14, 2089-20922.

2983 Krim, J.; Taourirte, M.; Engels, J.Wilolecules2012 17, 179-190.

2% Tasdelen, M.A.; Yagci,YTetrahedron Let201Q 51, 6945-6947.

2% Himo, F.; Lovell, T.; Hilgraf, R.; Rostovtsev, V.Woodleman, L.; Sharpless, K.B.; Fokin V.V.
J. Am. Chem. So2005 127, 210-216.
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La primera de ellas (Ruta 1) contemplaria un pripgso en el que se forma un
acetiluro de Cu(l), como consecuencia de la coragi@ del alquino con el Cu(l),
disminuyendo de esta manera el pKa del alquinoitetmEste acetiluro se coordinaria
con la azida, y este aducto se transformaria graebdl por reordenamiento a través de un
estado de transicién de seis miembros. Por Gltehmtercambio de cobre por*Haria

lugar al triazol, y se regeneraria el cataliza&dor.

La segunda ruta (Ruta 2) contemplaria la particdmade un segundo atomo de
Cu(l), que dotaria de una estabilizacién adicidaato al intermedio como al estado de

transicion?®®

I_\
?uL Cllu/\L/Cu
I R—=——H R—=—H
R—=—CuL
LCuyt+— R1>
R—=—H i
LCu,+— R>
+ . N 2 ! 2
R\N,N’
_ +-N
LCu l LCu] ) R‘N’N’
R—=—CuL Ry |
! a Ro~ S ‘\ m
N=N-N-R NN N« |
T TR — Rz—N L
Ry ~Cu_ >Cu
R J L ]
R, Ri  Cul, Ry Cul, R q
e — — NS Cu
N —— . - R -~ |4
NoyNeg, Noy MR, N NR, N‘N \c'IL
Ruta 1 Ruta 2 Ro

Esquema 5.2Mecanismos de reaccidn propuestos para la adic®delalquino y azida

El grupo triazol se caracteriza por una gran ranjgior ser compatible con una
amplia variedad de grupos funcionales y por sectipgmente inerte desde el punto de
vista quimico a condiciones de reaccion diversdsstcomo oxidaciones, reducciones 0
hidrogenaciones, lo cual ha hecho posible su ajpfinaen ciencias biomédicas, sintesis

organica y ciencia de los materiafés>*°

2% Ahlquist, M.; Fokin, V.V.Organometallic2007, 26, 4389-4439.
297 Kumar, S.S.; Kavitha, H.mMini-Rev. Org. Chen2013 10, 40-65.
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Numerosos derivados con un fragmento de triazolsenestructura exhiben
propiedades farmacolégicas tales como actividadmambbiana, antituberculosa,
anticancerigena, anticonvulsionante, antiinflamator analgésica, antiviral y
antifangica?®” Por ello, han sido incorporados en una amplizedad de farmacos entre
los que se incluyen antihistaminicos, estimulante$ sistema nervioso central,

ansioliticos y sedanté¥’

Ejemplos de este tipo de compuestos con actividagidida en el &mbito clinico
son el Fluconazol, Itraconazol, Voriconazol, y es&conazol. Los triazoles también se
emplean en el control de enfermedades fungicasr@asf vegetales, legumbres y

cosechas de grani®.

A~ /\
N /=N
N\\_’ o) O@N N N o CHs
AN s W/NW)
= =N
('\‘:1 FA/ % OCI 7 e
N~ °N
OH
Fluconazol (249) cl Itraconazol (250)

/~ \ /<N OH
@N\_/N Nh/h'l\)\

CH,
“CH,

Voriconazol (251) Posaconazol (252)

A nivel industrial, otros usos de este tipo de mwolés abarcan la actividad
anticorrosiva de metales, colorantes, fotoestaitizes en materiales fotogréaficos o

blanqueadores fluorescent&s. 3%

2%\Wu, P.; Fokin, V.V Aldrich. Chim. Acte2007, 40, 7-17.

29.Gil, M.V.; Arévalo, M.J.; Lépez, OSynthesi®007, 11, 1589-1620

%0 Manclus, J.J.; Moreno, M.J.; Plana, E.; Montoya) AAgric. Food ChenR008 56, 8793-
8800.

%01 Ramesh, S.; Rajeswari, Blectrochim. Acta2004 49, 811-820.

%2Belei, D.; Bicu, E.; Birsa, LActa Chem. las2009 17,197-207.
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En el &mbito de los polifenoles, Lee y colaboragidran descrito recientemente
la preparacion de dendrimeros polifendlicos a ipéddialdehido siringico y vainillina en
un proceso con dos etapas clave: por un lado,lke doninacion reductiva entre ambos
aldehidos y la propargilamina, y por otro, la ré@atale tipoclick chemistryentre el
fragmento de alquino y un core con tres gruposoazids autores sustituyeron el Cu(l),
que podria formar complejos con los sistemas pudilfeos, siendo esto incompatible con
el uso de estos derivados en sistemas biolégicoggranulos de Cu y microondas. Los
dendrimeros asi sintetizados (Figura 5.4) mostraeorpotentes agentes anti-radicalarios
(método del DPPH), con valores dedComprendidos entre 2.2-3.0 uM, y por tanto con
una potencia bastante superior con respecto aat#ites conocidos como la quercetina

o el &cido ascorbico (Kgde 9.0 y 16.6 uM, respectivament®).

R
HO HO R
\O \o
i v@/
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R N o—
NN N{ \ Q
/ n
N O  oH N\N\ OH
Ho_ R

HO R

/

R N\
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HO
¢ NN O oH
OH N=l O N._O
R \ N NsN  oH oH N=N
HO HO O/jz/O\/K/N\)\/ o \/Q\/N\)\/T‘/T\Nf\)\/l\’l\/)\w "
~o N:N‘NJ_/ R OH ' ® ©
Nﬁ HO P
Q
\

R oH
o R 253a,b 254a,b

253a R= OMe 253b R=H
254a R= OMe 254b R=H

Figura 5.3

33| ee, C.Y.; Held, R.; Sharma, A.; Baral, R.; Nan@h, Dumas, D.; Jenkins, S.; Upadhaya, S.;
Du, W.J. Org. Chem2013 78, 11221-11228.
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4.2. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente capitulo se propone la sintesis iskenmas polifenolicos
multivalentes derivados del hidroxitirosol mediargk acoplamiento entre un azido-
derivado del hidroxitirosol y diversos cores queat@o distinto numero de alquinos
terminales. El acoplamiento se ha realizado meeli@nteaccion de cicloadicion alquino-
azida catalizada por Cu(l) (CuAAC).

Para ello, se emplearon los azido-derivados del2BIT 42 y 43, los cuales se
prepararon a partir del HT, o del HT protegido es hidroxilos fendlicos en forma de
éster (acetato, benzoato), o de éter benailigti{eno). Dicha preparacion se efectto en
dos etapas, siguiendo el método de Gomez Carr&fezn: primer lugar, reaccion de
Apple para transformar el hidroxilo alifatico erobruro, mediante tratamiento con GBr
y trifenilfosfano; esta reaccion se llevo a cab@esencia de ascorbato sodico en el caso
del HT, con objeto de disminuir posibles reacciodesdegradacion oxidativa. En una
segunda etapa, se llevd a cabo el desplazamiehbwaieo con azida sddica, esta etapa

transcurrié con rendimientos de moderados a extesl¢A8-98%). (Esquema 4.3).

304Gomez, A. Tesis Doctoral, Universidad de Sevitial 2
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H CBry, PPh3 L-Ascorbato

RO o . Br
D/\/ - D/\/
RO

RO

255 R=H (%)

256 R=o-xilileno (79%)
257 R=Ac (72%)

258 R=Bz (%)

R=H, Ac, Bz, o-xilileno

NaNs;, L-Ascorbato
EtOH-H,0

259 R=H (87%) RO

N
260 R=0-xilileno (86%) D/V 3
42 R= 9

R=Ac (98%) RO

43 R=Bz (38%)

Esquema 5.3Sintesis de las azidas.

Como nacleos alquinilicos, se escogieron el he@adilno comercial, tris(2-
propiniloxietillamina y tetrakis(2-propiniloximeihetano, con objeto de obtener
derivados di-, tri- y tetrasustituidos. Los dosiniis ndcleos se sintetizaron mediante
través de una modificacion de los métodos origidkescritos por Peiyu#fy Zhun®®
consistente en el tatamiento de una disolucion & Qle la trisetanolamina o el
pentraeritritol, respectivamente, con NaH, seguidadicién de bromuro de propargilo,
los compuesto262 y 264 fueron aislados con un 64 y un 86% de rendimiento

respectivamente, tras purificacién cromatografiesquema 5.4).

%5 pejyuan, J.Jinrong, L.; Changgi, Z.; Yongd, Chin. J. Org. Chen2012 32, 1673-1677.
3% Zhu, J.; Zhu, X.; Kang, E.T.; Neoh, K.Bolymer 2007, 48, 6992-6999.
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5. Sintesis de derivados del hidroxitirosol contipls fragmentos catecol via click chemistry

OH 0
1) NaH, DMF z H
2
| ) Br/\\\
HO™ >""~""0H

261 \ /

262(63%)
1) NaH, DMF = - o/—:
N S X
H o) o)
° o — —
263 264 (86%)

Esquema 5.4Sintesis de los derivados tri y tetra-alquinilicos.

Todas las cicloadiciones 1,3-dipolares alquino@zdsayadas en la presente Tesis
Doctoral se llevaron a cabo empleando las mismadiciones experimentales: uso de
una mezcla acetona-agua 2:1 como disolvente y c@midin de CuSQy L-ascorbato
sédico como fuente de Cu(l). Las reacciones de tgstepara todos los sustratos
polifendlicos fueron relativamente lentas, necesitée un tiempo de reaccion de 48 h a

t.a. para la completa desapariciéon de los produt#qsartida. (Esquema 5.5).

El acoplamiento directo del azido-derivado del Ha@spmlotegido con diversos
alquinos plante6 importantes problemas en cuanédskmiento y purificacion final del
compuesto; se observd la aparicion de productosleleada polaridad, posiblemente
debido a la complejacion de los catecoles conrefOo(ll), que no pudieron ser aislados
mediante purificacion cromatograficd’ Por este motivo, se optd por proteger
previamente los grupos hidroxilo en forma de ésteetato, benzoato) o de éter bencilico
(o-xilileno). Cuando se emplearon estos azido dedsagbrotegidos en los hidroxilos
fendlicos, los correspondientes acoplamientos adligoino para dar lugar a los

triazolilderivados transcurrieron con buenos remginos (74-99%) (Esquema 5.5).

%97Ghosh, K.S.; Maiti, T. K.; Mandal, A.; Dasgupta,FEBS Lett2006 580, 4703-4708.
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o N
Condiciones: CuSQy, L-ascorbato sédico N~ \A/
A: 46 R=Bz (95%) S
& OR

B: 47 R=Ac (90%)

48 R=Bz (74%)
49 R=o-xilileno (73%) NN
C: 50 R=Ac (90%) N=N

51 R=Bz (99%)
52 R=0-xilileno (99%)

Esquema 5.5Cicloadiciones 1,3-dipolares

La formacion de los derivados multivalentes seatmrd a partir de los datos de
'H-RMN y ®C-RMN. De este modo, para todos los casos pudeas facilidad el
proton de triazol (H-5), que aparece como un usiogulete a 7-37-7.91 ppm, lo que
confirma la simetria y total conversion logradajtgucon la desaparicion de las sefiales
tipicas de alquino. En el espectro’d@-RMN, a su vez, pueden distinguirse las sefales
del carbono cuaternario del triazol (C-4), a 1395 ppm, y de C-5 a 123.9-124.7

ppm. Estos datos se muestran en la tabla 5.1.
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5. Sintesis de derivados del hidroxitirosol contipls fragmentos catecol via click chemistry

Tabla 5.1. Seleccion de datos de RMN para los derivadosdiics protegido8.En
CD;0D. "En (CD;),CO.

Compuesto 46 47 48 49 50 51 52
C-5 124.7 124.2 124.2 124.0 124.2 124.0 123.9
C-4 130.9 137.4 142.3 145.4 142.2 142.4 145.5
H-5 7.37* 7.87 7.91 7.71 7.87 7.92 7.70

La desproteccion de los hidroxilos fendlicos présenayores dificultades de lo
esperado en todos los casos. Asi, el derivadoetitalcon grupos benzoilo pudo ser
desprotegido tanto en condiciones &cidas (HCI) cemoondiciones ligeramente basicas
(acetato amobnico) pero ambas a elevada temperé@@%C). (Esquema 5.6). Los
rendimientosexcelentes en ambos casos (91 y 87% respectivameatebstante, para el
derivado trivalente, los intentos de desprotecd®tos grupos acetato y benzoato usando
las mismas condiciones que las mostrada en el esqbe6 fueron infructuosos. Asi
pues, la Unica estrategia que permitid su desmidtedue la hidrogenacion catalitica

sobre los grupos xilileno (Esquema 5.7).

N N N N
N’ m N HCI 1M, MeOH . :I//\/\[ N

90°C, Ny, 91 %

N | N
N N N N
NH,OAc, MeOH/H,0
B20 OBz go°C,N,, 87 % HO OH
HO OH
53

OBz
BzO 46

Esquema 5.6Desproteccidn del derivado divale®a.
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o
Qﬁ
N’N
H,, Pd/C
CH%NTMGOH
OH
=N,
N OH
HO IN:N /\/O
N O~"N
HO
o
r}ﬁ
N’N
54 (50%) OH

Esquema 5.7Desproteccion del derivado trivalerié.

Para el derivado tetravalente, se ensay6 la desgioh de los grupos hidroxilo
fendlicos bajo diversas condiciones. Asi pues, phrderivado benzoilado se intentd
tanto la hidrdlisis 4cida (en metanol bajo calemtamo con HCl y Amberlita IR120
(H"), como la hidrdlisis basica (& en MeOH a reflujo). Todos estos intentos
resultaron infructuosos, ya que se obtuvieron maszale productos parcialmente
desprotegidos, que no pudieron ser separados deranaficaz. Asimismo, se intento la
desproteccién de los grupos acetato mediante Hdrdbasica empleando,€O; y

CsCO; metandlicos, estos procedimientos tampoco resaltaxitosos (Esquema 5.8).
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OR

OH
OH

OR HO

HO

if"! /N'.N i/‘N N
RO HO
OR 265 OH

Condiciones ensayadas:

R=Bz a) HCI, MeOH-THF 1:1 R=Ac f) K,CO4
b) EtzN-MeOH-H,0 , 1:5:1, A g) Cs,CO45
c) NH4OAc, 80°C
d) Amberlita, IR120, 40°C
e) Dowex 1-x8

Esquema 5.8.Intentos de desproteccion de los derivados teatedé50 y 5len condiciones

acidas y basicas

Tampoco la desproteccion del grupo xilileno condaljproducto final deseado,
tras ensayarse la hidrogenacion catalitica empteaRd/C o Ph(OHJC como

catalizadores, y condiciones de presion de 1 @aridsderas (Esquema 5.9).
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; OH
OH
Cx )Qi "
B HO:Q\

N

K[ NN [N

o O Ha, PA/C [§<N\ N’

T
KE\O CH,Cl,-MeOH o ©

N
ey

{ °N N'N
N
0y
J 0
0 OH
OH

Esquema 5.9 Intento de desproteccién del derivado tetravelé&® mediante hidrogenacion
catalitica.

Este resultado se pudo comprobar pRMN, ya que, aunque por un lado se
observo la pérdida de la sefial de los singuletagsmondientes a los grupos £Hdel
xilileno (5.39, 5.38 ppm), lo cual podria indicanaudesproteccion satisfactoria, se
observan varias sefiales en la zona del triazol) fHespectros complejos, sugiriendo una

degradacion del compuesto polifendlico.

De manera analoga, se planted la sintesis de uerdliue poseyera dos
fragmentos diferentes, el interés de esta sintadisa en la obtencion de compuestos no
simétricos con dos anillos de triazol y distintosteuyentes en los extremos, con las
diferentes implicaciones que ello pudiera teneraRdlo, en primer lugar se efectué la
cicloadicion 1,3-dipolar con una relacién 1:2 dalazlo cual se hizo tanto con la azida
43, como con la azida60, obteniéndose los productdd y 45 con rendimientos del 42 y
40% respectivamente. Posteriormente, ambos congsusstsometieron de nuevo a las
condiciones de la cicloadicion con la azi3 sin embargo, esta segunda vez no se

obtuvo el producto deseado en ninguno de los dsmsd&squema 5.10).
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RO Nj
j@m + Z X
RO

’,

AcO’@
AcO

N N,
N’ m
N

CuS04, L-ascorbato
Acetona-H,0 2:1

N N

3\

OR

44 R=Bz (42%) .
45 R=0-xilileno (40%) O

ACO:©/\/ N3
AcO 42

| | N
N
&m
OR

CuS04, L-ascorbato
Acetona-H,0 2:1

Esquema 5.10
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6.Determinacion de la estequiometria de complegmdlusion dgg-CD

6. DETERMINACION DE LA ESTEQUIOMETRIA DE COMPLEJOS DE
INCLUSION DE B-CICLODEXTRINA CON DERIVADOS LIPOFILOS
DEL HIDROXITIROSOL

6.1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos «d®-glucopiranosa que se
obtienen por transglicosilacion intramolecular Gasaa por ciclodextrina
glicosiltransferasa (EC 2.4.1.19) a partir del dioni>®®

Fueron aisladas por A. Villiers en 1891 fruto deligestion del almidon mediada
por ciclodextrina glicosiltransferasa (CD-GTSa) ldebacteriaBacillus Maceran$®
Desde entonces, su estudio ha avanzado espectaeatar hasta convertirse en un

aditivo de uso comun en la industria farmacéutiimentaria, quimica y textil.

En cuanto a su perfil toxicoldgico, han mostradseagia de toxicidad debido a
su baja absorcion en sandfeEste hecho ha propiciado que las ciclodextringamaido
consideradas como “aditivos seguros” en diversossepa pero con distintas
calificaciones; de este modo, en Jap6n estan re@asocomo productos naturales, en
Australia y Nueva Zelanda se clasifican caNavel Foods alimentos funcionales desde
2004 y 2003 respectivamente y en EE.UU se hanidwlen la lista GRAS (Generally
Recognized as Safe, lista deHaod and Drug Administratigni=DA) por lo que pueden

comercializarse como aditivés.

Las ciclodextrinas se caracterizan por su estraaaranillo toroidal, constituido
por unidades de glucopiranosa unidas mediante eergiicosidico en la posicion-

(1—4). La existencia de grupos hidroxilos secundaging-2 y C-3 y grupos hidroxilos

308 Martin del Valle, E. MProcess Biochen2004 39, 1033-1046.

9 villiers, A. Comp. Rend1891,112, 536.

310 oftsson, T.; Brewster, M.E. Pharm. Sci2012 101, 3019-3032.

311 Cravotto, G.: Binello, A.; Baranelli, E.; Carram®,: Trotta, FCurr. Nutr. Food Sci20086,2,
343-350.
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primarios en los C-ies hace poseer una superficie externa hidrofiliamna cavidad

interna hidrofobica.

Las tres principales ciclodextrinas son las denadasa-, - y y-ciclodextrina,

constituidas por 6, 7 y 8 unidades de glucopiramespectivamente (Figura 6.1).
oH OH
O (o]
Ho P o 0 HO%/@%%
OHO
o OH

\% o
OH OH
o) oH onHLo
%
HO'
o
a-Ciclodextrina (266) B-Ciclodextrina (267)
o] oH
HO. (o]
OH OH

o OH

Figura 6.1

En la tabla 6.1 se muestran algunas propiedadeadis tres ciclodextrinas méas

relevanteg®®312313

3121 j, J.; Loh, X.J.Adv. Drug Delivery Rex2008 60, 1000-1017.
313 | oftsson, T.; Duchéne, Dat. J. Pharm2007, 329, 1-11.
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Tabla 6.1.Propiedades fisicas deCD, p-CD, y- CD

Propiedad fisica a-CD B-CD v-CD
Unidades de glucopiranosa 6 7 8
Altura del toroide ‘{5\) 7.9 7.9 7.9

@ cavidad internaﬁ() 4.5-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
@ cavidad external( 14.6 15.4 17.5
Solubilidad BO (25° C, g/100 mL) 145 1.85 2.32
Volumen cavidad4®) 174 262 427

Debido a esta particular estructura, en disolu@énosa y en presencia de
sustratos hidréfobos, las ciclodextrinas formanglee se denomina complejos de
inclusién, en los que las moléculas de agua dexVadad central son desplazadas por
moléculas hidrofobas o bien por moléculas que seamos polares que el agua, debido a
la formacién de interacciones intermoleculares déunaleza hidrofobica anfitrion-
huésped de tipo van der Wa#sIndependientemente de las interacciones huésped-CD
la geometria del huésped, su polaridad y la temyr@raon factores determinantes en la

estabilidad del complejo formadb.
Todos los procesos de complejacion son de tipasible>'®

Km:n

mD+nCD DmCDn

Dondem moléculas del compuesto huésped D se asocian nmiétulas de CD
para formar un complejo de estequiometnia. Km:n es la constante de equilibrio del

proceso, 0 constante de asociacion, que tambigueske expresar del modo siguiente:

[0 CDy]
[D]™[cD]"

Kmn =

En la que los corchetes denotan concentracionesresalie cada especie.

314 Andrade-Dias, C.; Goodfellow, B.J.; Cunha-Silva; Teixeira-Dias, J.J.CJ. Incl. Phenom.
Macrocycl. Chem2007, 57, 151-156.

315 Martina, K.; Cravotto, G. Handbook of Analysis Aétive Compounds in Functional Foods,
CRC Press2012 593-603.

316 Kurkov, S.V.; Loftsson, Tint. J. P.2013 453 167-180.
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La formacion de este tipo de complejos modificapespiedades fisico-quimicas de

la molécula huéspetf®

= Aumentando su solubilidad en agua

= Estabilizando moléculas sensibles a la luz, alraakla oxidacion

Por estas razones, las ciclodextrinas se usan aditigos en alimentacion, farmacos,

cosméticos, proteccion medioambiental, embalafs kg industria texti®

En laindustria alimentaria tras demostrarse el caracter inocuo en la adiranién
de ciclodextrinas por via oral, se ha aprobadossuaomo aditivos con los siguientes

fines3’

= Proteger componentes lipofilicos de alimentos désial oxigeno y la luz.

= Solubilizar colorantes alimentarios y vitaminas.

= Estabilizar fragancias, sabores, vitaminas y as@igenciales frente a reacciones
indeseables.

= Suprimir olores y sabores desagradables.

= Conseguir la liberacion controlada de ciertos cameptes alimentarios.

= Evitar la contaminacion microbioldgica.

Ello es posible debido a la estabilidad de las @Dté a temperaturas moderadas,

y a procesos de congelacion, descongelacion edaiad de microonda®®

En laindustria farmacéutica las ciclodextrinas se emplean para solubilizan&zos
en agua de modo que se facilite su administradié@h bos farmacos deben tener cierta
solubilidad en agua para alcanzar la membranaaceluro también cierta lipofilia para
cruzarla; una particularidad de las ciclodextrirgs su capacidad para aumentar la
biodisponibilidad a través de membranas, al actoano transportadores al mantener

farmacos hidrofébicos en disolucion y suministraola membrana biolégica.. Ademas,

817 Astray, G.; Gonzélez-Barreiro, C.; Mejuto, J.CialFOtero, R.; Simal-Gandara, &ood
Hydrocolloid 2009 23, 1631-1640.
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la complejaciéon con CD aporta resistencia a la diigls, oxidacion, calor, luz y

descomposicion por iones metalicos.

En cosméticael empleo de CD aporta como beneficios la estabibn, control del
olor, aumento de la solubilidad en agua y de labéiglad térmica en aceites y mejora del
procesado al convertir un ingrediente liquido eidedtras su complejacion. La
interaccion de la molécula huésped con la CD gewmerancremento en la barrera
energética que evita la volatilizacion de las msmgenerandose asi fragancias
duraderas. Se han descrito formulaciones en ldescgae incluyen el empleo de CD en

dentifricos, cremas faciales, suavizantes, pafiukdsschables y desodorafife

En el &rea de lguimica analitica las ciclodextrinas se emplean en la separacién de
isbmeros y enantibmeros por HPLC o GC mediantertevilizacion de las mismas en la
fase estacionaria y en la purificacién de produetiosetirar compuestos indeseados de
mezclas de reaccién. En técnicas electroguimicasdgn usarse para enmascarar

compuestos contaminantes, permitiendo asi detecinimes mas precisas:*?°

El empleo de CD comoatalizadoresse debe a su capacidad de mimetizar enzimas,
lo que se consigue al introducir diferentes grufiogcionales en la cara primaria o
secundaria de la molécula, de modo que se produten@meno de reconocimiento

molecular y aceleracién de ciertas reaccidffes.

En el area deproteccion medioambientallas ciclodextrinas se han usado en
remediacion de suelos al complejar contaminantgénizos>>* La descontaminacion de
efluentes procedentes de la industria y de aguatarminadas es también posible ya que

las ciclodextrinas forman complejos de inclusion cma amplia variedad de productos

318 Buschmann, H.J.; Schollmeyer, E.Cosmet. Sc2002 53, 575-592.
%19 shahgaldian, P.; Pieles, Bensor2006 6, 593-615.

30 Tang, W.; Choon, Sl. Sep. ScR008 31, 3246-3256

%21 Breslow, R.; Dong, S.DChem. Rev1998 98, 1997-2011.

140



6.Determinacion de la estequiometria de complegmdlusion dgg-CD

agroquimicos incluyendo herbicidas, insecticidasgicidas y repelentes. Por otra parte,

la p-CD ayuda a la degradacion de hidrocarburos ensgentaminado$2°%

Todas estas importantes aplicaciones han provogaécen los Ultimos afios se
hayan estudiado los complejos de inclusién de todltde moléculas organicas de

diversa naturaleza.

En relacion con los compuestos fendlicos, uno depsincipales problemas es su
naturaleza foto y termosensible, lo que limita |0 wen la industria alimentaria,
farmacéutica y cosmética, especialmente bajo si@tadiciones de almacenamiento o
procesadd® Los antecedentes bibliograficos sugieren que idedextrinas ejercen un
efecto protector sobre algunos compuestos de tetardlavonoide y en general
polifendlica frente a su degradacion oxidativa aterar por ello su potencial actividad
antioxidante. Por ejemplo, se ha comprobado queofaplejacion de los flavonoles
quercetina y catequina cgaCD al inducirse su oxidaciéon con acido nitrd€oEn el
caso del resveratrol, la complejacion §e€D, y especialmente con hidroxipropHED,

inhibe su degradacion enzimatia.

OH
OH OH
HO
0 8
(L (o
OH HO

OH O
Quercetina (269) Catequina (270) Resveratrol (271)

La complejacion corg-CD del extracto de hoja del olivo, cuyos princgsl
constituyentes son secoiridoides como la oleur@peirel ligustrosido, la

desmetiloleuropeina y el oledsido, flavonoides cdemapigenina, kaempferol y luteolina

322 Landy, D.; Mallard, I.; Ponchel, A.; Monflier, EEourmentin, SEnviron. Chem. Lett2012
40, 225-237.

323 Benitez, P.; Castro, R.; Natera, R.; Garcia Batr@s,Eur. Food Res. Technd006 222, 302-
309

%4 Khalafi, L.; Raffie, M.; Sedaghat, Spectrochim. Acta Part 001, 81, 661-665.

3% Lucas-Abellan,C.; Fortea, |.; Lopez-Nicolas, J.M(iiez-Delicado, BEFood Chem2007, 104,
39-44.
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y compuestos fendlicos como el &cido cafeico, Isalt@do ser eficiente frente a su

descomposicion térmica’

HO Me. .~
OH OH

o
/%Oﬁ/
HOHO

OH

Oleuropeina (60)

MeO 0]

HO NN O
OH

OH e}
/%Oe/
HOHO

OH
Oleurdsido (273)

OH O OH O OH O
Kaempferol (275) Apigenina (55) Luteolina (56)
0]
HO:©/\)J\OH
HO
Acido cafeico (124)

Resultados recientes en nuestro grupo de invegiilgaademuestran una

importante fotoproteccién del HT en presencia d@-@D al irradiarse con radiacion

3% Mourtzinos, |.; Salta, F.; Yannakopoulou, K.; QhioA.; Karathanos, V.TJ. Agric. Food
Chem 2007, 55, 8088-8094.
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UV.%" Ademas, la ciclodextrina se comporté como un aittante secundario al mejorar
moderadamente la actividad antirradicalaria del BE. esta manera, cabria esperar
resultados similares para los derivados polifenélisintetizados en la presente Tesis

Doctoral.

27 |opez-Garcia, M.A.; Lopez, O.; Maya, |.; Fernan@etarios, J.G.Tetrahedron 201Q 66,
8006-8011.
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6.2. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente capitulo se ha estudiado la formadédcomplejos de inclusion
entre lap—CD y los compuestos polifendlicds 2, 8 y 40 tomados como modelo
mediante técnicas déH-RMN. Estos complejos de inclusion podrian mejolar
solubilidad de los compuestos polifendlicos en m&dacuosos, asi como ralentizar

procesos de degradacion oxidativa.

HO o\[( HO O\H/\/\/

G IO

HO HO
1 2 OMe

MeO.__0O
e \E/§/Y§O
HO 0 OH .
HO HNY S HN
0] 0]
HO oH HO O OH
8 40 OH

Se ha tomado como molécula anfitrion faiclodextrina $-CD), ya que su
diametro interno permite la complejacion eficiedeecompuestos aromaticos de tamafio
mediano y de derivados heterociclicos. Existen adegstudios que demuestran qug-la
CD para uso clinico es menos irritante quexd@D tras su inyeccion intramuscular,
compleja al colesterol, con la consecuente impoidade esto en la prevencion de
enfermedades coronarias, y se digiere en el tnaigstinal tras su administracion oral (1-
2%), motivos por los cuales actualmente es la @ityina mas empleada en farmacos y

la mas extensamente estudiada en hum3hos.

6.2.1. Determinacion de la estequiometria de losroplejos de inclusién

La estequiometria de todos estos complejos sedaid® empleando el método
de variacion continua, también denominado reprasent de Job, donde se estudia la
variacion de desplazamiento quimico para las dismhes de huéspgdCD en BO-

DMSO (10%) de una sefial del huésped al modificaarsporcidn respecto a la CD, pero
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manteniendo constante la suma de las concentracidaeambgs®?® en los casos
presentados, la suma de ambas concentracionesrdgavmaiempre en 12.0 mM. La
fraccion molar de la molécula huéspeagkst.s S€ define como se muestra en la ecuacion
6.1.

(= [huésped]
""" [huéspeg]+(B-CD},

Ecuacién 6.1.Fraccion molar de molécula huésped

Este rango se vario de 0.1 a 0.9 en intervalos.eEh las tablas 6.2 y 6.3 se
muestra la variacion de desplazamiento quimicaslsénales estudiadas. Para el caso de
los compuestod y 2 se estudidé la diferencia de desplazamiento quirdieda sefal
correspondiente al proton aromético H-5'; paraoehguest® sobre la sefal de GAr y

para el compuest0 de la sefial asighada a £

La variacion de los desplazamientos quimicos, tamoda molécula huésped
como en el hospedador, al modificar sus concewomasi relativas, demuestra la

formacion de un complejo de inclusion.

En todos los casos, se observé un apantallamiengttiente en las sefiales
estudiadas al aumentar la concentracién de la mlaldwiésped. Ademas, en todos los
casos se observé un unico conjunto de sefales,gara la molécula huésped como para

la CD, lo cual confirma un rapido intercambio eé®formas libres y asociadds.

$%Cruz, J. R.; Becker, B. A.; Morris, K. F.; Larivg, K.; Magn. Reson. Cher2008 46, 838-845.
32 Funakasi, N.; Ishikawa, S.; Neya,J5Phys. Chem. 2003 107, 10094-10099.

145



6.Determinacion de la estequiometria de complegmdlusion dgg-CD

Tabla 6.2.Diferencias en los desplazamientos quimicos de (deshpuestod y 2) y CH,.S para
40.

[Compuesto]  [B-  rcompuesto  Onsiibre - Ohsiibre - OcH2aslibre-OcH2ascomp
(mM) D] BHs comp. Br5'comp Compuesto 40
(mM) Compuesto 1  Compuesto 2
10.8 1.2 0.9 -8.45.170  7.65-1C 6.39-10°
9.6 2.4 0.8 -1.23-1  1.16-1C0 1.10-1C¢
8.4 3.6 0.7 -1.71-1 2.42-10 1.44-1CG
7.2 4.8 0.6 -2.06-10  2.64-10 1.68-1C0
6.0 6.0 0.5 -241-1  5.10-1C0° 1.87-1C¢
4.8 7.2 0.4 -259-1  2.84-1C¢° 1.79-1C¢
3.8 8.4 0.3 -3.05-1  2.12-1C¢ 1.56-1C¢
2.4 9.6 0.2 -3.38-1  9.80-1¢f 1.17-1C¢
1.2 10.8 0.1 - 5.10-10 6.63-10°

Tabla 6.3.-Diferencias en el desplazamiento quimico deAtHlel compuest®
[Compuesto] (mM)

[B-CD] (mM) I gster OcH2Ar libre — OcH2Ar comp

10.5 15 0.875 0.0046
9.0 3.0 0.75 0.0086
7.5 4.5 0.625 0.0132
6.0 6.0 0.5 0.018

45 7.5 0.375 0.024

3.0 9.0 0.25 0.0304
15 10.5 0.125 0.0297

La estequiometria del complejo se obtiene a pddirméaximo de la llamada
representacion de JoRpedX AS(Hnuesped VS. Mussped- EN todos los casos se observa en la

grafica un maximo a r = 0.5, que corresponderiaaastequiometria 1:1 del complejo
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6.Determinacion de la estequiometria de complegmdlusion dgg-CD

huésped-CD. La alta simetria de las graficas corroboraraedicha estequiometria, ya
que si existiera la posibilidad de formaciéon deios complejos, resultarian curvas
asimétricas>®
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Figura 6.2. Desplazamientos quimicos y gréafica de Job pararapoestdl.

30 Rodrigues, E.; Vaz, S.; Gil, V.M.S.; Caldeira, M;Mloreira da Silva, A.M.GJ. Incl. Phenom.
Macrocycl. Chem2002,44, 395-397
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6.2.2. Determinacion de las constantes de asociacie los complejos de inclusion.

Para el calculo de la constante de asociadi@) del complejo de inclusion
formado por los ésteres J-CD se ha empleado la representacion de Scott, una
modificacion de la conocida aproximacién de Bemékiebrand® (Ecuacién 6.2). En
esta representacion se mantiene constante la ¢oaién del compuesto a estudiar y se
modifica la de3-CD.

[-CD] _[5-CD], 1
AS AS, KA,

obs

Ecuacioén 6.2.Ecuacién de Scott.

317li, S. M., Upadhyay, S. KMagn. Reson. Cher2008 46, 676-679.
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6.Determinacion de la estequiometria de complegmdlusion dgg-CD

Donde Ad.s €s la diferencia de desplazamiento quimico obdervad,
representa la diferencia en el desplazamiento goiren condiciones de saturacion
(cuando todo el huésped se ha compleja@e}}] es la concentracion molar feCD, y

Ka €s la constante de asociacion.

La diferencia en el desplazamiento quimico se @stpara cada compuesto en

las mismas sefiales empleadas anteriormente paecién de Job.

Como puede observarse, en todos los casos la eapae®n de Scott conduce a
una linea recta (Graficas 6.1 y 6.2), lo que esutwo indicativo de que la estequiometria

del complejo de inclusion es 1:1.

0,5 ~
y=13,111x + 0,2936
04 - R?=0,9903
Q
<
s 0,3 A
::; y= 1;27_8?9;&1433 & Compuesto 1
? 02 - ' | Compuesto 40
é 0,1 4 y=2,0411x +0,0187 A Compuesto 8
R?=0,9754 — T
0 T T T 1
0 0,005 0,01 0,015 0,02
[B-CD] (M)
Grafica 6.1.Gréfica de Scott para los compuesto8y 40.
5 -
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g4, R?=0,9886
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Graéfica 6.2. Grafica de Scott para el compuegto
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6.Determinacion de la estequiometria de complegmdlusion dgg-CD

La pendiente de la graficaAbc, permitio la determinacion dec, mientras que
la intercepcion con el eje axial, KiAdc, proporcioné el valor de la constante de
asociacionK,. Ademas, considerando el valor déc para cada complejo, y que los
experimentos se han realizado en un espectrometr808 MHz, se ha estimado la
frecuencia de intercambi®’, es decir, el nimero de veces por segundo queodeqe el
fendmeno de inclusion y liberacion de la moléculeédped en la ciclodextrina, que
resulta de multiplicar la frecuencia de resonapciala diferencia en el desplazamiento

quimico en condiciones de saturacidb¢ (Tabla 6.4).

Tabla 6. 4.Constantes de asociacion y frecuencia de intencaenbel equilibrio de los

complejos.
" Frecuencia de
Compuesto Ka (M™) . ]
intercambio(veces/s)
45 23
186 1
82 25
40 70 29

Si se comparan los resultadoskid@btenidos con los del HT en nuestro grupo de

327 @] valor de la constante de asociacion del hexandat 2-

investigacion, (97 M),
(3',4'-dihidroxifenil)etilo es la mayor; esto podréxplicarse debido a que la introduccion
de una cadena alifatica aumenta la lipofilia dentdécula, y en consecuencia, la afinidad
para introducirse en la cavidad de la ciclodextri?@ar Gltimo, el valor de la constante de
asociacion de8 y el de 40 son ligeramente inferiores al obtenido para el HT,

probablemente debido al mayor tamafio de ambas utagc

6.2.3. Determinacion de la estructura de los comptes de inclusion

La geometria del complejo de inclusion se caragehiabitualmente mediante
experimentos 2D-RMN como ROESY; en particular, ®FSY aporta informacion de la
dinamica y las distancias intermoleculares pronuzdiade los protones implicados en la
complejacion, aportando asi evidencias sobre kntacion en la que preferentemente

entra la molécula huésped en la cavidad de 1&°€D.
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6.Determinacion de la estequiometria de complegmdlusion dgg-CD

Asi pues, se ha estudiado la estructura de los lefpapde inclusion analizados

anteriormente mediante este tipo de técnicas esgedpicas.

En la figura 6.5 se muestra el espectro 2D ROESYrdemezcla de acetato de
hidroxitirosilo/ B-CD de fraccion molar 1:1 en ,D0-DMSO-ds 10%. Se aprecia la
existencia de correlacion de los protones aronmtid®’(fuerte) y H-6’(débil) con el
proton H-6 de I8-CD, y del proton H-5'(débil) con el H-3 de la CD.

Acetato de hidroxitirosilo

H-5" H-2'
H6"

N
L el A PN
LE
o
| &
©
H-4 | ©
—_— [ o
H-2 -ﬁ‘
HS == e
) i -
H-6a + H-6b =—— L [
H3 = F
| re
L
L -
==
[ -
[ =
f-cD
T T T T T T T T T T T v
685 €.80 675 6.70 F2 [ppm]

Figura 6.5. Ampliacion del espectro Roesy para el complejondusion del conf-CD.

En cuanto a las sefales alifaticas, se apreciarlaciones de C}D (débil) y
CH,Ar (débil) con el proton H-3 de la CD (Figura 6.6).
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6.Determinacion de la estequiometria de complegmdlusion dgg-CD
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Figura 6.6. Ampliaciones deEspectro Roesy para el complejo de inclusiod denf-CD.

Estas correlaciones confirman la encapsulacionadendlécula dentro de la
cavidad de la ciclodextrina. Los contactos NOE plios indican una fuerte
penetracién del fragmento aromético dejando la reaadifatica lateral cerca del anillo
primario de la ciclodextrina, lo que queda confidmaon la correlacién del fragmento
OCH; con el protén H-1 de la ciclodextrina. De este mydd nanoencapsulacion podria
tener lugar a través de la cara secundaria deltadeixtrina.
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6.Determinacion de la estequiometria de complegmdlusion dgg-CD

HO OH

Figura 6.7. Geometria postulada para el complejo de inclusidn de acetato de 2-(3',4'-
dihidroxifenil) etilof3-CD

El espectro 2D ROESY de una mezcla de hexanoa®(8&4’-dihidroxifenil)
etilo/ B-CD de fraccion molar 1.0:1.5 en@®-DMSO-ds 1:1 se muestra en la figura 6.8.
Se observa una correlacién débil de los proton8syH--5’ aromaticos del éster y de los
protones alifaticos -CjAr, -CH,CO y —CH con el protén H-3 de IgCD, y del -CHAr
alifatico del éster con el H-2 deffaCD, por lo que se postula que la inclusion dedrésg

produce por el anillo secundario de la ciclodextrin
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Hexanoato de 2-{3"4'-dihidroxifenil) etilo
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H3 - 2 |
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Figura 6.8. Ampliaciones del espectro ROESY para el complejmideision de2 con-CD.

Esto contrasta con los datos obtenidos para ebitdosol, para el que postuld
la inclusion a través del anillo primario defl&CD, y con la orientacion invertida. La
razon para que se produzca la orientacion mostada figura 6.9 puede deberse a la
congestion estérica producida por la cadena alifatiel éster; también puede tener
influencia en la orientacion invertida propuesteapal complejo HTB-CD la posibilidad
de formacion de un enlace de hidrogeno entre los6Q@id la CD y el hidroxilo de la

cadena lateral.
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6.Determinacion de la estequiometria de complegmdlusion dgg-CD

Es significativo que tanto el metilo terminal decdena grasa como el metileno
ena al carbonilo muestren sefial de correlacion cqrabn H-3 de la CD en el espectro

ROESY. Esto podria indicar cierto grado de plegatoiéele la cadena grasa.

Figura 6.9. Geometria postulada para el complejo de inclusitbrd&2--CD.

Para el caso del compuesBp se observa una correlacidén intensa entre los
protones H-2 de ambos anillos aromaticos y losopest H-5 y H-6 de la ciclodextrina
(préximo al anillo de menor diametro). Asimismomt@én se observa una correlaciéon
débil entre los protones H-5 de ambos anillos aticos (mas intenso para el anillo de
tipo hidroxitirosilo) y el proton H-5 de la cicloxigina. Estos datos, unidos a la ausencia
de correlacion con los protones H-2 y H-4 de ldodiextrina, situados en la superficie

externa, confirman la nanoencapsulacion del éatet mterior de la cavidad.

Por otro lado, la ausencia de correlacién con elopr H-3 de la ciclodextrina,
préximo al anillo inferior, sugiere que el ésteiirgeoduce en la ciclodextrina a través de
su anillo mas pequefio, quizas favorecido por lméaion de enlaces de hidrégeno entre
los hidroxilos situados en C-6 y el grupo carbordlel éster. Aunque se observa
correlacion con el protén H-5 de la ciclodextrindog protones aromaticos de ambos
anillos, se estima que la formacién del complejandtusion tiene lugar preferentemente

con el fragmento de hidroxitirosilo (Figura 6.10).
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Figura 6.10. Ampliacion del espectro ROESY para el complejordeusion deB conp-CD.

Figura 6.11.Geometria postulada para el complejo de inclusibrd&8-p-CD.

Finalmente, se estudio también la formacion delptejo de inclusion dd0 con
B-CD partiendo de ambos de fraccion molar 1:1 e®@-DMSO-ds 10% (Figura 6.12).
Sélo se observa correlacion de los protones H-B-3 del anillo aromatico con los
protones H-3 y H-5 de la ciclodextrina, lo cual isug que solamente este fragmento de

la molécula es el que penetra en la cavidad, qaedah resto en el exterior. La
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complejacion podria producirse a través de la sa@ndaria de la molécula, al no

observarse ningun tipo de interaccion con el H-Gdzgclodextrina.

HE

3.6 F1 [ppm]

: : : : | ! ! : : | ! ! !
685 680 6.78 F2 [ppm]

Figura 6.11.Ampliacion del espectro ROESY para el complejordeusion det0 conp-CD

OH

HO

OH

Figura 6.12.Geometria postulada para el complejo de inclusibrié&40-p-CD
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7. ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

7.1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

7.1.1. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo puede definirse como el graeldafio oxidativo que se genera en
un organismd” como consecuencia del desequilibrio entre factpremxidativos y
antioxidativosin viva®™® a favor de los primeros; numerosos estudios loraktionado
con procesos de envejecimientd, enfermedades como la ateroesclerdsida
inflamacion crénicd® la diabete$®” enfermedades ocular&é,cancet e incluso con

enfermedades neurodegenerativas, como el Alzhéffher.

Son factores prooxidativos los radicales libres, éspecies reactivas de oxigeno
(ROS, Reactive Oxygen Specjes las especies reactivas de nitrégeno (RR&active,

Nitrogen Specigs

Los radicales libres se generan de manera natural en las células easpbi
predominantemente en las mitocondffdsy estan asociados a efectos positivos (por
ejemplo en el sistema inmuf®) cuando se encuentran en bajas concentraciones; no
obstante, a concentraciones elevadas presentainsefezgativos, ya que contribuyen a

destruir biomoléculas tales como lipidos, proteirmsADN, mediante procesos

%32 Constantini, D.; Verhulst, $unct. Ecol, 2009 23, 506-509

333 Sjes, HANg. Chem. Int. Ed. Engll986 25, 1058—1071.

334 Kregel, K.C.; Zhang, H.Am. J. Physiol. Reg. Integr. Comp. Physa8i07, 292, R18-36.

3% Fearon, I.M.; Faux, S.B. Mol. Cell. Cardiol. 2009 47, 372-381.

%%Reuter, S., Gupta, S.C., Chaturvedi, M.M., AggarwgiB. Free Radic. Biol. Med201Q
49,1603-1616.

337 Ceriello, A.; Motz, E Arterioscler. Thromb. Vas. Bic2004 24, 816-823.

338 Dherani, M.; Murthy, G.V.; Gupta, S.K.; Young, L. $ariani, G.; Camparini, M.; Price, G.M.;
John, N.; Chakravarthy, U.; Fletcher, AlBvest. Ophthalmol. Vis. SA008 49, 3328-3335.

339Grek, C.L.; Tew, K.DCurr. Opin. Pharmacol201Q 10, 362—368.

340 Bytterfield, D.A., Perluigi, M.; Sultana, REur. J. Pharmacol2006 545, 39-50.

%1 Turrens, J.FJ. Physiol 2003 552, 35-344.

*2 Drége, W..Physiol. Rex2002 82, 47-95
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oxidativos; produciendo ademas compuestos volaties deseados y productos

toxicos343344

Las especies rectivas de oxigef®OS) hace referencia a un amplio grupo de
compuestos entre los que se incluyen especiesafadas y no radicalarias derivadas del
oxigeno molecular; entre las especies radicalagancuentran el anion superéxidg O
y el radical hidroxilo (OH.Por otro lado, las especies no radicalarias estastituidas
por el anién perdxido (8), el i6n hidroxilo (OH), el peréxido de hidrégeno {8,), el
ozono (Q) y el oxigeno singlete'®,) (Figura 7.1 Muchas de estas especies se
generan de manera enddgena en el proceso de c@spiraomo intermedios en la

reduccion del oxigeno molecular hast®H

Especies reactivas de oxigeno (ROS) I

[H] (H] (H] (H]

Figura 7.1

Las especies reactivas de oxige(RNS) estan constituidas por el ién peroxinitrito
(ONOQ) y el oxido nitrico (NO). ElI NO, al igual que,®,, se produce de manera
continua en las mitocondrias. A concentracionesnafes, su funcién celular es la
regulacion de procesos de isquemia/reperfusioenimiendo ademas en procesos de
envejecimiento y degeneracion neurcfiaEl peroxinitrito, por su parte se genera en las
células como consecuencia de procesos inflamatogiodos que el radical de oOxido
nitrico reacciona con el anién superdxido (Esqué@ma. La presencia de peroxinitrito

causa dafios en el ADN, oxidacion lipidica y estflitado ademéas en procesos de

343 Tiwari, S.K.: Rohilla, A.: Rohilla, S.; Kushnoo#, Int. J. Curr. Pharm. Re012 4, 19-23.
344 Choe, E.: Min, D.BJ. Food. Sci2005 70, R142-R1509.
345 Boveris, A.: Cadenas, BUBMB Life 200Q 50, 245-250.
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envejecimiento y en afecciones cardiovascularepravocar una disminucion en la

disponibilidad de 6xido nitrics'®
20,+NO ——————> ONOO

Esquema 7.1Generacidn de peroxinitrito

7.1.2. Antioxidantes

Se define antioxidante como “cualquier sustancia, quesente en pequeias
concentraciones comparadas con el substrato ogidabétrasa o previene
significativamente la oxidacion de dicho substrdf6’En el organismo humano se
generan antioxidantes de manera natural, que smoneables de la prevencion de los
efectos perjudiciales de los radicales libres goproductos toxicos de su metabolismo,
manteniendo la concentracion de estas especieslerev suficientemente bajos para
combatir a las especies de tipo ROS y RNS, ponieadopeligro el correcto
funcionamiento del organism&® Es por ello que se hace necesaria su incorporacion
externa, bien de forma natural a través de la detdien a través de otras vias;
actualmente, tanto alimentos como farmacos contienesu composicion antioxidantes
sintéticos como son el hidroxitolueno butilado (BHRidroxianisol butilado (BHA) o la
terc-butil hidroquinona (TBHQJ*

+-Bu OCHj
OH XN OH
o I
=
H;C t-Bu HO t-Bu
OH
BHT (276) BHA (277) TBHQ (278)

Las fuentes naturales de antioxidantes en la d@tdundamentalmente las frutas

y verduras, semillas, cereales, bayas, vino, tgaaaceite de oliva y plantas aromaticas.

%46 Battin, E.E.; Brumaghim]. Cell Biochem. Biophy&009 55, 1-23 y referencias contenidas.

%7 Halliwell, B.; Gutteridge, J. M. CFree Radicals in Biology and Medicin®xford University
Press, New York]l999 106-107.

%8 Daugan, E.M.A.; Abdullah A.; Sani, H.Mdv. J. Food Sci. Technp2011, 3, 308-316.

%49 Brewer, M.SComprehensive Rev. Food Sci. Food Safsiy1, 10, 221-247.
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7. Ensayos de actividad biol6gica

Estos alimentos tienen actividad antioxidante delsdsu alto contenido en ascorbato,

tocoferoles, carotenoides y compuestos fenofitos.

Existen diferentes tipos de antioxidantes, comoalmapadores de radicales libres,
quenchergslel oxigeno singlete, desactivadores @@}y otros ROS, agentes quelatantes
de iones metélicogjuenchersde productos secundarios de oxidacion e inhibglde

enzimas prooxidantes, entre otros.

Los antioxidantes pueden clasificarse en funciésulenecanismo de accién; asi
pues, se distinguerantioxidantes primarios o0 chain-breaking antioxidants, ylos

denominadosntioxidantes secundario® preventivog>3>?

- Los antioxidantes primarios actian compitiendo @n réacciones de
iniciacion y propagacion con los radicales libf®QS o RNS. Al reaccionar
con ellos, se produce un cambio irreversible erestiuctura, que por lo
general transforma al antioxidante en un radicelbds, y por tanto menos
reactivo que los radicales iniciales.

- Los antioxidantes secundarios retardan o previEneridacion al interactuar
con un iniciador o acelerador; por ejemplo, seriaca&so de agentes

guelatantes de iones metalicos.

En la dltima década, el interés por el descubritoieaislamiento y sintesis de
nuevos antioxidantes ha ido creciendo de maneranexgial. Este interés viene
motivado por su versatilidad de accidon en numergsosesos redox y sus mdltiples
aplicaciones, que abarcan desde su empleo en f@smyatcatamientos clinicos, hasta su
uso en alimentos. En concreto, en el ambito deliosentos, los antioxidantes pueden
usarse bien como estabilizantes o bien por suses#ntes propiedades como parte de la
composicion de alimentos funcionales, suplementegtitos, alimentacién animal y
cosméticos, entre otrés

%0 Fernandez-Bolafios, J. G.; Lépez, O.; Fernandeaf®s| J.; Rodriguez-Gutiérrez, Gurr.
Org. Chem2008 12, 442-463.

%1 Shahidi, F.; Zhong, YChem. Soc. Re201Q 39, 4067-4079

%2 ppak, R.; Gorinstein, S.; Béhm, V.; Schaich, K.;dzyirek, M.; Giiglu, KPure Appl. Chem.
2013 85, 957-998.

%53 Augustyniak; A.; Bartosz, G.; Ipak, A.C.; Dubuf3,; Horakova, L.; Luczaj, W.; Majekova;
M.; Odysseos, A.D.; Rackova, L.; Skrzydlewska, Gtefek, M.; Stosova, M.; Tirzitis, G.;

163



7. Ensayos de actividad biol6gica

7.1.3. Ensayos de antioxidacion

Existen numerosos ensayos para cuantificar laidativo capacidad antioxidante;

dichos ensayos se pueden clasificar en funciétifetle reaccion en que se bad#n:

- Ensayos basados en la transferencia de un atomohdirégeno (HAT,
Hydrogen Atom Transfer) Con ellos se mide la capacidad del antioxidante
para atrapar radicales libres mediante la donatg&m atomo de hidrégeno.

- Ensayos basados en la transferencia de un electr@T, Electron
Transfer). En este tipo de ensayos la actividad antioxidaetesimula con

una prueba de potencial redox.

A continuacion se expone el fundamento de los erssage capacidad

antioxidante llevados a cabo en los compuestostgiatios en la presente Tesis Doctoral.

Ensayo DPPH de la capacidad antirradicalaria

Esta técnica permite estudiar la actividad antiarid de un compuesto mediante
la captacion de radicales libres. Convencionalmesée asume que un donador de
hidrogeno es un reductor y por tanto un antioxielarita especie 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH) es un radical libre estaljlecomercial que se usa comidnmente
como modelo en la interaccidén con especies antox@ captadoras de radicales libres.
En su mecanismo de actuacion, el DPPH acepta lidodog bien un electron de un

antioxidante, convirtiéndose en la especie redugdguema 7.2%*

Venskutonis, P.R.; Viskupicova, J.; Vraka, P.S.tkdaic, N. Free Rad. Re201Q 44, 1216-
1262.

**Moon, J.K.; Shibamoto, T. Agric. Food Chem2009 57, 1655-1666.
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OoN N—N O,N NH—N
o O
279 280

Esquema 7.2Reduccion del radical DPPH

La absorbancia del DPPH en su forma radical a 8I5#n disminuye por la
formacion de la especies reducid,provocando una disminucion de la intensa
coloracion violeta caracteristica de este compugstaue la forma reducida del DPPH
tiene una coloracion amarilla. Esta disminucionl@rabsorbancia se mide mediante
espectrofotometria de UV, y se correlaciona carafgacidad antioxidante del compuesto

estudiado.

La actividad antirradicalaria medida con este meéte# define como la
concentracion relativa de antioxidante requerida paducir el 50% de DPPH (B£
(Effective ConcentratignEste valor se obtiene de la representacién B&IHDremanente
frente a la concentracion del antioxidante ensayAdbpues, cuanto menor sea el valor

de EGo, mayor sera el poder antioxidante de la especietda a estuditr’

Actividad atrapadora de peroxido de hidrogeno

El H,O, es una especie reactiva de oxigeno (ROS). Endtensas vivos, el 3D,
esta implicado en la regulacion de procesos contoatessduccién de sefales, defensa
frente al estrés oxidativo, desarrollo y prolifééaccelular y apoptosis. En estos sistemas,
el H,0O, se genera de manera continua preferentemente emittzcondrias, y permanece
a unos niveles de concentracion constaffteSuando esta concentracién aumenta, su
presencia se vuelve perjudicial, ocasionando esiigativo y los consiguientes dafios

celulares ya mencionados previamente.

%% Jover, M.; Alcudia, F.; Bautista, J.; Parrado,JJAgric. Food Chen2006 54, 3779-3785.
%6 cefarelli, G.; D’Abrosca, B.; Fiorentino, A.; 1zz,; Matellone, C.; Pacifico, S.; Piscopo, Y.
Agric. Food Chem2006 54, 803-809.
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Para llevar a cabo la cuantificacion de la actididérapadora de J, de un
antioxidante, se ha empleado la metodologia de Bahy colaboradore¥! consistente
en la reaccion de oxidacion del rojo de fenol essencia de D, y una peroxidasa, que
da lugar a un compuesto que exhibe una absordénsa a 610 nm. La reduccion de la
absorbancia debida a la presencia de un antioed&ntorrelaciona directamente con la

capacidad como atrapador dglzde ese compuesto.
Ensayo de la inhibicion de la peroxidacion lipidica

El proceso de degradacién de los lipidos mediaatexidacion transcurre en dos
etapas: oxidacién primaria (generacion de hidropdos y perdxidos) y oxidacion

secundaria (generacion de alcoholes, aldehidamast..) (Figura 7.2).

] _LiPid{’ﬁ Productos pimarios de oxidacion Productos secundarios de oxidacion
{acidos grasos (Hidroperoxidos, peréxidos) {Alcoholes, aldehidos, cetonas, etc.)
insaturados)
L. " i g | -
Fotooxigenacion Formacién/estabilizacion

Autooxidacién
Oxidacién enzimatica

de radicales

Figura 7.2

La oxidacion primariapuede producirse a través de tres procesos diésten

= Fotooxigenacion:En este proceso, las posiciones alilicas reaatiooa oxigeno
molecular en estado singlete 1@l oxigeno singulete es un estado excitado del
oxigeno molecular (triplete), que se genera a mpade éste quimica,
fotoguimicamente, por intervencién de ciertas eagira como producto de la
descomposicion de hidroperéxidos®

La fotooxigenacion tiene lugar mediante una reaccancertada a través

de un estado de transicién ciclico de seis miemiog® producto es un
hidroperéxido. El doble enlace se desplaza un atdenoarbono respecto de su

posicion original, y adquiere configuracitrans (Esquema 7.3).

%7 Bahorun, T.; Gressier, B.; Trotin, F.; Brunet, Bine, T.; Luyckx, M, Vasseur, J.; Cazin, J.C.;
Pinkas, M. Arzneim. Forsehl1996 46, 1086-1089.
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Hﬂf\\o HO\O
R )[ R , R/ R

Esquema 7.3

= Autooxidacion: Transcurre mediante un mecanismo de reaccion denaa
radicalarid®®**°en el que, por tanto, pueden distinguirse lasastalg iniciacion,
propagacion y terminacion, como se describen esglema 7.%%

L iniciador .
Iniciacién R4H Ry

. .0 . RH . O S RH % - RH :
Propagacion Ry = R0O0O — R, = R,00 —— R; == R;00 —— R,00

A h h

R,O0H R,00H R;00H
metales metales
Ahv oxidantes reductores
RO + OH R,00 +H RsO + OH
Terminacion R0.0. ——————» productos no radicalarios
RO
R
Esquema 7.4

En la iniciacion, el paso clave es la formaciéruderadical lipidico, R-, lo cual
ocurre mediante la ruptura homolitica del enlacél Rien de forma termo o
fotoquimica, o bien por abstraccion de un atomdidedgeno por un radical libre
que actua de iniciador. El paso de propagacion exai con la adicion de oxigeno
molecular, sustancia que tiene gran tendencia tureaipadicales libres, a la especie
R-para dar lugar a un radical peroxido (ROO-), ajse vez, capta otro atomo de
hidrogeno, generando un hidroperoxido (ROOH) y atadical R-. Durante la
propagacion, ademas se observan otros procesosingliyen fragmentacion,

reagrupamiento e incluso ciclaciones (Esquema’?.5)

8 Frankel, E.NProg. Lipid Res1980,19, 1-22.
%9 porter, N.A.; Caldwell, S.E.; Mills, K. ALipids, 1995 30, 277-290
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Fragmentacion

ROO: — R +0;

Reagrupamiento

0-0 0-0

Ciclaciéon 9

< O

g = 75— 25

O \ \

\/\’/ 5 5
Esquema 7.5

En la etapa de terminacion, los radicales desaparadravés de acoplamiento
radical-radical o bien formando productos establesadicalarios, incluyendo una

gran variedad de polimeros.

= Oxidacidén enzimética través de lipoxigenasas. Enzimas como la cigeoasa
(COX), lipooxigenasa (LOX) y el citocromo P450 (CQYBxidan los &cidos
grasos insaturados en el transcurso de importanbegssos fisioldgicos, como la
homeostasis celuld®® La principal caracteristica de estos procesos aes |
especificidad en la oxidacion, cada enzima oxidauwlystrato concreto para dar
lugar a productos regio-, estéreo- y enantioespesif Ademas, se trata de
procesos regulados y programados por el organisnaliferencia de la

fotooxigenacion o la autooxidacion.

En el proceso dexidacion secundariajos peroxidos e hidroperoxidos generados

anteriormente se descomponen al romperse el e@l@@ede caracter labil, generando

radicales libres que pueden evolucionar de modersiv para dar lugar a alcoholes,

aldehidos, cetonas, hidrocarburos, acidos orgamictddiles y epoxidos; en el caso de

grasas con un alto grado de insaturacion se dégefdemacion de malonaldehid®.

360 Njiki, E. FEBS Letters2012 586, 3767-3770
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En el ensayo de la inhibicion de la peroxidaci@idica se estudia la potencial
inhibicién de un compuesto de la etapa de autooidalipidica. Es un ensayo tipo
HAT. Para ello, se estudia la inhibicion de la petacion del acido linoleicovomo
modelo de lipido insaturado, inducida por dihidoogto de 2,2’-azobis(2-
amidinopropano) (AAPH) siguiendo la modificacion @iweska y colaborador8sde
la metodologia original de Azuma y colaboraddPésEn este procedimiento, el
calentamiento origina la rotura homolitica del amopuesto, AAPH, cuyos radicales
inician una reaccion en cadena sobre el linoleieaegando alquilperoxidos. Estos
peréxidos reaccionan con¥eenerando F& que, mediante intercambio con tiocianato
amonico producen Fe(SCK) un complejo de color rojo con un maximo de akbiéare
540 nm (Esquema 7.6).

AAP
Acido linoleico (281)
R1= CH3(CHy)3 - ~ r ~N
R,= (CH,);COOH
P
R1/\’_/\:/\R2 R1/\’—/\—/\R2
B 0O, O - H O. .
P T STEP — > L
R; R, < o > < OH >+ R
X
R1WR2 R1WR2
.0
- O,o J - HO J
( A - 3
o~
R1/\’—/\_/\R2 R1/\’—/\:/\R2
O. o
OH 2+ ~A -
< O s o " +Fe*+HO
_
R1WR2 R1WR2
.0
g HO Vi g O/O D,

Fe® + NH,SCN ——————  Fe(SCN)s 2+ NH,

complejo
coloreado

Esquema 7.6Procesos implicados en el ensayo de inhibiciérageetoxidacion lipidica.

%1 0lszewska, M.A.; Presler, A.; Michel, Rlolecules2012 17, 3093-3113.
%2 Azuma, K.; Nakayama, M.; Kishioka, M.; Ippoushi,.;KYamaguchi, Y.; Kohata, K.
Yamahuchi, Y.; Ito, H.; Higashio, H. J. Agric. FoGtem.,1999 47, 3963-3966.
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Actividad mimética de la glutatién peroxidasa

Existen algunos compuestos organoselénicos quaracdmo miéticos de la
glutatién peroxidasan vitro. ">’ En concreto, el ebselén es capaz de inhibir eb diai

ADN mediado por dopamina/GuH,0O,, secuestrando radicales y reduciendo,%

0]

Se

Ebselén (282)

En este contexto, en nuestro grupo de investigdedmos desarrollado una serie
de compuestos organoselénicos como nuevas faméiamiméticos de GPx, tales como

selenoazlcarésselenoureas o selenocarbamatos.

Las glutation peroxidasas (GPxs) son un grupo dar&s que contienen selenio
en su centro activo. De entre las funciones quseptan, destaca su actuacion frente a
especies reactivas de oxigeno (ROS), como,@},H través de un ciclo catalitico redox

en el cual intervienen grupos tioles como cofastgreelenio (Figura 7.3§%

ROOH ROH
E-Se-H E-Se-OH
GSSG ( GSH
GSH H,O
E-Se-

Figura 7.3.Mecanismo catalitico de las GPx

%3 Battin, E. E.; Brumaghin, J. ICell Biochem. Biophys2009 55, 1-23.
%64 Arthur, J.R.Cell. Molec. Life Sci2007, 57, 1825-1835
%5Mugesh, G.; Singh, H.BChem. Soc. Re200Q 29, 347-357
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En este ciclo, la glutation peroxidasa reduce ebyeo de hidrégeno gracias a
un centro activo que contiene selenocisteina, ytgmo, un grupo selenol (E-Se-H). El
atomo de selenio de dicho centro interviene enrangso redox en el cual el selenolato
se oxida a &cido selénico al reducir tanto a pdooxie hidrégeno como a peréxidos
organicos. Este selenolato reacciona con el ghmat(GSH) para formar un aducto
seleno-sulfuro (E-Se-G). Una segunda unidad deatihut se encarga de regenerar la
forma activa de la enzima atacando al aducto panaafr glutation oxidado, con un grupo
disulfuro (GSSG) (Figura 7.3).

6.1.4. Ensayos biolégicos

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMSgagicer es la segunda causa
de muerte y morbilidad en Europa tras las enferohesliaardiovasculares, ocasionando el
20% de las muertes en esta region. Cada afio sgtagetees millones de nuevos casos en

Europa, y se registran 1.7 millones de fallecinuerft

A nivel mundial, el 70% de las muertes ocasiongmascancer tiene lugar en
paises en vias de desarrollo, en los cuales naeexrecursos para la prevencion,
diagndstico y tratamiento. Segun esta organizacddncdncer es, en muchos casos,
evitable si se lleva una vida y una dieta saludabjesi se produce una deteccién
temprana. La relevancia de esta enfermedad hataisal interés en el desarrollo de
nuevos tratamientos, que en su mayor parte delezspecificos para el tipo de cancer
del que se tratdNo en vano, la simple busqueda de “cancer” en & loe datos
SciFinder, arroja un incremento de mas de un 40%ud#icaciones en este

contexto durante la ultima década.

El cancer cervicouterino es el segundo tipo deeamas extendido en mujeres

tras el cancer de mama, ya que anualmente se aletd6B.243 nuevos casos y se

producen 274.00 muerteka incidencia de este cancer es mayor en paise$asnde

*% http://www.euro.who.int/en/health-topics/noncomnuatile-diseases/cancer. Ultima consulta:

09/12/13
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desarrollo (un 80% de los casd¥)La mayor causa de este tipo de cancer es la igfecc

por el virus del papiloma humano (VPH), especiakmgor las cepas VPH16 y VPH18,

que provocan carcinogénesis en células uterinass dancarcinogénesis generada por el

VPH provoca un fallo inmunitario sobre las céluidsctadas, ya que son capaces de

evadir la deteccidn inmune mediante multiples &sfias3ts

Los antecedentes bibliograficos acerca de derivatshidroxitirosol como
agentes antiproliferativos,nos han animado a ewalaa actividad antitumoral y
anticancerigena de los compuestos sintetizados gmekente Tesis Doctoral frente a
lineas celulares del cancer cérvicouterino, medibog procedimientos que se detallan a

continuacion.

Ensayo del Cristal Violeta para la determinacién déa proliferacion celular

El cloruro de pararosanilina, conocido como violbésico 3, cristal violeta o
violeta de metilo, es un colorante derivado déémilmetano, cuya aplicacion biolégica
mas extendida es la tincion de cultivos de bacte&sicam positivas, aunque también se ha
empleado en la determinacién de la citotoxidad i@else por moléculas, farmacos,
toxinas o0 patdgenos, determinacién de la viabilidatular o determinacion de la
proliferacién celular bajo diversas condicioA®sUna vez introducido en la célula, se
transforma en (4-[(4-dimetilaminofenil)fenilmeti;N-dimetilanilina o leuco cristal

violeta.

37 Zagouri, F.; Sergentanis, T.N.; Chrysykos, D.jpft$, M.; Bartsch, R.Gynecol. Onc2012
126, 291-303

%8 Hou, F.; Ma, D.; Cui, BClinica Chimica Act&2013 415 337-340.

%9 vega-Avila, E.; Pugsley, M.KProc. West. Pharmacol. So2011, 54, 10-14 y referencias
contenidas.

172



7. Ensayos de actividad biol6gica

SN SN
DR ®
Cl
T
o JJ T
\ITI ITI/ \ITI ITI/

Cristal violeta (283) Leuco Cristal violeta (284)

Respecto de esta Ultima aplicacion en la deterridinate la proliferacion celular,
el cristal violeta proporciona informacion cuaritita sobre la densidad relativa de
células adheridas a los pocillos de ensayo. Dalerde en cuanta que este colorante se
asocia al ADN y que su coloracion depende del pHladéisolucion. Una vez en
disolucién la concentracion de colorante es prapoat al nimero de células del cultivo,

y se puede medir facilmente mediante técnicas esf@ométricas’™®

Ensayo de la lactato deshidrogenas&é $H assay

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzimalagapética presente en todas
las células, que se caracteriza por liberarse aépdte en el sobrenadante de los cultivos
0 en la sangre cuando la membrana plasmatica @€lldas es dafiada. Por este motivo,
el ensayo LDH es empleado como un test cuantitggara evaluar la citotoxicidad de
moléculas y farmaco¥’

La deteccion y cuantificacion en este método sa basun croméforo, por lo que
se hace mediante espectrofotometria de maneraargpieproducible. El ensayo consta
de dos pasos: en el primero las isoenzimas LDHizatala oxidacion del lactato a
piruvato mediada por NAD En el segundo paso, la enzima diaforasa emplea el
NADH/H" generado en el paso anterior para catalizar lecoégh de una sal de tetrazolio
a una sal de formazan hidrosoluble y con un m&dmabsorcion a 490 nm (Esquema
7.7)%°

$"%Wang, G.; Zhang, J.; Dewilde, A.H.;Pal, A.K.;BelD.; Therrien, J.M.; Braunhut, S.J.; Marx,
K.A. Toxicology 2009 299, 99-111.
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HO-C—H LDH 0=C

CHs; /\ CH;

+

/@/' NAD NADH/H"
/N N \_/
H

Diaforasa =N
N:® \
NH N@,N@\
N
I
NO,
NO,
Sal de formazan (roja) 285 Sal de tetrazolio (amarilla) 286
Esquema 7.7

De este modo, la concentracion de formazan presanten medio de cultivo
celular se puede correlacionar directamente corcegmento de LDH, y es proporcional
a la lisis celular en un periodo de tiempo espamifLos resultados de este ensayo se

expresan en unidades de LDH por célula.

Ensayo CSFE Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl Esjede la proliferacion

de linfocitos

El método CFSEQarboxyfluorescein Succinimidyl Esters uno de los métodos
mas generalizados para medir la division celular.b8sa en la introduccién de una
especie fluorescente, la carboxifluoresceina, esllaa.

La metodologia de este ensayo consiste en intnodwgcinimidil éster de
diacetato de carboxifluoresceina (CFDA-SE) en rior de la célula, proceso sencillo
debido a su facilidad para atravesar la membrahdaceUna vez en el interior de la
célula, las estearasas intervienen para transfoestar especie en carboxifluoresceina,
cuya permeabilidad de membrana es mucho menor tapt su liberacién de la célula
al exterior es mas lenta, tiempo durante el cuardaza covalentemente a moléculas
intracelulares a través del grupo succinimidilo,e qreacciona con grupos amino

generando amidas muy estables (Figura 7.4). Laidalpermeabilidad de estas especies
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permite monitorizar la frecuencia de hasta ochasitines celulares, mediante la medida

de citometria a través del descenso de la fluoneg&® 3"

o) exterior

| membrana celular
,
1

estearasas

citosol

Figura 7.4

Una ventaja de este método es que puede utiliparse determinar la division
celular tanto en métodds vitro comoin vivo, y con ello determinarse el grado de
proliferacion de distintos tipos de células, conoo giemplo es el caso de los linfocitos,

incluso se ha descrito su uso para cuantificardéferacion bacterian¥?

! Quah B.J.C., Parish C.BoVE 201Q 44, 1-3.

*2 Parish, C.RImmunol. Cell Biol1999 77, 499-508

373 Ueckert, J.E.; Nebe von Caron, G., Bos, A.P.Steeg, P.FLett. Appl. Microbiol.,1997, 25,
295-299.
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7.2. RESULTADOS Y DISCUSION

7.2.1. Medidas de la actividad antioxidante

El objetivo del presente capitulo consiste la eagitin de las propiedades
antioxidantes de los compuestos sintetizados @nesknte trabajo, con objeto de poder
establecer relaciones de estructura-actividad quscermhir aquellos elementos
estructurales responsables de una mayor actividgé@ira, tanto desde el punto de vista
antioxidante, como antiproliferativa. Los productmnetidos a dicho estudio han sido
los ésteres derivados del BTy 9, el tioderivadall, las tio y selenoureas derivadas de la
norepinefrinal7-27y los peptidomimético84-38 40y 41. Los resultados obtenidos se
compararon con el hidroxitirosol, acidelipoico, DOPAC y norepinefrina, a modo de

productos analogos estructuralmente, y de recoa@aitividad bioldgica.

7.2.1.1. Medida de la actividad atrapadora de radales libres (DPPH)

Para la determinacion de la captacién de radiddless se utilizé el método del
DPPH, siguiendo la metodologia de Prior y colaborest’® La concentracién efectiva
EGCs, representa la cantidad de antioxidante necesari gisminuir la absorbancia del
DPPH un 50% con respecto a su valor original. Eater, expresado en unidades de
concentraciéon uM, se obtuvo para todos los caseayados por interpolacion de la
representacion grafica del porcentaje de DPPH remanfrente la concentracion del
compuesto ensayado (medidas por triplicado). A nael@jemplo, en la grafica 7.1 se
incluyen los resultados obtenidos para el compugBlichos resultados fueron obtenidos
a partir de las medidas de las absorbancias detrasien y sin antioxidante, y se

expresan segun lo indicado en el Apartado 9.1.1.

$"prior, R.L.; Wu, X.; Schaich, KI. Agric. Food ChenR005 53, 4290-4302.
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Gréfica 7.1. Captacién de radicales DPPH del compu8sto

Esteres derivados del HT

Los valores de la actividad atrapadora de radiddless DPPH para los ésteres

derivados del HBy 9 se muestran en la tabla 7.1.
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Tabla 7.1.Actividad antirradicalaria DPPH.

Compuesto EGo DPPH (uM)
8 3.8£0.4
9 13.0£0.3
HT 11.3+1.3

Acido o-lipoico -

Como puede observarse para los datos mostradoa dmabla 7.1., el éster
dimérico8, con dos fragmentos de catecol muestra una aatiBdveces superior a la del
HT (3.8 frente a 13.QuM); esto podria sugerir que la incorporacion deesivos
fragmentos de catecol a la estructura podria tenezfecto beneficioso en la actividad

antirradicalaria.

Para el caso del compuedpsin embargo, la actividad antirradicalaria es del
mismo orden, aunque ligeramente inferior a la abtepara el HT. Si se compara ésta
con los resultados obtenidos para el acidpoico, se observa que éste no presentd
capacidad de secuestrar radiacales libres DPPH eolecentraciones ensayadas (de 3 a
33 uM), lo cual parece indicar que la incorporadignun fragmento de tipo disulfuro

ciclico produce una disminucion de la capacidadradicalaria del compuesto.

Tio y selenoderivados con fragmentos de catecol

Los resultados obtenidos para la actividad atrapade radicales libres DPPH
para el tioacetatdl y las tio y selenourea%7-27 se muestran en la tabla 7.2, los
resultados ademas han sido comparados con el lidrax de norepinefrina de los que

derivan de los compuestds/-27.

178



7. Ensayos de actividad biol6gica

Tabla 7.2.Actividad antirradicalaria DPPH

Compuesto EGo DPPH (uM)
11 7.3+0.1
17 4.0£0.5
18 7.4+0.7
19 10.7+1.1
20 8.0£0.4
21 4.0£0.2
22 5.0+£0.1
23 4.0£0.6
24 7.4+0.2
25 6.1+0.2
26 5.3+0.1
27 7.7+0.7
Norepinefrina 5.0£0.03

En primer lugar, cabe destacar todos los compuestalsados en este apartado
presentaron una mejor actividad antirradicalarie guHT natural, que llega a ser de 2.8
veces en el caso de las tiourdas 21 y 23. Estos resultados ponen de manifiesto el

efecto beneficioso en la actividad antirradicaldeda introduccién de grupos tioureido y

selenoureido

En cuanto a las tio y selenoureas, de todos lopeestos ensayados, se observa
para la mayor parte de ellos existe una actividridradicalaria similar a la mostrada por
la norepinefrina, de 5.0+0.03 pM, y aproximadametekdoble de la mostrada para el
HT, de 11.3+1.3 pM, salvo para los compuest@s21-23y 26 que mostraron una
actividad ligeramente mejor que la de la norepinafr En base a los resultados
mostrados en la Tabla 7.2, pueden obtenerse umadeeconclusiones. Por un lado, de
manera general, las tioureas derivadas de norepiaefe comportan como atrapadores

de radicales libres ligeramente mas potentes gueolmespondientes selenoisosteros.
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Considerando sustituyentes de tipo alquilicos, tasencia de pequefos
fragmentos lineales (ejn-butilo en 17) proporciona mejor actividad que en los
correspondientes cicloalquilos (ej. cilohexilole).

Los mejores resultados obtenidos se encuentranfizay@entos alquilicosly)
lineales, y aroméaticos con sustituyentes de pipaetil (21) y p-bromo 3). No obstante,
la combinacion de fragmentos de tipo alquilo yoafd]. bencilo, ei9 o fenetilo, er20)

reduce sensiblemente la capacidad antirradicalaria.

Derivados peptidicos polifendlicos derivados derhHaoacidos

Los valores de actividad atrapadora de radicateediDPPH obtenidos para los
peptidomimético84-38, 40y 41 se muestran en la tabla 7.3

Tabla 7.3.Actividad antirradicalaria DPPH.

Compuesto EGo DPPH (uM)
34 12.3+1.8
35 10.5£0.7
36 12.8£3.3
37 10.8£1.6
38 18.4£0.5
40 4.5%0.2
41 11.6£0.4
HT 11.3+1.3
DOPAC 4.9£0.3

Puede observarse que los compuessés88 y 41 mostraron una actividad
antirradicalaria muy similar a la del HT, con vaercomprendidos entre 10.5-18.4 uM.
El DOPAC, con un Egde tan solo 4.9+0.8M, exhibe una actividad antirradicalaria 2.3
veces superior a la del HT, y por tanto, a la dedompuesto84-38 y 41 Resulta
especialmente destacable el compud§talerivado de la-cistina, y por tanto, con dos

fragmentos de tipo catecol y un puente disulfuroserestructura. Este compuesto se
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comporté como un potente agente antirradicalaram an EG, de 4.5+ 0.2 uM,

practicamente idéntico al encontrado para el DOPAC.

También es llamativa la diferencia de actividadreergl compuestaiO, y el
derivado del &cido lipoic8® (ECso = 13.0+0.3), siendo el primero 3.0 veces mas activo
Ambos poseen un fragmento de tipo disulfuro, poqle la diferencia de actividad
presumiblemente se debe a la presencigd@mle dos anillos de tipo catecol. Este
resultado es analogo al observado para el éstéridm8, exhibiendo ambos polifenoles

divalentes una capacidad antirradicalaria analdghlés 7.1y 7.3).

Puede deducirse, por tanto, que la introduccidimadgnentos de tipo amida en el
hidroxitirosol permite, por un lado, mantener urcdivédad antirradicalaria similar o
mejor a la del HT, a la par que introducir cierfragmentos hidréfobos que pudieran
permitir una mejor biodisponibilidad del compuestoel caso de ser administrado como

potencial farmaco o aditivo alimentario de tipoi@xitiante.

Derivados multivalentes via click chemistry

Los valores de la actividad atrapadora de radicilees DPPH para los

derivados di y trivalentes del HI3y 54 se muestran en la tabla 7.4.

Tabla 7.4.Actividad antirradicalaria DPPH.

Compuesto EGo DPPH (uM)
53 7.6+0.2
54 9.8+0.3
HT 11.3+1.3

Como puede observarse, la actividad antirradiGalad se incrementa en este
caso con el numero de fragmentos catecol de lacualépuesto el valor de BZresultd
ser ligeramente superior en el caso del compuestdres fragmentos (compue$id), y
mejor para el compuesto con tan solo dos fragmeaattesol53, obteniéndose para este
un valor de EG de 7.6£0.2 uM. Sin embargo, para ambos casos se demastrdaq

actividad atrapadora de radicales DPPH mejorababhtenida para el HT.
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Los resultados obtenidos en el ensayo de activasaidradicalaria DPPH para

todos los compuestos analizados aparecen recogidasgrafica 7.2.
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Gréfica 7.2. Actividad atrapadora de radicales libres DPPH.
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7.2.1.2. Medida de la actividad atrapadora de D,

Para la determinacion de la actividad atrapadoradg® se ha empleado la
metodologia de Bahorun y colaboradofésEl porcentaje de inhibicion de .6,
(medidas por triplicado) para la concentracion gada (0.47 pM), se obtuvo a partir de
las absorbancias en presencia y en ausencia dexidatite mediante la expresion

indicada en el Apartado 9.1.1.
Esteres derivados del HT

Los valores obtenidos para los compuestos9, comparados con el HT vy el

acido lipoico, se muestran en la tabla 7.5.

Tabla 7.5.Actividad atrpadora de 4D,.

Compuesto %Ilnhibicion H,0O,
8 78.9t0.9
9 27.0£3.0
HT 68.8t5.0
Acido o-lipoico 2.5+1.0

De los resultados obtenidos, se observa que el westp8 presenta una
excelente actividad inhibitoria del,8,, superior a la del HT, por lo que se puede
concluir que, de nuevo, la presencia de un segtfiragmpmento de catecol aporta una
mejora de la actividad. El ést@rsin embargo, muestra una escasa actividad inhidbitor
de HO, en comparacion al compuesdp aunque superior @cido a-lipoico, que es
practicamente nula. La reducida actividad antiaxidamostrada por el compuesip
podria deberse, por tanto, a la presencia del gdigudfuro. Estos datos estarian de
acuerdo con algunos estudios llevados a cabo eécalak con grupos disulfuro en su
estructura, como el dialil disulfuro (DADS) o didlisulfuro (DATS), para los que se

detecté una actividad eficaz como atrapadores denes superdxido, pero que no
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presentaron sin embargo actividad atrapadora d&xiger de hidrégeno o de aniones

hidroxilo.3™

/\/S\S/\/ /\/S\S/S\/\

DADS (289) DATS (290)

Tio y selenoderivados con fragmentos de catecol

Los resultados obtenidos para este ensayo de @iatdddn para el tioacetafid y

para las tio y selenoure4g-27se muestran en la tabla 7.6.

Tabla 7.6.Actividad atrpadora de 4D,.

Compuesto % Inhibicién H,0,

11 77.4+0.7
17 79.8+0.9
18 *
19 78.3+0.1
20 78.6+4.9
21 80.2+0.3
22 71.0£21.3
23 79.5+1.2
24 80.0+1.6
25 80.1+2.5
26 79.9£0.7
27 78.7+4.1

Norepinefrina 78.20.4

*no realizada

El compuestd.1, con un grupo tioacetato en su estructura, se @dapomo un

excelente inhibidor de 4., mejorando asi ligeramente el valor obtenido phFdr.

7 Kim; J.M.; Chang, H.J.; Kim ,W.K.; Chang, N.; Chun,S.J. Agric. Food Chem200§ 54,
6547-6553.
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En relacion con las tio y selenourelds27 se observa, en primer lugar, que el
valor del porcentaje de inhibicion de®} de la norepinefrina es significativamente alto,
lo que supone que es un potente inhibidor; no ofestae observa que la conversion de

ésta en una tio o selenourea no afecta a estédackiv

Derivados peptidicos polifendlicos derivados derh#aoacidos

Los valores de actividad atrapadora d®©4Hobtenidos para los compues®s

38, 40y 41 se muestran en la tabla 7.7.

Tabla 7.7.Actividad atrpadora de 4D,.

Compuesto % Inhibicion H,O,
34 74.6+2.3
35 65.1-4.1
36 62.92.8
37 60.7+7.8
38 345t1.0
39 13.3£4.2
40 77.7t10.3
41 54.0+5.3
HT 68.8+5.0

DOPAC 71.3+1.5

El acido DOPAC muestra un poder de inhibicion muyilar al del HT,

obteniendo en el ensayo realizado un valor deka153%.

En el caso de los productos con el fragmento chtdwe sintetizados, estos
mostraron distintos valores de inhibicion: los coegtos35, 36 y 37 mostraron un valor
muy similar al del HT (65.1+4.1 %, 62.9+2.8 % y B9/.8 % respectivamente). Los
compuesto$84 y 40 mostraron un resultados incluso superiores a lbsitliey DOPAC
(74.6£2.3% y 77.7+10.3% respectivamente). De nualv@ual que para la captacion de
radicales libres, el compues®8 proporcioné un resultado bastante inferior al HT,

34.3+1.0%, aunque el menor de los resultados qmnele al compuestd9,
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probablemente este valor sea debido a la presdacia grupo disulfuro en su estructura,

al igual que ocurria para el compuesto

Derivados con mdltiples fragmentos catecol via télichemistry”

Los valores obtenidos para la actividad inhibitaten HO, se muestran en la

tabla 7.8.

Tabla 7.8.Actividad atrpadora de 4.

Compuesto % Inhibicién H,0,
53 82.6t3.5
54 81.2+4.1
HT 71.3+1.5

Los valores obtenidos para ambos compuesdos54 mejoran la inhibicion del
H,O, del HT, al superar el 80% de inhibicion. Sin engogouede observarse que, al igual
que ocurria para la actividad antirradicalariafiespncia de un tercer anillo de catecol no
permite una mejora de la actividad (compuéstp Los datos obtenidos para todos los

compuestos evaluados se muestran resumidos edfilzagr.3.
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Gréfica 7.3. Actividad atrapadora de B,
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7.2.1.3. Medida de la inhibicién de la peroxidaciofipidica

El ensayo de inhibicion de la oxidacion primariallegd a cabo mediante una
modificacion del método de Azuma y colaboraddfekos porcentajes de inhibicion de
la peroxidacion lipidica (medidas por triplicadae obtuvieron a partir de las
absorbancias en presencia y en ausencia de aatibgidhediante la expresion indicada
en el Apartado 9.1.1.

Esteres derivados del HT

A continuacion se resumen los datos de la activadamxidante obtenidos para
los compuesto8 y 9 se muestran en la tabla 7.9.

Tabla 7.9 Inhibicion de la peroxidacion lipidica

Compuesto %Inhibicion peroxidacion lipidica
8 60.3+6.2
9 52.5+9.0
HT 27.4+8.6
Acido o-lipoico 4.6+1.9

Los valores de inhibicibn de la peroxidacion parabas compuestos son
claramente superiores tanto a los exhibidos pdtTelmodesto inhibidor, como por el
acido o-lipoico, cuya actividad es practicamente nula. eCalestacar que para el
compuestd®, la sinergia entre el fragmento de lipoilo y unppy catecol es efectiva para
este tipo de actividad antioxidante.

Tio y selenoderivados con fragmentos de catecol

Los valores obtenidos para los compuedthsl7-27 se muestran a continuacion
en la tabla 7.10.
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Tabla 7.10.Inhibicion de la peroxidacion lipidica

Compuesto %Inhibicion peroxidacion lipidica
11 23.4+8.6
17 47.1+10.0
18 44.3+7.1
19 28.3+0.3
20 45.7t8.4
21 62.6+5.1
22 28.0£6.5
23 67.4+5.9
24 66.7+9.8
25 71.3+2.4
26 63.4+2.5
27 36.2+8.7
Norepinefrina 26.56.7

El tioacetatoll, con un porcentaje del 23t4B8.6, no se comporta como un

inhibidor eficiente de la peroxidacion lipidica;raasi, esta actividad no se aleja de la

mostrada por el HT, que tampoco es un potenteidudrib

En cuanto a las tio y selenourdas27, se observd una mejora significativa de la
actividad inhibitoria de la peroxidacion lipidicaespecto de la norepinefrina
(26.5£6.7%), alcanzandose valores entre el 28 y el 7E¥a R tiouread7-23se pudo
observar que los valores mas bajos de inhibicibmespondian a aquellas con un
fragmento alifatico; mientras que para aquellas @onsustituyente aromatico de tipo
fenilo se producia un aumento, concretamente pardéidureal y 23 se alcanzd una
actividad significativamente alta, sin embargopado comprobar que la presencia del
grupo naftilo para la tiourea2 conducia a una disminucion drastica de esta dativi
antioxidante, con valores similares al mostrado [@ornorepinefrina (2886.5 vy
36.2+8.7 respectivamente), lo cual también ocurria plaraselenourea27. Las
selenourea4-26 con fragmentos de tipo alifatico y fenilo, preseon altos porcentajes

de inhibicién, destacando especialment&%acon un 71.32.4 %. Estos resultados
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parecen indicar ademas que la presencia de un &lenselenio parece tener un papel

fundamental en el proceso de inhibicion de la pdemion lipidica.

Derivados peptidicos polifendlicos derivados derhtaoacidos

Los valores de inhibicion de la peroxidacion lipadi obtenidos para los

compuesto84-38, 40y 41 se muestran en la tabla 7.11.

Tabla 7.11.Inhibicion de la peroxidacion lipidica.

Compuesto %Inhibicién peroxidacion lipidica
34 47.7t4.9
35 54.8t0.4
36 34.1t4.9
37 45.2+t4.6
38 43.1+11.7
40 36.5£4.6
41 53.9+5.3
HT 27.4+t8.6
DOPAC 45.7£8.7

El acido DOPAC, muestra un poder de inhibicion depéroxidacion lipidica
sensiblemente superior al del HT, en concreto &¥34-8.7%. a la concentracion

ensayada.

En el caso de los peptidomiméticos, todos ellostramon valores de inhibicion
de la peroxidacion lipidica superiores al HT: lasnpuestos35 y 41 fueron los que
mostraron los valores mas altos (54®84% y 53.9-5.3% respectivamente), un valor
que practicamente dobla al del HT, siendo tambidpersor a la del DOPAC. Sin
embargo el compuestd0, que mostré anteriormente los mejores valoresotgatra
actividad atrapadora de radicales DPPH, mostréalor de inhibicion de la peroxidacion

lipidica bajo en comparacién con el resto de corsipse del 36.48 4.6%.
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Derivados con multiples fragmentos catecol via tilichemistry”

Los valores de inhibicion de la peroxidacion lipadi obtenidos para los

compuestod$3y 54 se muestran en la tabla 7.12.

Tabla 7.12.Inhibicion de la peroxidacion lipidica.

Compuesto %Inhibicién peroxidacion lipidica
53 43.9t4.3
54 64.3t9.3
HT 27.4+8.6

En este ensayo si se observa una correlacion ehtrdamero total de anillos
polifendlicos y la actividad, ya que, como puedsenbarse, crece significativamente

desde el HT hasta el sistema trivalesde

La inhibicion de la peroxidacion lipidica mostrapgar todos los compuestos

ensayados se resume en la gréfica 7.4.
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Gréfica 7.4 Inhibicion de la peroxidacion lipidica.
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7.2.1.4. Medida de la actividad mimética de la glation peroxidasa

Esta actividad ha sido evaluada tanto para laseti@®ucomo para las selenoureas
sintetizadas mediante espectroscopieRMN. Para ello se ha utilizado una cantidad
catalica (1% molar) de los compuestos a evaluapresencia de #D, y ditiotreitol
(DTT) como fuente de tiol. Puesto que la reacciéroxidacion del DTT también se da,
aunque mas lentamente, en ausencia de catalizeelogaliza también un ensayo de
control en el que no se adiciona selenourea y emeke sigue la evolucién de D

DTT* debida Unicamente a la presencia ¢@H

El proceso se monitoriza a través de la desaparici® la sefales
correspondientes a la especie [t {5=2.63, 3.67 ppm en GDD) y el aumento de las
sefales correspondientes a BT(6=2.87, 3.03, 3.49 ppm).

La actividad mimética de la glutation peroxidasaaestimado a través del valor
de t, es decir, el tiempo necesario para transforma&0eb de DTT (DT en su
correspondiente disulfuro ciclico (DTY al reaccionar con #,. En la figura 6.5 se
muestra como ejemplo la evolucién de la reaccidoxitgacion del DTT catalizada por la
selenoure&5, pudiéndose observar que el porcentaje de"D@&crece rapidamente con

el tiempo.

= 22h S min 75

b5

s ®
:
. Ak . hA
2065 A Fhad) A Y

N A

T T T T T T
35 30 25 35 3.0 25

Figura 7.5. Seguimiento potH-RMN del ciclo catalitico de la reduccién de®4 en CQOD para
la selenoure@(a) y la muestra control (b)
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Los valores de;t para cada compuesto se obtuvieron por interpolagioia
gréfica del porcentaje del D¥ffrente al tiempo (s). De estas gréficas se pudemar,
en primer lugar, que las selenourea&27 mostraron un comportamiento similar,
pudiéndose ajustar los datos experimentales a egeesion lineal para todas ellas
(Gréfica 7.5). Los resultados obtenidos fueron kextes, alcanzandose en algun cago t
inferiores a dos minutos (114-194 s), y muestraanelme potencial de estos compuestos
como miméticos de la GPx, ya que el control (engsiyausencia de catalizador) presentd
un t, superior a las 2 h (Grafica 7.6).
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X 24
& 25

%D'n'red
(O]
o

A 26
m27

O T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Tiempo (s)

Grafica 7.5 Representacion del porcentaje de [ftTemanente frente a t(s) para las selenoureas
24-217.
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Gréfica 7.6. Representacion del porcentaje de [§fFemanente frente a t(s) para la muestra
control.

Sin embargo, el ajuste a una regresion lineal selédos no fue posible para el
caso de las tioureas, para las que se observdngtiaca de reaccion claramente diferente
y ajustable a una curva logaritmica, como puederghsse en las graficas incluidas en la
figura 7.6.
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Figura 7.6

De la interpolacién en las curvas se obtuvo elrvdé t,, para las tioureas, las
cuales no mostraron resultados tan satisfactorwsoclos selenoisosteros, sino que
mostraron tiempos de vida media incluso superiate®ntrol a dicha concentracion, lo
cual corrobora la especificidad de esta activida gompuestos organoselénicos. En la

tabla 6.13 se muestran los valores;geara todos los compuestos ensayados.

Tabla 7.13 Tiempos de vida media,{s), en los ensayosde actividad mimética de GPx

Compuesto t12(S)
17 >control
18 >control
20 >control
21 >control

197



7. Ensayos de actividad biol6gica

22 >control
23 >control
24 114
25 194
26 157
27 168
Control 8902

Estos resultados demuestran que las selenourdezsidas se comportan como
excelentes miméticos de la glutation peroxidasgpoy tanto son eficaces para la
eliminacién de ROS de tipo perdxido, mientras @setioureas no muestran este tipo de

actividad.

El ciclo catalitico propuesto para las selenousstisando como miméticos de la
glutation peroxidasa es el que se muestra en ekas6.8. EI compuesto organoselénico
es oxidado en primer lugar por e}®} para generar su correspondiente selendxido. A
continuacién, este intermedio reacciona con unaytigd del ditiotreitol (DTT), para
dar un aducto selenil-sulfuro. Por ultimo, y metkala reaccion con el segundo grupo
tiol, se obtiene el disulfuro ciclico DPT regenerandose el compuesto organoselénico,
que puede de nuevo comenzar el ciclo catalitictheEho de que concentraciones de las
selenoureas de tan solo el 1% molar permitan lapdegion completa del DDT,
demuestra la existencia de un ciclo catalitico.in#nto de cuantificar el proceso a
concentraciones superiores resultd infructuosoqya la velocidad de reaccion fue
superior al tiempo de registro del espectro, obtadose el producto final DPTantes de

poder obtener espectros a varios tiempos de reaccid
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Esquema 7.8Mecanismo de actuacion de la selenoureas como moséte la GPx

Se ha descrito que la presencia de heterodtomoginm® al selenio,
especialmente grupos amino, provoca un incrememta dctividad mimética de la GPx
de algunos compuestos organoselénicos por varitigasn(1) existe un efecto sinérgico
del selenio y del nitrégeno basico en la reduccdéhH0,, (2) el selenio como centro
activo cataliza la reduccién del,® mediante la interaccion del con el nitrégeno, de
caracter basico. Ademas, la amina interviene eepaotonacion del grupo sulfhidrilo, de
modo que promueve una alta concentracion de aiuidta, favoreciendo el progreso del

ciclo3%®

7.2.2. Medidas de la actividad anticancerigena y itumoral

Los peptidomiméticos34-37, 40 y 41 fueron evaluados como agentes
antiproliferativos en el grupo del Dr. Luis Sanch®anchez (Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza, Universidad Nacional Auténodea México, México D.F.,
México). Por otro lado, las tio- y selenourda@s27 estan siendo ensayadas en el grupo
del Dr. Schwartz, en el CIBBIM-Nanomedicina, Ingtit de Investigacion del Hospital

Vall d'Hebron (Barcelona).
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7.2.2.1. Medida de la actividad antiproliferativa n vitro sobre lineas celulares de

cancer de cuello uterino

Con el objetivo de determinar la actividad antifpeoativa in vitro de los

productos catecolicos desprotegidos sobre canceicaeterino, los compuest@?t-37,

40, 41 se ensayaron sobre tres lineas celulares cantasigéleLa y CasKi, que

incorporan genes del virus del papiloma humano (WRHiBo, no asociada al VPH. El

ensayo sobre el derivado del tript6fano desprote@® no pudo ser llevado a cabo

debido a la baja solubilidad que presenté el costouen las condiciones del ensayo.

El estudio se focaliz6 en tres aspectos:

Capacidad antiproliferativa sobre las células tunabes Se determinaron
valores de Ig respecto de las lineas celulares estudiadas.eS8é 8 cabo
mediante el método de tincién de cristal violetsalito en el Apartado 9.1.2.
Citotoxidad tanto en células cancerigenas como ameerigenascon objeto de
dilucidar el mecanismo de muerte celular provogamtalos péptidos. Se llevo a
cabo mediante el ensayo de la lactato deshidrogefid3H), descrito en el
Apartado 9.1.2.

Capacidad antiproliferativa sobre linfocitos humasocon objeto de analizar la
selectividad en el modo de accion entre célulasarégenas y células sanas,
aspecto esencial cuando una sustancia puede sk¥aeia@gn un tratamiento de
quimioterapia. Se llevo a cabo mediante el ens&®E; descrito en el Apartado
9.1.2.

Determinacion de la capacidad antiproliferativa s@blas células tumorales

En primer lugar, para cada uno de los compuestoada una de las tres lineas

celulares empleadas, se obtuvieron las curvas sis-thspuesta, donde se determiné el

porcentaje de proliferacion para las tres lineadares ensayadas, HelLa, CasKi y ViBo,

en presencia de concentraciones crecientes deuoad#e los compuestos: HT, DOPAC,
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y los catecole84-37, 40y 41. (Graficas 7.7-7.9). Cabe destacar que este tipstlalio
de actividad antiproliferativa no se habia realizadn anterioridad para el HT ni el

DOPAC considerando estas lineas celulares.

Hela
140
—0—35
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34
£100
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®
5 80 —0—36
Y h
© 60 —@—37
S
o
S 0 "\. —e—DOPAC
20 \r ? ——140
¢ ° 41
0
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Grafica 7.7. Curva dosis-respuesta para los compuestos ensaffadte a la linea celular Hela.
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Grafica 7.8 Curva dosis-respuesta para los compuestos ensayadtesa la linea celular CasKi.
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Grafica 7.9 Curva dosis-respuesta para los compuestos ensalyadtesa la linea celular ViBo

A partir de las graficas anteriores se ha calcukldealor de 1G,, es decir, la
concentracion de compuesto requerida para redupioliferacion de las lineas celulares
cancerigenas al 50%. Estos datos se reflejantablia6.14donde los valores de dgse
encuentran expresados en valores de concentrabloilwalor de 1G, es inversamente

proporcional a la capacidad antiproliferativa dedatancia.

Tabla 7.14.Valores de |G para las distintas lineas celulares estudiadag (uM

Compuesto HelLa CaSki ViBo
HT 239 227.8 237.5
DOPAC 286.6 534.1 765.0
34 419.5 299.3 720.3

35 772.5 706.5 827.9

36 790.0 662.2 739.3

37 603.7 734.3 590.0

40 121.8 108.2 109.5

41 373.4 156.7 236.7

Al analizar los resultados de tabla, se comprobé tpdos los productos,
incluyendo los controles HT y DOPAC, mostraban wwividad antiproliferativa
moderadain vitro para las tres lineas celulares estudigtiag’'s comprendidos entre

227.8-765.0 puM). Para el resto de compuestos, senabque la inclusion en el carbono
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a de cualquier sustituyente, tanto hidréfobo (fdailana, valina), como polar (serina)
conducia a una disminucion de la actividad solsditeas celulares relacionadas con el
VPH. De manera significativa, el peptidomiméticoieido de cistina0 mostro el mejor
perfil antiproliferativo (1G, 108.2-121.8 uM), superior incluso a los compuestos
naturales HT y DOPAC. De esta manera, se corrolodrao la introduccion de
fragmentos de tipo disulfuro a los polifenoles p&Emmejorar la capacidad
anticancerigena de estos derivados con resped® @impuestos nativos. Un resultado
similar fue obtenido recientemente en nuestro gagmvestigacion para el disulfuro de
hidroxitirosilo frente a lineas celulares de tipa6a (linea celulcar promielitica de la

leucemaia humana) y HL60R (multiresistente a faosgt

Determinacion de la actividad citotoxica en célulagde cancer cervicouterino y

linfocitos humanos

Mediante este ensayo se obtiene informacién quiersugi la muerte celular se
produce por apoptosis (muerte celular programaaeepgo ordenado y el deseado en un
farmaco anticancerigeno) o por necrosis (muertdasgbor dafios severos por un agente
externo, proceso no deseado). Para ello, lasitread celulares fueron tratadas mediante
el procedimiento descrito en el apartado 9.1.2losrcompuestos a las concentraciones

de I1G, (Tabla 6.14), o disolvente puro (DMSO o MeOH, seglicaso), como control.

Se empled Triton X-100, un tensioactivo no iéni@ tgpo polietoxilado para
inducir la lisis celular; en este contexto, la tad de lactato deshidrogenasa (LDH)
liberada en el sobrenadante se toma como medida g@gérdida de integridad de la

membrana celular.

En el caso de la citotoxicidad sobre las tres frmdulares cancerigenas (Hela,
CaSki y ViBo, (3) se observé una influencia pratiente nula de los disolventes
empleados (MeOH, DMSO) sobre la citotoxicidad madidbs compuesta34, 35y 37
exhibieron una muy baja citotoxicidad, incluyendlfdcitos, es decir, células sanas.
Estos resultados podrian sugerir que la disminud#la poblacion celular en las graficas

de dosis-respuesta no se debe a un proceso desise€@abe destacar que, tanto el HT
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como el compuest86 muestran, especialmente en las tres lineas aedulara toxicidad

muy superior, posiblemente indicando un mecanisnstintb de muerte celular, y

posiblemente una mayor contribucion de la necrosis.
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Gréfica 7.10.Actividad citotéxica sobre linea celular HelLa.
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Gréfica 7.11Actividad citotéxica sobre linea celular CaSki
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Gréfica 7.12.Actividad citotéxica sobre linea celular ViBo
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Gréfica 7.13.Actividad citotéxica sobre linfocitos humanos.

Evaluacion de la actividad antiproliferativa sobi@lulas no tumorales

Un problema importante asociado con los compuagados en tratamientos de
quimioterapia es la poca selectividad hacia lasilagl malignas, lo que conduce a

numerosos y severos efectos secundarios en elnpaciBor ello, el estudio de la
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actividad antiproliferativa de los compuestos eadag en el presente proyecto fue
completado con un estudio de capacidad antipratifex sobre células no tumorales
(linfocitos humanos periféricos, parte del sisteimaunitario). Dado que durante un

tratamiento con quimioterapia el sistema inmurotag ve afectado, resulta un estudio de

gran interés.

De esta manera, se estudié la proliferacion de potalacion de linfocitos
marcada con un fragmento fluorescente (derivadtudeesceina) y estimulado con PHA
(hemaglutinina, una lectina abundante en legumlgrgage provoca una intensa actividad
mitogénica en los linfocitos) tratado con los coegins en cuestion (a la concentracion
de su IGp) o el disolvente correspondiente, para analizantuencia; el cultivo celular
fue analizado tras 72 h mediante citometria de f{gjgura 7.7). Atendiendo a los datos
de la figura, se puede concluir que los compuegtes muestran mejor selectividad
(menor capacidad antiproliferativa frente a linfos) son los compuestd® y 41, que
practicamente no afectan a los linfocitos, compagacbn el resto de derivados, HT vy
DOPAC, lo que confirma su alta selectividad freatis células cancerigenas. De esta
manera, los derivados de cistina y cisteina podidasiderarse como compuestos cabeza
de serie en la busqueda de derivados anticancesigaslifendlicos, donde, si bien la
actividad es aln moderada (aunque muy superiolifaqmes naturales), su selectividad

hacia células sanas resulta excepcional.
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Figura 7.7.Ensayo de proliferacion de linfocitos.
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8. CONCLUSIONES

PRIMERA

Pueden prepararse ésteres alifaticos derivaddsidtelxitirol mediante reaccion
guimioselectiva del hidroxilo alifatico y ésteramgps, empleando Amberlita IR-120§H
como catalizador heterogéneo y reutilizable. Elcedimiento es especialmente eficaz

para el acetato de hidroxitirosilo, que fue pregareon un 74% de rendimiento.

SEGUNDA

El 3’,4’-dihidroxifenilacetato de hidroxitirosild8, un éster dimérico aislado
recientemente de un coledptero, puede preparardeambe una metodologia de cinco
etapas a partir del hidroxitirosol: proteccion de hidroxilos fendlicos, oxidacion hasta
acido carboxilico, conversién en cloruro de acatmplamiento con HT protegido en los

hidroxilos fendlicos y desproteccion.

TERCERA

La conversion del acide-lipoico en el correspondiente cloruro de acidgugin
de acoplamiento con hidroxitirosol catalizado peCg permite el acceso aHipoato de
hidroxitirosilo 9 con un 65% de rendimiento global. Este procesaniperreducir
significativamente el nimero de etapas sintétiomsrespecto a los métodos descritos en
la bibligrafia, a la vez que incrementar el rendimd global (6 etapas, 39%, 5 etapas,
60%).

CUARTA

El acoplamiento del hidrocloruro de norepinefrinan dso(tio)selenocianatos

alifaticos y aromaticos permite el acceso a lagespondientes tio- y selenoureas
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polifendlicas sin necesidad de proteccion previay ttempos de reaccién cortos y en

general, rendimientos de buenos a excelentes.

QUINTA

El uso de PyBOP como agente acoplante entre eb &cddihidroxifenilacético
(DOPAC) y diversos aminoésteres derivados de L-aatilos permite obtener amidas
polifendlicas con distinto grado de lipofilia, y atentes rendimientos. EI método ha
resultado eficaz para la preparacion de derviadoglidina, fenilalanina, valina, serina,
triptéfano y cistina. El derivado de cisteina, aongrupo tiol en su estructura, puede
obtenerse a partir del de cistina mediante un pomoage reduccibn mediado por
ditiotreitol (DTT).

SEXTA

La reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar catalizagar Cu(l) azido-alquino
(reaccion deslick chemistry) entre un azidoderivado del hidroxitirosol y ecore con dos
0 tres grupos alquino en su estructura puede ersplgara la preparacion de derivados

polifendlicos di- y trivalentes.
SEPTIMA

Los espectros dH-RMN y ROESY demuestran la formacién de complejes
inclusion entre el acetato y hexanoato de hidmasiio 1 y 2, el éster diméric® y el
peptidomimético derivado de cistid® y B-ciclodextrina, con constantes de asociaciéon
de 45, 186, 82 y 70 N respectivamente.

OCTAVA

Los estudios de antioxidacion (capacidad antireddica, captacion de J9,,

inhibicion de la peroxidacion lipidica) revelan qeé éster dimérico8, las tio- y
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selenouread7-27, el péptidod0, y los triazolil derivado®3 y 54 presentan actividades
sustancialmente mejoradas con respecto al HT. Aslelas selenoure&l-27 resultaron
ser excelentes miméticos de la glutation peroxidasmando como catalizadores en la
eliminacién de HO,, con tiempos de vida media del orden de 2 minutogjna

concentracion del 1% molar.

NOVENA

La evaluaciébn de la capacidad antitumoral del HTOPBC, y de los
peptidomiméticos34-38 40 y 41 frente a tres lineas de cancer cervicouterino élel
ViBo y CasKi) relevé que dichos compuestos poseiaa actividad antiproliferativa
moderada. EI HT, no ensayado previamente frentgeatgpo de cancer, mostrd valores
de 1G, comprendidos entre 227.8-239 uM. El péptido dedvdd cistina40 exhibid
valores de Ig, reducidos en aproximadamente un 50% (108.2-128 y por tanto,
una mejor actividad que los dos compuestos naturaiesayados. Asimismo, dicho
péptido no mostré actividad antiproliferativa frert células sanas de tipo linfocitos del
sistema inmunitario, mostrando por tanto una gratectividad frente a células

cancerosas. Dicha selectividad resulté bastantegizra el HT.
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9. METODOS GENERALES

Los puntos de fusionse han medido en un aparato analdgico Electrodisrien

uno digital Electrothermal 9200 y no estan corresid

La cromatografia analitica de capa fina(c.c.f.) con fines cualitativos se ha
realizado utilizando cromatoplacas de gel de sflad@e aluminioNlerck 60F,s,) de 0.25
mm de espesor. Como eluyentes se han empleadwdosegindican en cada caso. La
deteccion de los compuestos en las placas se leadeapor exposicion de éstas a luz
UV (A = 254 nm) y mediante revelado por inmersion enldgones de k50, en EtOH
al 10 %, vainillina (1.5 g) en EtOH con un 1% dg5B, o relevador de Mostain (5 g de
molibdato amonico tetrahidrato y 0.1 g de nitraéoiap-amonico en 100 mL de,&0,

ac. al 10%) y posterior calentamiento.

Para lacromatografia en columnacon fines preparativos, se ha empleado como
fase estacionaria gel de siliddgrck 6Q tamarfos de particula 0.040-0.063 y 0.063-0.200
mm), eluyendo por gravedad o sometiendo a unaaligegsion. Los eluyentes empleados

se indican en cada caso.

La rotacion optica se ha medido en un espectropolarimetasco V-630
empleando la linea de emision del sodie 689 nm) y celdas de 1 cm o 1 dm de camino

optico. El disolvente y concentracion empleadosidiean en cada caso.

Los espectros de absorcion de IRe han registrado en un espectrémé#sco

FT/IR-410Q aplicando la muestra directamente sobre la lente.

Las medidas de pHse realizaron con un pH-metro de la marca Crisodehao
Microcrison pH 2001 La calibracion del aparato se ha llevado a caijo tampones

comerciales de pH=4 y pH=7.

Lasmedidas UV se han llevado a cabo en un espectrofotometrahiitd-2900,
utilizando cubetas de poliestireno de dimensiofleddx45 mm, y 10x4x45 mm. Se han
empleado la longitud de onda y el blanco indicaglocada caso; antes de efectuar las

medidas, el aparato se ha termostatizado a 25€.0.1
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Los espectros de RMNse han registrado en espectromeBasker AMX-300
Avance-30Q300.1 MHz pardH y 75.5 MHz para’C), AMX-500 y Avance-50(500.13
MHz para'H y 125.77 MHz para’C). Para algunas muestras, se empled una criosonda
TCI 500 H-C/N-D

Se han empleado como disolventes GDCID;OD, (CD;),CO-ds y D,O. Los
valores de desplazamiento quimiédge expresan en ppm y los valores de las constante
de acoplamientoJf, en Hz. Los espectros se han calibrado usandwsdéaales del

disolvente como referencias internas.

La asignacion de las sefiales'Hese ha realizado mediante experimento&te
RMN y 'H-'H COSY (orrelated Spectroscopy

La asignacion de las sefiales'i2 se ha realizado mediante experimentoS@e
RMN y *H-*3C HSQC Heteronuclear Single-Quantum Correlatjon

Los espectros NOESYW(clear Overhauser Effect Spectroscogg han obtenido

utilizando un tiempo de mezcla de 300 ms.

Los espectros ROESYR(6tating-frame Overhouser Effect Spectrosgcey han

obtenido utilizando un tiempo de mezcla de 300 ms.

Los espectros de masase han realizado en el espectromettacromass
AutoSpecQy GC-MS Agilent Technologies 6850 Serie 11/5973 Inedtrumentdel

Servicio de Espectrometria de Masas de la Univadsilg Sevilla.
Las experiencias realizadas han sido:

lonizacién por impacto electronicdEl, Electron Impacta 70 eV, corriente de
ionizacion de 30QA, voltaje acelerador de 8 kV, resolucion de 10A®MB00 (definicidn

del 5 % de valle) y velocidad de barrido de 2 éd@srespectivamente.

lonizacion por FAB-LSIMS (Fast Atom Bombardment-Liquid Secondary lon
Mass SpectrometyySe emple6 cafién de OS85 kV y 2uA) con sonda de muestra y
fuente de FAB. Voltaje acelerador de 8 kV, 2-l@Hdar. Voltaje acelerador de 4 kV.
Resolucién 10000 (definicién del 5% de valle) yoeidlad de barrido de 5 s/dec. Las
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matrices usadas fueron tioglicerol con Nal comaiaaiy alcohol m-nitrobencilico.

Como referencias internas se emplearon PEG-400,9600y 1000.

lonizacién quimica (Cl, Chemical lonization a 150 eV, usando como gas
reactivo metano e isobutano a una presion de (r8coariente de 50QiA, voltaje
acelerador de 8 kV, resolucion 10000 (definiciohxd# de valle) y velocidad de barrido
de 5 s/dec.

En los datos incluidos de los espectros de mashajdaesolucion, se indican los
valores de la relaciébn masa/carga/4 de los picos mas representativos, junto con su
intensidad relativa referida al pico mas intensa. I&s espectros de masas de alta
resolucion se compara el valor mi¢éz encontrado hasta la cuarta cifra decimal pararel i

pseudomolecular o molecular, con el calculado &rgh los is6topos méas abundantes.
Estudio de la formacién de complejos de inclusionge técnicas de RMN

La B-ciclodextrina se secé a 90°C a vacio durantelghido a la sensibilidad de

todos los compuestos ensayados.

Los valores de desplazamiento quimido(ppm), han sido calculados usando
como patron interno la sefial de HDO a 4.790 pprs. éxperimentos ROESY han sido
llevados a cabo usando un tiempo de mezcla de 40&Emtodos los casos, la diferencia
de desplazamiento quimico inducida por la compi@ércAs, se define como la
diferencia de desplazamiento quimico del huésyed Ji en presencia de la ciclodextrina
(SreeOcompley). Para la grafica de Job, se han tomado diferdraesiones de disoluciones
de concentracién 12 mM de los compuestos ensayaflgsD en BO-DMSO-ds 10:1,
las cuales han sido mezclados manteniendo un voleowstante, con el fin de mantener
la suma de las concentraciones constante (12 maix R grafica de Scott, diferentes
volimenes de una disolucion del compuesto ensaigadiM) en BO-DMSO-ds 10:1 y
otra de p-CD (15 mM) en DO-DMSO<4s 1:1 han sido mezclados manteniendo
volimenes constantes (1mL) de modo que la concédrtrade los compuestos se
mantuviera constante e igual a 9 mM. Las mezcldesileompuestos ensayadoB-ZD
se mantuvieron a 25°C durante 48 h y protegidda e para asegurar la formacion de

los complejos de inclusion.

215



9.1. Métodos generales

9.1.1. METODOS PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDA D
ANTIOXIDANTE

Ensayo de la actividad atrapadora de radicales lies (DPPH)

Se ha llevado a cabo siguiendo la metodologia ide YPcolaboradoresSe preparan
disoluciones de DPPH MM en MeOH grado HPLC (1.17 mL), a las cuales selaigd
uL de la disolucion metandlica de la sustancieoaitante a 7 concentraciones distintas,
o bien 30 pL de metanol en el caso de la muesttaatoLas muestras se incuban en la
oscuridad a t.a. durante 30 min, y posteriormergensde la disminucién de la
absorbancia a 515 nm frente a un blanco (MeOH)a3dds medidas se realizan por
triplicado. El valor de DPPH remanente ha sido wdatio del modo que se indica a

continuacion:

%DPPH remanente= Aniesta x100

ontrol

Donde Aniestray Acontrol COrresponden a las absorbancias a 515 nm dehbtdithie en

las disoluciones de la muestra y la disolucion rmbméspectivamente.

Se representa graficamente el DPPH remanente freanta concentracién de
antioxidante en la cubeta, y a partir de la grédiednterpola el valor de B&(Effective
Concentratiol), esto es, la concentracion del antioxidante aquejpe destruir el 50% de
la concentracion inicial de DPPHos resultados para cada muestra se han expresado

como concentracion mM de DPPH remanente.

Ensayo de la actividad atrapadora de peréxido de Hrégeno

Se ha llevado a cabo siguiendo la metodologia d®iBa y colaboradorésA
una disolucion de ¥, al 0.003% (100 pL), NaCl 0.1 M (100 pL), y buffer fibsfato 0.1
M (pH 7.4, 700 pL) se afiade una disolucion 10 mMcdenpuesto a ensayar en MeOH,

' Prior, R.L.; Wu, X.; Schaich, K1. Agric. Food Chen2005 53, 4290-4302.
2 Bahorun, T.; Gressier,B.; Trotin, F.; Brunet, Bine, T.;Luyckx, M.; Vasseur, J.;
Cazin, J.C.; Pinkas, MArzneim, Forsch1996 46, 1086-1089.
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0 bien s6o MeOH en el caso de la muestra conteotikolucion resultante se incuba en
la oscuridad a 37 °C durante 20 min. A continuacs@gnafiade una disolucién en buffer
de fosfato (pH 7.4, 1.0 mL) que contiene rojo deofe(0.2 mg/mL) y peroxidasa de
rabano (0.1 mg/ mL). La disolucion resultante selwa a incubar durante 15 min.
adicionales a 37°C. Posteriormente, se afiade NaH1D0 pL) y la mezcla se deja a
temperatura ambiente durante 10 min. y a contiduase mide la absorbancia a 610 nm
frente a un blanco 18.7:3:1 de buffer de fosfatgd:Hnetanol. Todas las medidas se
hacen por triplicado. Los resultados se expresamquorcentajes de reduccion dgOs
segun la expresion:

AHZ 02— Amuestra

%H,0, reducido = - x 100
H202

Donde Aio2 se refiere a la disolucion control con MeOH enalugle la
disolucién del compuesto, y.festaSe refiere a la absorbancia de las disoluciones qu

contienen el compuesto a estudiar.

Ensayo de la actividad frente a la peroxidacion lifgica (Método del tiocianato
férrico)

Se ha llevado a cabo siguiendo una modificaciotadeetodologia descrita por
Azuma y colaboradorésA una mezcla en un vial del compuesto a estudi@m{M en
MeOH, 37 pL) y &cido linoleico (1.3% (p/V) en MeOH/5 pL) en HO (88 pL) y buffer
de fosfato 0.2 M (pH 7.0, 175 pL) se aflade unautgin de AAPH 55.3 mM en buffer
(25 pL). La disolucion control se prepara utilizanfeOH (37 pL) en lugar de la

muestra.

La mezcla resultante se incuba a 50+1 °C duranteh 2dn la oscuridad.
Posteriormente, se toman 30 pL de esta mezclaafiage HO (2.18 mL), MeOH (0.73
mL), una disolucion acuosa de MFCN (30 pL) y una disolucion de Fg@0 mM en
HCI 3.5% (30 pL). Tras incubar 3 min a temperaturiente, se mide la absorbancia a
546 nm frente a un blanco (24.8% de MeOH, 0.4% uiéeeh 73.8% de agua y 1% de
HCI 3.5%).

3Azuma, K.; Nakayama, M.; Koshioka, M.; Ippoushi,; Ktamaguchi, Y.; Kohata,
K.;Yamauchi, Y.; Ito, H.; Higashio, H.. Agric. Food Chenl999 47, 3963-3966.
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Los resultados se expresan como porcentaje dedrdnilte la peroxidacion:

Acontrol - Amuestra

% Inhibicién = x 100

Acontrol

Donde Ao Se refiere a la disolucion que contiene MeOH eyaidude la
disolucién de la muestra, y.fssiraS€ refiere a la absorbancia de las disoluciondssle

compuestos estudiados.

Ensayo de la actividad mimética de la glutation pexidasa.

Este ensayse ha llevado a cabo sobre las tio y selenoureatizidas mediante
espectroscopia de RMN vy siguiendo la metodologitwdeka y colaboradoréshasada
en la reduccion del 4@, en presencia de ditiotreitol (D¥). Para cada experimento, se
disolvi6 DTT® (25 mg, 0.161 mmol) y la tio o selenourea a enséy:@ pmol, 5% en
moles) en CBOD (0.6 mL). La reaccion fue iniciada por la adicie HO, 30% (16 UL,
0.161 mmol) y se monitirizé la desaparicién de postones CH de la especie DT
(3.68 ppm), y la aparicién de los protones CH dalilélro ciclico (DTT, 3.51 ppm) a
diferentes intervalos de tiempo. La proporcién erdTT® y DTT™ fue calculada
mediante la integracion de dichas sefiales. Laseptacion del porcentaje de DTdn la
mezcla frente al tiempo de reaccidén permite cateelldiempo de semividay4, es decir,

red

el tiempo requerido para la desaparicion del 5000dd ™" original Se llevo también a
cabo un experimento control sin tio ni selenou@aabjeto de comparar la velocidad de

la reaccion en ausencia de antioxidante.

Tratamiento estadistico de las medidas

Todos los experimentos fueron llevados a cabormicado para cada muestra.
Los valores fueron expresados como intervalo ddfiamma, calculado para=3 vy
P=0.95, empleando la distribuciéele Student.

* lwakowa, M.; Kumakura, F.Phosphorous, Sulphur Silicon Relat, Ele?008 183,
1009-1017.
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9.1.2. METODOS PARA LA DETERMINACION DE LA ACTIVIDA D
ANTICANCERIGENA.

Los ensayos antiproliferativos sobre las lineaslasls HelLa, CaSki y ViBo
fueron llevados a cabo por el grupo del Dr. Luiach@z Sanchez, en el Laboratorio de
Biologia Molecular del Cancer, Facultad de Estudoperiores Zaragoza, Universidad

Auténoma de México

Cultivos celulares

Las lineas celulares HelLa, CaSki y ViBo fueron aildgs enAmerican Type
Culture Collection(ATCC Rockville, MD) y cultivadas en un medio ddé’iRI-1640
(GIBCO, USA), el cual contenia un 5% de suero deet® recién nacidd\gwborn Calf
Serum NCS, GIBCO, USA) con rojo de fenol suplementada bencilpenicilina. Los
cultivos se mantuvieron en una atmosfera humidiiceon CQ al 5% y a 37°C. Todos
los ensayos celulares fueron llevados a cabo engideeélulas en la fase de crecimiento

exponencial.

Ensayos de proliferacion celular.

Los ensayos fueron llevados a cabo mediante caltie7500 células/pocillo en
placas ELISA de 96 pocillos (Tecan, USA), a loslesige afiadieron 100 pL de medio de
cultivo RPMI-1600 suplementado con 5% de suercedeeto recién nacido (NCS). Los
cultivos se dejaron proliferar durante 24 h en eHim, habiéndose afadido un 1% de
MeOH a los cultivos de control. La actividad arigerativa (IGg) fue determinada tras
24 h mediante el procedimiento de tincién de drigtaleta, y la absorbancia medida a
590 nm.

Determinacion de la citotoxicidad.

La actividad citotoxica fue determinada empleandadtd.DH Cytotoxicity Assay
Kit (BioVision, USA), y de acuerdo con las instruccismel fabricante. En este ensayo,
el LDH oxida el lactato hasta piruvato cuando reagx con la sal de 2-(4-yodofenil)-3-
(4-nitrofenil)-5-fenil tetrazolio (INT), que se tiaforma en formazan El incremento en la

cantidad de formazan producido en el sobrenadaete cdltivo se correlaciona
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directamente con el aumento de la lisis celulafoEhazan es hidrosoluble y puede ser
detectado espectrofotométricamente a 500 nm. Lins @xperimentales se han expresan

considerando la desviacion estandar de tres menfidegendientes con tres repeticiones.

Ensayo CSFE Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl Esjede la proliferacion

de linfocitos

Para llevar a cabo este ensayo, se emplearon asieldrsangre heparinizada
obtenida de voluntarios humanos sanos. De éstosaigaron células periféricas
mononucleares Reripheral blood mononuclear cellBMCs) empleandddypaque
(Sigma-Aldrich) como estandar. Las PBMCs fuerorathas dos veces empleando RPMI
1640 (GIBCO USA) al que se le afadié un 10% decsbebino fetal (FBS, GIBCO,
USA), penicilina (100 U/mL), y estreptomicina (100mL). La poblacién de linfocitos
fue enriquecida (ELP) mediante la eliminacién dedéalulas adherentes, para ello, se le
afiadié un medio RPMI-1640 con un 20% de suero lodigital y se incubd a 37°C en una
atmosfera con CQal 5% durante 1 h, y las células no adheridasofueosechadas. Las
células cosechadas fueron susependidas de nuawo redio de cultivo RPMI-1460, a
una concentracion de 1 x®*1@lulas/MI. A dicha suspension, se le afiadi6 C&H#gma-
Aldrich, USA) hasta una concentracion final 2 mMug incubada durante 15 minutos a
temperatura ambiente en la oscuridad. El etiquesadrealizé mediante la adicion del
FBS en un volumen suficiente como para interactear el CFSE libre. Las células
etiguetadas se lavaron 3 veces con buffer de tsklino estéril (PBS) conteniendo un
10% de FBS. Posteriormente se contaron y se rastispen en medio de cultivo RPMI-
1640 a una concentracion de 1 %XI@lulas/mL. Tanto las células no estimuladas,
estimuladas con PHA o tratadas, se colocaron eplaca de cultivo a una concentracion
2 x 10 células/pocillo, preparandose cinco réplicas pa@acuna de ellas. A dichas
células se les afiadié medio de cultivo RPMI-1460 wo 20% de FBS y se incubaron a
37°C durante 72 h. Los cultivos fueron cosechadwados dos veces con PBS, fijados
con un 1% de formaldehido y a continuacion anatigaempleando citometria de flujo,
adquiriéndose 10.000 medidas para cada muestraldtos fueron analizados empleando
software WinMDI.
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Tratamiento estadistico de las medidas.

La desviacion estdndar fue calculada empleando |E@derosoft Office,
Version 2013). El andlisis estadistico diferentig llevado a cabo mediante andlisis de
varianza (ANOVA), empleando el prograr8&®SS 10.0 for WindowSe consideré un
valor de p<0.05 (Tukey t-test).
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9.2.PRODUCTOS COMERCIALES

1,6-Heptadiino (Simga-Aldrich)
2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich)
a, a'-Dibromo-o-xileno (Acros Organics)

a- Naftilamina (Fluka)

B- Cicldextrina (Fluka)

(+) Acido a-lipoico (Sigma-Aldrich)
Acetato de etilo (SDS)

Acetato de hidroxitirosilo (Seprox Biotech)
Acetato de isopropenilo (Sigma-Aldrich)
Acetato de vinilo (Sigma-Aldrich)

Acetona (Fluka)

Acetonitrilo (Acros Organics)

Acido acético (Sigma-Aldrich)

Acido ascorbico anhidro (Sigma-Aldrich)
Acido cafeico (Sigma-Aldrich)

Acido clorhidrico 37%(Panreac)

Acido fosférico (Sigma-Aldrich)

Acido linoleico (Sigma-Aldrich)

Acido sulfarico 95-98% (Panreac)

Acido trifluoroacético (Panreac)

Anhidrido acético (Sigma-Aldrich)
L-Ascorbato sodico (Acros Organics)
Azida sddica (Sigma-Aldrich)

Bencil isotiocianato (Aldrich)

Bicarbonato sodico (Sigma-Aldrich)
Borohidruro sédico (Merk)

Bromuro de propargilo 80% en tolueno (Acros Orgshic
n-Butanol (Sigma-Aldrich)

Butanona (Panreac)

Butil isotiocianato (Sigma-Aldrich)
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Carbonato de bis(triclorometilo) o trifosgeno (Fijk
Carbonato célcico (Sigma-Aldrich)

Carbonato de cesio (Sigma-Aldrich)
Carbonato potésico (Sigma-Aldrich)
Ciclohexilamina (Sigma-Aldrich)

Cloruro de amonio (Fluka)

Cloruro de benzoilo (Fluka)

Cloruro de hierro () tetrahidrato (Sigma-Aldrich)
Cloruro de hierro (IIl) (Sigma-Aldrich)

Cloruro dep-tolueno-4-sulfonilo (Sigma-Aldrich)
Cloruro sodico (Panreac)

Decanoato de metilo (Sigma-Aldrich)
Diclorometano (SDS)

Dihidrogenofosfato de sodio (Panreac)
Dimetilformamida (Panreac)

Dioxano (Sigma-Aldrich)

Dopamina hidrocloruro (Acros Organics)
Etanol (Panreac)

Eter dietilico (SDS)

Fenil isotiocianato (Sigma-Aldrich)
Ferrocianuro potasico (Merk)

Formanilida (Acros)

Hexano (SDS)

Hexanoato de metilo (Sigma-Aldrich)
Hidrogenofosfato de disodio (Panreac)
Hidrosulfito sédico (Sigma-Aldrich)

Hidréxido de paladio sobre carboén activo (Sigmarista)
Hidréxido de potasio (Riedel-de Haén)
Hidréxido de sodio (SDS)

Hidruro sédico (99%) (Sigma-Aldrich)

Metanol (Sigma-Aldrich)

Metil isotiocianato (Sigma-Aldrich)

Nitrato sodico (Sigma-Aldrich)
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Octanoato de metilo (Sigma-Aldrich)
Paladio sobre carbon activo (Sigma-Aldrich)
Peroxido de hidrégeno x% (Aldrich)
Piridina (Panreac)

Potasio dihidrégeno fosfato (Sigma-Aldrich)
p-Tolil isotiocianato (Sigma-Aldrich)

Resina Amberlita IR-120 (Bl (Fluka)

Selenio negro (Merk)

Sulfato magnésico anhidro (Panreac)
Tamiz molecular 4 angstrom (Fluka)
TEMPO (Sigma-Aldrich)

Tetrabromuro de carbono (Sigma-Aldrich)
Tetrahidrofurano (Acros Organics)

Tierra silicea purificada y calcinada o Celita (feaic)
Tiocianato potasico (Sigma-Aldrich)
Tolueno (Sigma-Aldrich)

Toluidina (Scharlau)

Tribromuro de boro (Acros Organics)
Trietilamina (Sigma-Aldrich)
Trietanolamina (Fluka)

Trifenilfosfina (Panreac)

Yodo (Fluka)
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9.3.Materias primas

9.3. MATERIAS PRIMAS
9.3.1. Hidroxitirosol (3,4-dihidroxifeniletanol) (59)
HO
A una disolucién de acetato de hidroxitirosilo (8,512.74 mmol) en MeOH (25
mL) se afiade HCI 1N (25 mL), y la disolucion resnfe se calienta a 40 °C en la
oscuridad y bajo atmésfera inerte durante 4 h. éticoacion, el crudo de reaccion se

concentra a sequedad y el residuo se purifica mediaromatografia en columna

(AcOEt-hexano 1:3AcOEt-hexano 1:1) para d&d como un sirupo.

Rendimiento: 1.82 g, 93%.

9.3.2. 2-[3',4’-(-Xililenodioxi)fenilletanol (133)

O

Se prepara siguiendo la metodologia optimizada eestro grupo de
investigacion por Lépez, M.AA una disolucién de HT (560 mg, 3.63 mmol) esOH
EtOH 10:1 (44 mL) se afiade;®O; (1.00 g, 7.24 mmol), L-ascorbato sédico (720 mg,
3.63 mmol) yo,a’-dibromo-o-xileno (959 mg, 3.63 mmol) y la mezcla correspentt se
agita a 55 °C durante 4 horas bajo atmosfera inférteontinuacion, se concentra a
sequedad, el residuo se disuelve en AcOEt y sedawd}O y la fase acuosa se extrae
(3x30 mL AcOEt). Las fases organicas reunidas sarssobre MgSgpanhidro, se filtran

y el filtrado se concentra a sequedad. El residupusifica mediante cromatografia en

! Lépez, M.A. Tesis Doctoral, Universidad de Seyi#all
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columna (hexaneAcOEt 5: I>hexaneAcOEt 3: 1) para dath33 como un solido

blanco.
Rendimiento: 461 mg, 48%.
9.3.3. Peryodinano de Dess Martin (134)

(OAC)s

@%‘b

O

Se prepara siguiendo una modificacion de la metafialdescrita por Dess, D.B.

y Martin, J.C A una disolucion de KBr¢x20.20 g, 120.96 mmol) en,80, 2.0 M (191
mL) se le aflade acido 2-iodobenzoico (20.41 g,B&nol) en pequefias porciones a
60°C y bajo atmosfera inerte. La mezcla resultssgemantiene agitando a dicha
temperatura durante 2.5 h. Transcurrido ese tiesp@nfria a 2-3°C, produciéndose la
precipitacion de un soélido. Dicho sélido se filraracio y se lava con,8 (1x125 mL),
EtOH absoluto (2x20 mL) y #D (1x125 mL). A continuacion, se disuelve en®@g¢65
mL) y AcOH glacial (35 mL), y la mezcla se mantieagitando a 85°C bajo atmosfera
inerte hasta que se disuelve por completo; postaegiste se deja enfriar la mezcla a
temperatura ambiente hasta la aparicion de un muegipitado, el cual se filtra y se lava
con Et20 bajo atmésfera inerte.

Rendimiento: 22.82 g, 67%.

9.3.4. 2-cloro-3',4’-diacetoxiacetofenona (163)

o)
ACOD)JVCI
AcO
A una disolucién de 2-cloro-3',4’-dihidroxiacetofama (500 mg, 2.68 mmol) en
CH.ClI, anhidro (7 mL) se afiade TEA (0.75 mL, 5.36 mmoblgruro de acetilo (0.38

2 Dess, D.B.; Martin, J.Q. Org. Chem. 198348,4155-4156.
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mL, 5.36 mmol). La mezcla resultante se agita adumante 12 h. Transcurrido ese
tiempo, se concentra a sequedad, el crudo se wisaal ACOEt (10 mL) y se lava con
H,O (2x10 mL). La fase organica se seca sobre Mgp®e concentra a sequedad,

obteniéndose el produci®&3 como un sdlido sin ser necesaria una purificaatinional.

Rendimiento: 643 mg, 89 %: 0.61 (hexaneAcOEt 1:1).

9.3.5. 1,2- ¢-Xililenodioxi)-4-(2'-yodoetil)benceno (169)

O |
T
Se prepara siguiendo la metodologia optimizada eestro grupo de
investigacion por Lopez, M.AA una disolucion de 2-[3’,4’¢-xililenodioxi)fenil]etanol
(171 mg, 0.67 mmol) en THF anhidro (5 mL) y bajonésfera inerte, se afade
trifenilfosfano (175 mg, 0.67 mmol), imidazol (91 mg, 1.34 mmo}),(169 mg, 0.67
mmol) y tamiz molecular de 4A y la mezclas resuéase calienta a reflujo durante 2.5 h.
A continuacion, se filtra la mezcla de reaccion,esapora el disolvente y el residuo
resultante se disuelve en AcOEt (20 mL); se afiamedisolucion acuosa saturada de
NaHCG; (5 mL) y una disolucién acuosa saturada deSp@ (5 mL), y se agita durante
unos minutos hasta que desaparece el color amakiltmntinuacion, se extrae la fase
organica con AcOEt (3x15 mL), y las fases organieamidas se secan sobre MgSO
anhidro, se filtran y el filtrado se concentra gusalad. El residuo se purifica mediante
cromatografia en columna (hexapbexane-AcOEt 30:1) para dat69 como un soélido

blanco.

Rendimiento: 146 mg, 60%
9.3.6. 1,2-¢-Xililenodioxi)-4-vinilbenceno (170)

s@opn

0)
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Se prepara siguiendo la metodologia optimizada eestro grupo de
investigacion por Loépez, M.A.A una disolucion de 1,2-ofxlilenodioxi)-4-(2'-
yodoetil)benceno (230 mg, 0.63 mmol) en DMF (3.0 is&: afiade a 0°C NaH (99%) (23
mg, 0.94 mmol) y la mezcla resultante se agiteaadurante 1 h. Posteriormente, se
adicionan unas gotas de MeOH, y se elimina el désé a presion reducida. El residuo
se disuelve en AcOEt (20 mL) y se lava ca©H3x10 mL). La fase organica se seca
sobre MgSQ se filtra y el filtrado se concentra a sequedédproducto se purifica
mediante cromatografia en columna (hexaAcOEt-hexano 1:30) para dai70 como

un soélido blanco.

Rendimiento: 126 mg, 84%.

9.3.7. £1-[3',4’-(o-Xililenodioxi)fenilloxirano (171)

jop
*@
A una disolucion de 1,2¢xlilenodioxi)-4-vinilbenceno (126 mg, 0.53 mmok) e
CH.CI, (2.5 mL) se le afiade una disolucion acuosa saudadNaHC® (5.3 mL) y
acetona (2.5 mL). La mezcla de reaccion se enfl@dCay se afiade gota a gota una
disolucién de Oxone® 0.4 M (2.6 mL) y se deja glemarce lentamente temperatura
ambiente. Tras 2 h de reaccion se comprueba ponatografia en capa fina que la
reaccion no se complaeta, por lo que se afiade amaad equivalente a la inicial de
acetona, disolucion acuosa saturada de NaHC@e disolucion 0.4 M de Oxone®. El
sistema se agita a temperatura ambiente hastadpalicion del reactivo de partida (2 h).
A continuacién, se separa la fase organica y sedaa salmuera (3x10 mL); y la acuosa
se extrae con Ci&€l,(3x10 mL). El conjunto de las fases organicas sa sebre MgS§)
se filtra y el filtrado se concentra a sequedaterbndosel71 como un solido de color

amarillento.

Rendimiento: 111 mg, 83%.
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Método general para la sintesis de formamidas.

Las formamidas se han sintetizado siguiendo el doéfguesto a punto por
nuestro grupo de investigacidopn ligeras modificaciones. A una disolucion dargna
correspondiente (4.67 mmol) en formiato de etild (L) y AcOH (0.27 mL, 4.67
mmol) se refluye durante el tiempo indicado en azd®. A continuacion, se concentra a

sequedad y el solido resultante se utiliza sinumiagpurificacion adicional.

9.3.8.N-(Ciclohexil)formamida (173)

NHCHO

Se emplea ciclohexilamina (0.53 mL ,4.67 mmol)réaccidn transcurre durante
9h.
Rendimiento: 590 mg, 99 %.

9.3.9.N-(p-Metilfenil)formamida (174)
NHCHO

CHs
Se empleg-toluidina (500 mg, 4.67 mmol). La reaccion transewurante 5h.
Rendimiento: 527 mg, 83%.

Método general para la sintesis de isoselenocianato

La sintesis de los isoelenocianatos se basa enetadoiogia descrita por
Barton?A una disolucion de trifosgeno (260 mg, 0.88 mnesl)CH2CI2 seco (4.0 mL)

se aflade, gota a gota, durante 30 minutos sobredisoéucion de la formamida

3 Lépez, O.; Maza, S.; Ulgar, V.; Maya, |.; Fernan@mlafios, J.G.Tetrahedron,
200965, 2556-2566.

* Barton, D. H. R.; Parekh, S. l.; Tajbakhsh, M.;edtorakis, E. A.; Tse,
C.L.Tetrahedron 1994 50, 639-654
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correspondiente (1.65 mmol) y Et3N (1.0 mL, 7.17at)ren CH2CI2 seco (4.0 mL), con
tamiz molecular de 4 A y bajo atmoésfera de Ar. Fmaaa la adicion, la mezcla se
calienta a reflujo durante 2.5 h, se afade Se n@é® mg, 3.29 mmol;) y se calienta a
reflujo en la oscuridad durante el tiempo indicadocada caso. A continuacion, se filtra
sobre celita, el filtrado se concentra a sequedael yesiduo se purifica mediante

cromatografia en columna.

9.3.10. Isoselenocianato de ciclohexilo (175)
NCSe

Se empleaN-(ciclohexil)formamida (210 mg). El segundo paso réeccion
transcurre durante 12 h. A continuacion, se feoare celita, se concentra a sequedad y
el residuo se purifica mediante cromatografia enlunsoa (hexanoAcOEt
8:1->hexane-AcOEt 4:1).

Rendimiento: 43 mg, 14%.

9.3.11. Isoselenocianato detolilo (176)
NCSe

Se empleaN-(p-tolillfformamida (223 mg). El segundo paso de r&acc
transcurre durante 12 h. A continuacion, se feoare celita, se concentra a sequedad y
el residuo se purifica mediante cromatografia éanspa (hexano).

Rendimiento: 265 mg, 82%.

9.3.12. Isoselenocianato de fenilo (177)

NCSe
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Se emplea formanilida (200 mg). El segundo paseadecion transcurre durante
7 h. A continuacion, se filtra sobre celita, seasnira a sequedad y el residuo se purifica
mediante cromatografia en columna (hexano).
Rendimiento: 225 mg, 75 %.

9.3.13. Isoselenocianato de-naftilo (178)
NCSe

Se empleaN-(a-naftil)fformamida (284 mg,). El segundo paso decc&m
transcurre durante 6h, obteniéndd$t8 como un sélido blanco tras cristalizacion de
EtOH.

Rendimiento: 295 mg, 77%.

9.3.14. Isctiocianato das-naftilo (180)
NCS

Se prepara a través de una modificacion del progedio descrito por Avalos
Gonzélez y cof®® A una mezcla de Ci€l,-H,O 1:1 (50 mL) se afiade-naftilamina
(500 mg, 3.49 mmol), CaG{699 mg, 6.98 mmol) y tiofosgeno (0.40 mL, 5.33 shm
53% exceso). La mezcla resultante se agita aurante 1 h. A continuacion, se filtra el
crudo, se separa la fase organica y se extrasdageuosa con GBI, (3x25 mL). Las
fases organicas reunidas se secan sobre Wg&Ofiltra y el filtrado se concentra a
sequedad para da80como un sirupo.

Rendimiento: 638 mg, 99%.

9.3.15. 4-(2’-Bromoetil)benceno-1,2-diol (255)

HOD/\/BF
HO
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Se prepara siguiente la metodologia descrita pestragrupo de investigacién.
Una disolucion de hidroxitirosol (500 mg, 3.24 mjnéétrabromuro de carbono (1.96 g,
6.49 mmol), trifenilfosfano (2.69 g, 9.74 mmol) yalscorbato sédico (642 mg, 3.25
mmol) en DMF (10 mL), se agita bajo atmosfera merO °C durante 1h y a t.a. durante
7 h. Transcurrido este tiempo, la mezcla se comensequedad, y el residuo se purifica
mediante cromatografia en columna (Ac€ixano 1:28AcOEt-hexano 1:5),

obteniéndose el bromu&b5como un soélido de color marrén.

Rendimiento 564 mg, 80%.

9.3.16. 4-(2’-Bromoetil)-1,2-¢-xililenodioxi)benceno (256)

)
Se prepara siguiendo la metodologia optimizadausstro grupo de investigacion por
Gomez, A° Una disolucion de 4-(2’-Bromoetil)benceno-1,2-df6D0 mg, 1.95 mmol),
tetrabromuro de carbono (1.31 g, 3.95 mmol) y niifesfano (1.56 g, 5.95 mmol) en
acetonitrilo (15 mL), se agita bajo atmésfera maftirante 3 h a temperatura ambiente.
Acontinuacion, se concentra a sequedad, y el residpurifica mediante cromatografia

en columna (hexarbAcOEt-hexano 1:10), obteniéndose el producto como urteacei

anaranjado.

Rendimiento: 492 mg, 79%.

9.3.17. 1,2-Diacetoxi-4-(2’-bromoetil)benceno (257)
ACOD/\/ Br
AcO

*Fernandez-Bolafios; J.M.; Maya, |.; L6pez, M.A.;ré@rdez-Bolafios, J.; Rodriguez, G.; Gémez,
AL;PCT Int. Appl.,2012 WO 2012164118 A1 20121206
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Se prepara siguiente la metodologia descrita pestraigrupo de investigacién.
A una disolucién enfriada a 0°C de 4-(2’-bromobéhceno-1,2-diol (685 mg, 3.16
mmol) en piridina (1.0 mL), se aflade gota a gotaidtido acético (1.0 mL),
manteniéndose la agitacion a t.a. durante 12 hodtiruacion, se afiade,® para
destruir el exceso de anhidrido acético y se cdrecensequedad a presion reducida. El
residuo se purifica mediante cromatografia en colm (AcOEthexano
1:20>AcOEt-hexano 1:5), obteniéndos257 como un aceite de color amarillo
amarillento.
Rendimiento: 685 mg, 72%.

9.3.18. 1,2-Dibenzoiloxi-4-(2'-bromoetil)benceno EB)

BZOD/\/Br

BzO

Se prepara siguiente la metodologia descrita pestraigrupo de investigacién.

A una disolucién enfriada a 0°C de 4-(2’-bromobé&hceno-1,2-diol (685 mg, 3.16
mmol) en piridina (1.0 mL), se afiade cloruro de zodn (0.63 mL, 6.32 mmol),
manteniéndose la agitacion a t.a. durante 12 horiruacion, el crudo se concentra a
sequedad y el residuo se purifica mediante cromafiegen columna (AcOEhexano

1:20>AcOEt-hexano 1:5), obteniéndo288como un sirupo.
Rendimiento: 685 mg, 51%.

9.3.19. 4-(2'-Azidoetil)benceno-1,2-diol (259)
HO N3
HO:©N
Se prepara siguiendo la metodologia optimizada eestro grupo de

investigacion por Gémez, AA una disolucién de 4-(2’-bromoetil)benceno-1,2+d#00

® Gémez, A. Tesis Doctoral, Universidad de Sevizl2
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mg, 1.84 mmol) en EtOHH,0 10:1 (16.5 mL), se afiade Na{l74.7 mg, 2.69 mmol) y
L-ascorbato sodico (365.2 mg, 1.843 mmol), y la cteeresultante se agita a 55 °C en
atmosfera inerte durante 5 h. Transcurrido eseptierse concentra a sequedad, y el
residuo se purifica mediante cromatografia en colum (AcOEthexano
1:5>hexanoAcOEthexano 1:4) dando lugar 269 como un aceite oscuro de elevada

viscosidad.

Rendimiento 287 mg, 87%

9.3.20. 4-(2’-Azidoetil)-1,2-¢-xililenodioxi)benceno (260)
E;(OD/\/ N3
®)

Se prepara siguiendo la metodologia optimizada eestro grupo de
investigacion por Lopez, M.A. A una disolucion de 4-(2’-Bromoetil)-1,2-
xililenodioxi)benceno (160 mg, 0.44 mmol) en DMF{t), se afiade NajN34 mg, 0.52
mmol, 18% exceso) y se calienta con agitacion yostena inerte a 60 °C durante 4 h. A
continuacion, se concentra a sequedad y el resielyurrifica mediante cromatografia en
columna (hexan®AcOEt—hexano 1:30) obteniéndose el prodi$0 como un sirupo

incoloro.

Rendimiento: 107 mg, 86%.

9.3.21. Tris(prop-2-iniloxietil)amina (262)
Z 0

O/\/N\/\O

N 2
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Se prepara mediante una modificacion de la metgéoloropuesta por Peyjuan y
colaboradore$ A una disolucion enfriada a 0°C de trietanolan{B@0 mg, 3.35 mmol)
en DMF anhidra(7.0 mL) se afiade NaH (99)% (483 20313 mmol) y se mantiene a
dicha temperatura durante 20 minutos. Transcug#de tiempo, se afiade una disolucion
de bromuro de propargilo al 80% en tolueno (1.49, 1©8.40 mmol) y se agita a
temperatura ambiente durante 12 h. A continua@&borudo de reaccion se concentra a
sequedad, se disuelve en AcOEt (30 mL) y se lavasadmuera (3x15 mL). La fase
organica se seca sobre MgSGse concentra a sequedad. El residuo se purifechante
cromatografia en columna (AcGfiexano 1:5 AcOEt-hexano 1:3) para d&62 como

un sirupo anaranjado-rojizo.

Rendimiento: 558 mg, 63%.

9.3.22. Tetrakis(prop-2-iniloximetil)metano (264)

ﬁ F
e
O o
__—/ :

Se prepara mediante una modificacion de la metg@olpropuesta por Zhu y
colaboradore8 A una disolucién enfriada a 0°C de pentaerit(60 mg, 2.20 mmol) en
DMF anhidra (5.0 mL) se afiade NaH (99%) (317 mg)Z3mol) y se mantiene durante
20 minutos a dicha temperatura. A continuaciorafsede una disolucion de bromuro de
propargilo al 80% en tolueno (1.23 mL, 11.02 mnyole agita a temperatura ambiente
durante 12 h. Transcurrido ese tiempo, el crudeedecidon se concentra a sequedad, se
disuelve en AcOEt (20 mL) y se lava con salmuera 18 mL). La fase organica se seca
sobre MgSQy se concentra a sequedad. El residuo se punifezhante cromatografia en

columna (hexan®AcOEt-hexano 1:4) para d&64 como un soélido amarillo

Rendimiento: 548 mg, 86%.

" Peiyuan, J.Jinrong, L.; Changgi, Z.; Yong, Chin. J. Org. Chem. 2012 32, 1673-
1677.
®Zhu, J.; Zhu, X.; Kang, E.T.; Neoh, K.Bolymer, 2007, 48, 6992-69909.
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9.4. NUEVAS INVESTIGACIONES

9.4.1. SINTESIS DE ESTERES DERIVADOS DEL HIDROXITIROSOL

9.4.1.1. Acetato de 2-(3',4'-dihidroxifenil)etilo {)
O
HO ©
A una disolucion de HT (54 mg, 0.35 mmol) en AcQH) mL) se afiade resina
Amberlita IR-120 (H) (200 mg), la mezcla resultante se refluye bajpdafera inerte
durante 11 h. El crudo de reaccion se filtra, secentra a sequedad, y el residuo se

purifica mediante cromatografia en columna (hexao®Et 5:1> hexaneAcOEt 2:1)

para datl como un sirupo anaranjado.
Rendimiento: 51 mg, 749%%: 0.37 (CHCIl,-MeOH 10:1)

'H-RMN (300 MHz, CDC)) &: 6.79 (d, 1H,Js¢ = 8.0 Hz, H-5), 6.74 (d, 1H,
Jr5=1.7 Hz, H-2), 6.65 (dd, 1H, H-6"), 4.23 (t, 28,=7.1 Hz, CHO),
2.82 (t, 2H, CHAr), 2.04 (s, 3H, CHCO) ppm.

¥C-RMN (75.5 MHz, CDGJ) &: 172.1 (CO), 143.9 (C-3'), 142.6 (C-4"), 130.5 (C-
1'), 121.3 (C-6’), 116.0, 115.5 (C-2’, C-5'), 65(8H,0), 34.5 (CH2Ar),
21.2 (CHCO) ppm.

CIMS: 196 ([M]*, 4 %).
HRCIMS m/zcalculado para gH1,04 [M] *: 196.0736, encontrado 196.0742.
Método general para la preparacion de los ésteresf

A una disolucion del HT (54 mg, 0.35 mmol) y eleggnetilico correspondiente
(2.34 mmol) en THF anhidro (2.0 mL) se afiade redimberlita IR-120 (H). (400 mg).

La mezcla resultante se refluye bajo atmdsferatandurante 24-48 h. El crudo de
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reaccion se filtra, se concentra a sequedad ysielue se purifica mediante cromatografia

en columna (hexardAcOEt-hexano 1:2).

9.4.1.2. Hexanoato de 2-(3',4’-dihidroxifenil)etilq(2)
HO O\n/\/\/
Se emplea hexanoato de metilo (0.34 mL) La mezleeBuye bajo atmosfera
inerte durante 26 h.

Rendimiento: 27 mg, 319%%: 0.2 (CHCIl,-MeOH 10:1).

'H-RMN (300 MHz, CDCJ) 5: 6.78 (d, 1HJs ¢ = 8.0 Hz, H-5"), 6.73 (d, 1HlL ¢
= 1.7 Hz, H-2"), 6.60 (dd, 1H, H-6"), 4.23 (t, 2B, 4= 7.1 Hz, CHO),
2.79 (t, 2H, CHAr), 2.29 (t, 2H,Juy = 7.6 Hz, CHCO), 1.59 (m, 2H,
CH,), 1.26 (m, 4H, 2Ch), 0.87 (t, 3H) 1= 6.9 Hz, CH) ppm.

¥C-RMN (75.5 MHz, CDGJ) &: 175.1 (CO), 143.9 (C-3'), 142.6 (C-4"), 130.4 (C-
1'), 121.3 (C-6"), 116.0, 115.5 (C-2', C-5), 65(H,0), 34.5 (x2)
(CH,Ar, CH,CO), 31.4 (CH)), 24.7 (CH), 22.4 (CH), 14.0 (CH) ppm.

CIMS 252 (IM[', 28%).

HRCIMS m/zcalculado para gH»004[M] *: 252.1362, encontrado 252.1352.

9.4.1.3. Octanoato de 2-(3',4’-dihidroxifenil)etilo(3)
HO O\H/\/\/\/
Se emplea octanoato de metilo (0.42 mL). La megelaefluye bajo atmosfera

inerte durante 28 h.
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Rendimiento: 15 mg, 16 9%R- 0.32 (CHCI,-MeOH 10:1).

'H-RMN

BC-RMN

CIMS

HRCIMS

(300 MHz, CDC)) 5: 6.78 (d, 1HJs ¢ = .0 Hz, H-5%), 6.73 (d, 1H)» &
=1.7 Hz, H-2’), 6.60 (dd, 1H, H-6"), 4.23 (t, 2B, = 7.1 Hz, CHO),
2.81 (t, 2H, CHAr), 2.34 (t, 2H,J44=7.6 Hz, CHCO), 2.28 (t, 2H,El,-
CH,CO), 1.59 (m, 2H, C}}, 1.29 (m, 8H, 4Ch), 0.88 (t, 3HIyn= 6.9
Hz, CH;) ppm.

(75.5 MHz, CDQJ)) &: 179.8 (CO), 143.9, 142.6 (C-3', C-4), 130.4 (C-
1), 121.1 (C-6), 116.0 (C-2), 1155, (C-5), 85.(CHO0), 34.5
(CH,CO), 31.4 (CH), 29.0 (CH) 28.8 (CH), 24.9, (CH), 24.7 (CH),
22.4 (CH), 14.1 (CH) ppm.

280 (M, 1%).

m/zcalculado para H,,0,Na [M]": 280.1675, encontrado 280.1672.

9.4.1.4. Decanoato de 2-(3',4'-dihidroxifenil)etild4)

HODA/OWW

HO ©

Se emplea decanoato de metilo (0.5 mL). La mezleefluye bajo atmdésfera

inerte y se mantiene con agitacion durante 48 h.

Rendimiento: 29 mg, 279%R- 0.33 (CHCI,-MeOH 10:1).

'H-RMN

BC-RMN

(300 MHz, CDCJ) &: 6.79 (d, 1HJs ¢ = 8.1 Hz, H-5'), 6.74 (d, 1H]» ¢
= 2.0 Hz, H-2), 6.62 (dd, 1H, H-6"), 4.24 (t, 2B, = 7.2 Hz, CHO),
2.81 (t, 2H, CHA), 2.29 (t, 2H,Juy = 7.6 Hz, CHCO), 1.59 (m, 2H,
CHy), 1.26 (m, 12H, 6CH, 0.88 (t, 3H,Ju = 6.5 Hz, CH) ppm.

(75.5 MHz, CDGJ) &: 174.6 (CO), 144.0, 142.6 (C-3', C,4’), 130.5 (C-
1), 121.3 (C-6"), 115.9, 115.4 (C-2, C-5"), 65(ZH,0), 34.6 (CHAr),
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34.5 (CHCO), 32.0 (CH), 29.5 (CH), 29.4 (x2) (2 Ch), 29.3 (CH),
25.1 (CH), 22.8 (CH), 14.2 (CH) ppm.

CIMS 308 (M, 4%).

HRCIMS m/zcalculado para {gH,s0, [M] *: 308.1988, encontrado 308.1978.

9.4.1.5. 2-[3',4’-0-Xililenodioxi)fenillacetaldehido] (5)
@(OD/VO

A una disolucion de 2-[3",4’d-xililenodioxi)fenilletanol (70 mg, 0.27 mmol) en
CH,CI, anhidro (3 mL) se afiade peryodinano de Dess-M@tfid mg, 0.54 mmol). La
mezcla resultante se mantiene en agitacion bajadsféma inerte y a temperatura
ambiente durante 29 h. Transcurrido ese tiempafiade BEO (3 mL) y una disolucion
acuosa saturada de NaHC@ mL) que contenga N&O; (4% pl/v). Tras agitacion
vigorosa durante 30 minutos, la mezcla se diluye EpO (6 mL) y se lava con una
disolucién acuosa saturada de NaH@2x5 mL) y con HO (2x5 mL). La fase orgénica
se seca sobre BBO,, se filtra y el filtrado se concentra a sequedddesiduo se purifica

mediante cromatografia en columna (hexaAcOEt-hexano 1:3) para d& como un

sdlido blanco
Rendimiento: 60 mg, 879%%: 0.35 (hexaneAcOEt 3:1).

'H-RMN (300 MHz, CDCJ) &: 9.65 (t, 1H,Jy4=2.3 Hz, CHO), 7.26 (m, 2H, 2Ar-
H), 7.18 (m, 2H, Ar-H), 6.98 (d, 1Hl ¢=8.2 Hz, H-5’), 6.84 (d, 1H,
Jr ¢=2.1 Hz, H-2"), 6.74 (dd, 1H{-6"), 5.41 (s, 2H, CKDAr), 5.39 (s,
2H, CH0Ar), 3.52 (d, 2H, E,CO) ppm.

¥C-RMN (75.5 MHz, CDGJ) &: 199.4 (CO), 150.1 (C-3'), 149.1 (C-4"), 135.8 (C-
1), 135.6 (C-2""), 129.4, 129.0, 128.7, 128.€{3™, C-4"", C-5", C-
6™), 127.4 (C-1), 124.7 (C-6’), 123.1 (C-2)), 26 (C-5), 75.5
(CH,0AI), 75.2 (CHOAr), 49.8 (CH) ppm.
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CIMS 254 (IM], 34%).
HRCIMS m/zcalculado para H1403[M] *: 254.0943, encontrado 254.0940.

9.4.1.6. Acido 2-[3',4-¢-xililenodioxi)fenilJacético (6)

O 0
s@on
0]

Método A: A una disolucion de 2-[3",4’-¢-xililenodioxi)fenillacetaldehiddb
(243 mg, 0.96 mmol) enrBuOH (9 mL) se le afade 2-metil-but-2-eno (2.5 rAlQ2
mmol), y una disolucién acuosa (5 mL) de Nag(@72 M) y NaHPQO,- 2H,0 (0.22 M)
gota a gota y a 0°C. La mezcla resultante se agita temperatura durante 30 minutos y
a t.a. durante 8 h. Transcurrido ese tiempo seeaf@ 1M (20 mL) y se agita a t.a.
durante 30 minutos adicionales. Posteriormentesreétio de reaccion se extrae con
AcOEt (3x10 mL). Los extractos organicos se reusergecan sobre PO, se filtran y

el filtrado se concentra a sequedad. El residupusidica mediante cromatografia en
columna (CHCI-MeOH->CH,CI,-MeOH 10:1) para daé como un sélido blanco.

Rendimiento: 238 mg, 929%%-0.58 (CHCIl,—-MeOH 10:1); p.f. 97-99 °C.

Método B: A una disolucion de (x) (47 mg, 0.18 mmol) en angtilo (1.0 mL)
se afiade una disolucion tampén de fosfato 0.67 kHI6.7 (0.7 mL) y TEMPO (2 mg,
0.01 mmol). La mezcla resultante se calienta a 3$°@ continuacion se afiade una
disolucion acuosa (1 mL) de NaGI@0.34 M) y a continuacion otra de NaClO 14% plv
(2 pL,) manteniéndose con agitacién a t.a. durahte. A continuacion, se afladeCH(3
mL) y se ajusta el pH a 8 mediante la adicion dedisolucion acuosa de NaOH 2M. La
mezcla se vierte sobre una disolucién saturadalfismsodico (5.0 mL) a 0°C, y se agita
durante 30 minutos. Se afiadeCH (5 mL) y se agita durante 10 minutos adicionales,
tras lo cual se acidifica afiadiendo HCI 2M hasta3pHse separan las dos fases. La fase
acuosa se extrae varias veces con@@fy se retnen todas las fases organicas, que se
lavan con HO, se secan sobre MggQe filtran y se concentran a sequedad. El residuo
se purifica mediante cromatografia en columna ,(@}-MeOH->CH,Cl,-MeOH 10:1)

para da6 como un sélido blanco.
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Rendimiento: 43 mg, 87 %.

'H-RMN (300 MHz, CDCJ) &: 7.26 (m, 2H, 2Ar-H), 7.18 (m, 2H, 2Ar-H), 6.95, (d
1H, J56=8.2 Hz, H-5), 6.92 (d, 1H} s=2.1 Hz, H-2"), 6.82 (dd, 1H, H-
6), 5.39 (s, 2H, ChD), 5.38 (s, 2H, CkD), 3.51 (s, 2H, B,COOH)
ppm.

¥C-RMN (75.5 MHz, CDGJ) &: 177.5 (CO), 149.9 (C-3'), 149.2 (C-4"), 135.9 (C-
1), 135.8 (C-2""), 129.2, 129.0, 128.8, 128.T{3™", C-4"", C-5", C-
6™), 128.6 (C-1), 124.6 (C-6’), 123.0 (C-2)), 21 (C-5), 75.5
(CH,0AI), 75.4, (CHOA), 40.3 CH,COOH) ppm.

CIMS 270 (IM], 41%).

HRCIMS m/zcalculado para H1404[M] *: 270.0892, encontrado 270.0888.

9.4.1.7. 2-[3',4’-p-Xlilenodioxi)fenillacetato de 27-[37.4"-( o

xililenodioxi)fenil]etilo (7)

@) 0 O

CLOYCL 0
o O
El &cido6 (85 mg, 0.32 mmol) se disuelve en SOEL5 mL) y la disolucién se

mantiene bajo atmdsfera inerte y a temperatura eamtdidurante 2 h para obtener el
correspondiente cloruro de &cido. A continuacidrrredo se concentra a sequedad y se
emplea directamente en el siguiente paso sin nagurificacién adicional. El residuo se
disuelve en ChkLCl,anhidro (2.0 mL) y se aflade gota a gota y en &fwesuna disolucion
acuosa saturada de NaHL@.0 mL) que contiene BNl como catalizador de
transferencia de fase (5 mg, 0.01 mmol1338 (40 mg, 0.16 mmol). Se deja que la
disolucion alcance la t.a. y se mantiene bajo @gitadurante 1.5 h. Transcurrido ese
tiempo, se aflade GAI, (10 mL), y se lava sucesivas veces con las fasedNadiCQ
ag. sat. (2x10 mL) y #D (2x10 mL). La fraccidn organica se seca sobrs&SNag se filtra,

el filtrado se concentra a sequedad y se purifiediamte cromatografia en columna

(hexane~hexane-AcOEt 3:1) para dar como un sélido blanco.
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Rendimiento: 53 mg. 659%%:0.56 (CHCIl,-MeOH 10:1); p.f 93-95 °C.

'H-RMN (300 MHz, CDCJ) &: 7.26 (m, 4H, 4Ar-H), 7.18 (m, 4H, 4Ar-H), 6.93, (d
1H, J5.6=8.3 Hz, H-5'), 6.91 (d, 1H},» ¢~ =2.2 Hz, H-2""), 6.89 (d, 1H,
Js g =8.0 Hz, H-5""), 6.79 (d, 1HJ, ¢=2.2 Hz, H-2"), 6.77 (dd, 1H, H-
6""), 6.67 (dd, 1H, H-6"), 5.40 (s, 2H, C}DAr), 5.39 (s, 2H, CKDAT),
5.38 (s, 2H, CHDAT), 5.37 (s, 2H, CKDATr), 4.20 (t, 2H,J4=6.8 Hz,
H-17), 3.44 (s, 2H, CHO), 2.76 (t, 2H, H-2"), ppm.

BC-RMN (75.5 MHz, CDGJ) 5: 171.5 (CO), 149.9 (Ar-CO), 149.8 (Ar-CO), 149.0
(Ar-CO), 148.5 (Ar-CO), 136.1, 136.0, 135.9, 136383’, C-3"", C-4’.
C-4™), 133.4 (Ar-C), 129.5 (Ar-C), 129.3 (Ar-C)129.2 (Ar-C), 129.0
(Ar-C), 128.9 (Ar-C), 128.6 (2C, Ar-C), 128.5 (2&-C), 124.5 (C-6"),
124.0 (C-6'), 122.8 (C-5""), 122.2 (C-5"), 122.2"), 122.0 (C-2),
75.6 (CHOAY), 75.5 (CHOATr), 75.3 (CHOAr), 75.2 (CHOAY), 65.4
(CH,0), 40.7, (CHCO), 34.4 (CH) ppm.

CIMS 508 ([M]*, 20%).

HRCIMS m/zcalculado para H1405 [M] *: 508.1886, encontrado 508.1882.

9.4.1.8. 2-(3',4’-Dihidroxifenil)acetato de 2”-(3”,4""-dihidroxifenil)etilo (8)

Una suspension dé(53 mg, 0.10 mmol) y Pd/C (5 mg) en AcOEt (5.0 rsk)
hidrogena a presion atmosférica y t.a. durante. 24dontinuacion se filtra sobre celita y
el filtrado se concentra a sequedad para8deomo un producto cromatograficamente
puro.

Rendimiento: 25 mg, 829%%- 0.53 (CHCI,-MeOH 10:1)

'H-RMN (500 MHz, CROD) &: 6.69 (m, 2H, H-5', H-2"), 6.65 (m, 2H, H-5",
H-2"), 6.53 (dd, 1H,J,6=2.0 Hz, Js¢=8.1 Hz, H-6’), 6.48 (dd, 1H,
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Jo g =2.0 Hz,Jgm o+ =8.0 Hz, H-6"), 4.41 (t, 2H 1 »» =7.1 Hz, H-17),
3.43 (s, 2H, H-2), 2.74 (t, 2H, H-2") ppm.

¥C-RMN (125.7 MHz, (CB),CO0) 8: 174.1 (CO), 146.3, 146.2 (C-3', C-4"), 145.4,
144.9 (C-3,C-4™), 130.7 (C-1)), 126.9 (C-1") 121.7 (C-6’), 121.3
(C-6™), 117.4 (C-5™), 117.0 (C-5'), 116.4 (C-2), 116.3 (C-2'), 66.9
(C-17), 41.5 (C-2), 35.4 (C-2") ppm.

CIMS 304 (IM]*, 4%).

HRCIMS m/zcalculado para H160s [M] *: 304.0947, encontrado 304.0951.
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9.4.2. SINTESIS DE TIO Y SELENODERIVADOS CON FRAGMENTOS
CATECOL

9.4.2.1. (¥)-5-(1',2’-Ditiolan-3’-il)pentanoato de2”-(3'",4""-dihidroxifenil)etilo (9)

OH

S-s

A una disolucion de &cido lipoico (100 mg, 0.48 mymen CHCI, anhidro (1
mL) se afiade gota a gota y en frio SQ@6 pL, 0.63 mmol). La mezcla se mantiene en
agitaciéon bajo atmdsfera inerte a temperatura artdurante una hora. Tras este tiempo
se aflade Ceg(6 mg, 0.02 mmol) e hidroxitirosol (75 mg, 0.48 pijdisuelto en THF
(1 mL). La mezcla resultante se mantiene con dgitdgajo atmosfera inerte durante 22
h. Transcurrido ese tiempo, el crudo de reacciéctogeentra a sequedad y el residuo se
purifica mediante cromatografia en columna (hexsmexane-AcOEt 4:1) para da®

como un sirupo amarillento.
Rendimiento: 106 mg, 65 %- 0.45 (CHCI,-MeOH 10:1).

'H-RMN (300 MHz, CDCJ) &: 6.79 (d, 1HJs ¢ =7.8 Hz, H-5™), 6.74 (d, 1H,
Jomgn =1.9 Hz, H-2™), 6.64 (dd, 1H, H-6"), 4.25 (t, &, Jyy =7.0 Hz,
CH,0), 2.82 (t, 2H, CHAr), 2.44 (m, 1H, CHS), 2.30 (m, 4H, GS|
CH,CO), 1.88 (m, 2H, H-4"), 1.62 (x3) (m, 6ACH,) ppm.

¥*C-RMN (75.5 MHz, CDGJ) 4:174.0 (CO), 144.2, 142.1 (C-3",C-4"), 131.2 (C
1), 121.6 (C-6™), 116.2 (C-2"), 115.5 (C-5"), 65.0 (CHO), 56.8
(HCS), 40.4 (C-4"), 38.6 (C¥$), 34.7 (CHAr), 34.2 (CHCO), 28.8
(CH,), 24.8 (x2) (2CH) ppm.

CIMS 342 (IM], 10%).

HRCIMS m/zcalculado para H»,0,S, [M]*: 342.0960, encontrado 342.0959.
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9.4.2.2. 2-Tioacetato-3',4’-diacetoxibenzofenona @y

O
AcoD)JVSAc
AcO
A una disolucién de 2-cloro-3',4’-diacetoxiacetab@a (253 mg, 0.93 mmol) en
butanona (5 mL), se afiade tioacetato potasicorfihd.40 mmol) y la mezcla resultante
se refluye durante 4 h. A continuacion, se coneeatsequedad, y el residuo se disuelve
en AcOEt (15 mL) y se lava con® (2x15 mL). La fase organica se seca sobre MgSO

se filtra y se concentra a sequedad. El residupuséica mediante cromatografia en

columna (hexan®hexane-AcOEt 2:1) obteniéndoskE) como un soélido anaranjado.
Rendimiento: 129 mg, 45%- 0.75 (hexaneAcOEt 1:1); p.f. 116118°C.

FT-IR Vmax 2362, 2360, 1759, 1682, 1599, 1501, 1420, 1368518247, 1200,
1112, 1015, 968, 927, 850, 752, 669, 622'cm

'H-RMN (300 MHz, CDCJ) &: 7.90 (dd, 1HJs ¢=8.5 Hz ,J »¢=2.1 Hz, H-6),
7.82 (d, 1H, H-2’), 7.31 (d, 1H, H-5), 4.33 (s, 2BH,S), 2.39 (s, 3H,
SAc), 2.31 (s, 3H, OAc), 2.30 (s, 3H, OAc) ppm.

BC-RMN (75.5 MHz, CDGJ) §:194.1 (C-2), 191.6 (COAr), 168.0 (CO), 167.5
(CO), 146.7, 142.5 (C-3', C-4'), 134.0 (C-1"), 127C-6), 124.1 (C-5),
123.8, (C-2) 36.4 (Ck5), 30.4 (CH), 20.8 (OAc), 20.6 (OAC) ppm.

LSIMS 333 ((M+Na], 9%).

HRLSIMS m/z calculado para GHi,NaQ; [M+Na]": 333.0904, encontrado
333.0397.
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9.4.2.3. 2-Tioacetato-3',4’-dihidroxifenacilo (11)

O
HOD)\/SAc
HO
Método A: Auna disolucién de 2-cloro-3',4’-dihidroxiacetofama (50 mg, 0.27
mmol) en butanona (3 mL) se afiade L-ascorbato @82 mg, 0.27 mmol) y tioacetato
potasico (43 mg, 0.38 mmol); la mezcla resultanteefluye durante 10 h bajo atmdsfera
inerte. A continuacion se concentra a sequedad yesiluo se purifica mediante

cromatografia en columna (hexabbexane-AcOEt 1:2) para dadl como un sélido

blanco.
Rendimiento: 18 mg, 309R- 0.44 (hexaneAcOEt 1:1)

Método B: A una disolucion dd€.0 (30 mg, 0.10 mmol) en una mezcla 1:1 de
CH,Cl,-MeOH (2 mL), se afiade ,KO; (10 mg, 0.072 mmol); la mezcla resultante se
agita bajo atmosfera inerte em la oscuridad dur@0teminutos. A continuacion, se
acidifica hasta pH 5 empleando resina Amberlita2@R{H+), se filtra y el filtrado se
concentra a sequedad. El residuo se purifica mediaromatografia en columna

(hexane>hexano-AcOEt 2:1) para daf. como un sélido blanco.
Rendimiento: 12 mg, 679%%: 0.44 (hexaneAcOEt 1:1).

FT-IR Vmax 2971, 2928, 1757, 1701, 1683, 1606, 1502, 1426318305, 1249,
1194, 1176, 1151, 1113, 1016 ¢tm

'H-RMN (300 MHz, CROD) &: 7.46 (dd, 1HJ, = 2.1,J5 5=8.3 Hz, H-6"), 7.42
(d, 1H, H-2"), 6.84 (d, 1H, H-5’), 4.35 (s, 2H,G}2.36 (s, 3H, Ac) ppm.

BC-RMN (75.5 MHz, CROD) &: 196.0, 194.1 (2C0O), 152.6, 146.6 (C-3’, C-4"),
129.2 (C-17), 123.6 (C-6"), 116.2 (C-2'), 115.8 &); 36.9 (CH), 30.1
(Ac) ppm.

CIMS 227 (M, 39%).

HRCIMS m/zcalculado para gH1:0,S [M]": 227.0378, encontrado 227.0380.
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9.4.2.4. 1-Cloro-2-hidroxi-(3’,4’-diacetoxifenil)etlo (12)

OH
AcoD)Vm
AcO
A una disolucién de 2-cloro-3',4'-diacetoxiacetabea (150 mg, 0.66 mmol) en
acido acético (3 mL), se afiade NaBH(OABH2 mg, 1.66 mmol) en pequefias porciones
a temperatura ambiente y bajo atmdsfera inertens€raridos 30 minutos, el crudo de

reaccion se concentra a sequedad y el residuo rificgpunediante cromatografia en

columna (hexan®hexane-AcOEt 2:1) para dat2 como un sirupo incoloro.
Rendimiento: 142 mg, 79%- 0.43 (hexanoAcOEt 2:1).
FT-IR Vmax 2359, 1771, 1505, 1367, 1214, 1081, 1007.cm

'H-RMN (300 MHz, CDC)) &: 7.28-7.25 (m, 2H, H-2', H-6"), 7.19 (d, 1H,
Js ¢=8.9 Hz, H-5"),4.88 (dd, 1HJ, 173.4 Hz,J, 1+=8.6 Hz, GiOH),
3.73 (dd, 1H),15=11.4 Hz, CH,), 3.61 (dd, 1H, CH), 2.30 (s, 6H,
20CH;) ppm.

¥C-RMN (75.5 MHz, CDG)) 8:168.3 (2xC0O), 142.2, 141.9 (C-3’, C-4’), 139.0 (C-
1), 124.3 (C-6"), 123.6 (C-5’), 121.3 (C-2’), 73.&CHOH), 50.58
(CH.CI), 20.7 (2xOCH) ppm.

LSIMS 295 ([M+Na], 51%).

HRLSIMS m/z calculado para GHi3:0sNaCl [M+Na]: 295.0349, encontrado
295.0355.
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9.4.2.5. (¥)-Acetato de 2-cloro-(3',4’-diacetoxifahetilo (13)
OAc
AcoD)\/Cl
AcO
A una disolucién dé2 (114 mg, 0.42 mmol) en GBI, anhidro (5 mL) se afiade
TEA (58 uL, 0.42 mmol) y cloruro de acetilo (30 0.,42 mmol). La mezcla resultante
se agita a temperatura ambiente durante 12 h. duaigo ese tiempo, se concentra a

sequedad, y el residuo se purifica mediante cranafi@a en columna

(hexane>hexane-AcOEt 2:1) para dat3 como un sirupo incoloro.
Rendimiento: 74 mg, 56 9R: 0.27 (hexaneAcOEt 3:1).

'H-RMN (300 MHz, CDC}) &: 7.31-7.23 (m, 3H, H-2’, H-5’, H-6"), 6.00 (dd, 1H
Ji, 2&= 5.0 Hz, J;, o= 7.3 Hz, GHOAc), 3.81 (dd, 1HJ,,2511.8 Hz,
CH,,), 3.75 (dd, 1H, CH)), 2.33 (s, 3H, OAc-Ar), 2.32 (s, 3H, G¥DACc-
Ar), 2.18 (s, 3H, OAc) ppm.

¥C-RMN (75.5 MHz, CDGJ) &: 169.7 CO-C-1), 168.1 (CO), 168.0 (CO), 142.4,
142.3 (C-3', C-4’), 135.9 (C-1), 125.0, 123.8, 12ZC-2’, C-5', C-6"),
74.0 (C-1), 46.2 (C-2), 20.9, 20.7, 20.6 (3¢ppm.

EIMS 314 (M, 6%).

HREIMS m/zcalculado para £H150sCl [M] *: 314.0557, encontrado 314.0563.

9.4.2.6. Disulfuro de bis[1-dihidroxi-(3’,4'-diacebxifenil)etilo] (14)

OH OAc
ACOD)\/S\S OAc

OH

A una disolucién de 2-tioacetoxi-(3,4-diacetoxifatenonal0 (50 mg, 0.16

mmol) en acido acético (1 mL) se afiade NaBH(QAD)2 mg, 0.48 mmol) en pequefias
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porciones a temperatura ambiente y bajo atmoégiertel Transcurridos 30 min., el crudo
de reaccion se concentra a sequedad y el residporiea mediante cromatografia en

columna (hexan®hexane-AcOEt 2:1) obteniéndoskt como un sirupo incoloro.
Rendimiento: 21 mg, 499%%: 0.62 (hexaneAcOEt 2:1).
FT-IR Vimax 2365, 2342, 2164, 1996, 1771, 1509, 1210, 10503,1635 crit.

'H-RMN (300 MHz, CDC)) 5: 7.28(m, 2H, 2H-6"), 7.26 (m, 2H, 2H-2"), 7.19 (m,
2H, J56=8.9 Hz, 2H-5’), 4.88 (dd, 2HJ; ,+3.6 Hz, J;~=8.7 Hz,
2CHOH), 3.73 (dd, 2HJ,, 2,=11.3 Hz, 2CH,), 3.61 (dd, 2H, 2CHl),
2.30 (s, 12H, 40Ck) ppm.

¥C-RMN (75.5 MHz, CDGJ) 5:168.4 (20Ac), 168.3 (20Ac), 142.3, 142.0 (2C-3,
2C-4’), 138.9 (2C-1'), 124.3 (2C-6'), 123.7 (2C-5)21.3 (2C-2), 73.3
(2CHOH), 50.7 (2Ck8), 20.7 (4CH) ppm.

9.4.2.7. 2-(Fenilseleno)-1-[3",4’e-xililenodioxi)fenil]letanol (15) y 2-(Fenilseleno)2-
[3",4’-(o-xililenodioxi)fenilletanol (16)

on L
s@canciNs@ons
O 0)

A una disolucién del epoxidaa71 (32 mg, 0.13 mmol) en DMF (2 mL) se le
afiade diselenuro de difenilo (39 mg, 0.13 mmo}C®&; (35 mg, 0.25 mmol) y rongalita
(58 mg, 0.38 mmol). La mezcla de reaccion se agitamperatura ambiente y en la
oscuridad durante 3.5 h. A continuacion, el cruel@@ncentra a sequedad, el residuo se
disuelve en AcOEt (10 mL) y se lava copCH(3x5 mL). La fase organica se seca sobre
MgSQ,, se filtra y el filtrado se concentra a sequedddiesiduo se purifica mediante
cromatografia en columna (hexahexano-AcOEt 5:1) obteniéndodet y 15 como

sirupos de color amarillo.
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Datos pardl5: Rendimiento: 28 mg, 54%- 0.62 (hexaneAcOEt 2:1),[«x]38+0.85 ¢

1.0, CHCL,).

'H-RMN

BC-RMN

CIMS

HR-CIMS

(300 MHz, CDCJ) 8: 7.51 (m, 2H, Ar-H) 7.29-7.14 (m, 7H, 7Ar-H), 6.98
(d,1H,J» ¢=2.0 Hz, H-2'), 6.95 (d,1HJs ¢#=8.2 Hz, H-5"), 6.86 (dd, 1H,
H-6), 5.40 (s, 2H, CkD), 5.39 (s, 2H, CkD), 4.61 (m, 1H, EOH),
3.23 (dd, 1HJ;, »,73.5 Hz,J5,2=12.8 Hz, CHSe), 3.02 (dd, 1H; »~9.3
Hz, CHSe), 2.74 (sa, 1H, OH) ppm.

(75.5 MHz, CDQ) &: 149.6, 149.3 (C-3', C-4"), 138.0 (C-1"), 135.7,
135.6 (C-1",C-2"), 133.0 ipsoCPh), 129.2 ¢-CPh), 129.1, 128.9, (C-
3”7, C-4”, C-5”, C-6"), 128.5 (m-Cpy), 127.3 p-Cpp), 121.9 (C-5), 120.9
(C-6"), 119.3 (C-2"), 75.2 (CKDAr), 75.1 (CHOAr), 71.6 (CHOH), 38.2
(CH,Se) ppm.

412 (IM], 16%).

m/zcalculado para £H,00sSe [M]": 412.0573 encontrado 412.0578

Datos pard 6. Rendimiento: 9 mg, 5% 0.45 (hexaneAcOEt 2:1).

'H-RMN

BC-RMN

CIMS

HRCIMS

(300 MHz, CDCJ) &: 7.43-7.14 (m, 9H, Ar-H), 6.90 (d, 1H}s =8.2 Hz,
H5"), 6.85 (d, 1HJ, ¢=2.1 Hz, H-2"), 6.77 (dd, 1H, H6’), 5.38 (x2) (m,
4H, 2CHO), 4.29 (t, 1H.J, =7.0 Hz, ArCHSe), 3.88 (m, 2H, GEH),
1.93 (t, 1HJ, 01=6.2 Hz, OH) ppm.

(75.5 MHz, CDGJ) §: 149.8, 149.2 (C-3', C-4), 137.7, 135.8, (C-1C;
2"), 134.7 (C-1)), 129.2, 129.1 (C-3”, C-4”, C!5 C-6"), 128.6 (m
Cer), 128.3 p-Cpp), 128.1 6-Cor), 123.3 (C-5'), 122.2 (C-6"), 121.6 (C-
2’), 75.4 (CHOAr), 75.3 (CHOAr), 65.0 (CHOH), 50.3 (ArCHSe)
ppm.

412 (MT, 1%).

m/zcalculado para GH,.0s;Se [M]': 412.0578, encontrado 412.0590
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Método general para la sintesis de seleno y tiourea

A una disolucién de clorhidrato de norepinefrin@ (g, 0.24 mmol) en MeOH
(5 mL) se aflade TEA (40 pL, 0.29 mmol) y el isdaoato o isoselenocianato
correspondiente (0.29 mmol) bajo atmdsfera indmereaccion transcurre con agitacion
en la oscuridad y a temperatura ambiente duranke Pranscurrido ese tiempo, se
concentra a sequedad y el residuo se purifica mediaromatografia en columna
(CH,Cl,»CH,Cl,-MeOH 20:1).

9.4.2.8 N-Butil- N'-[2-(3",4’-Dihidroxifenil)-2-hidroxietiltiourea (1 7)

H
HOD)\/N\”/N\/\/
HO S

Se parte de isotiocianato de butilo comercial (B5Qu29 mmol).
Rendimiento: 38 mg, 569%R- 0.33 (CHCIl,-MeOH 10:1).
FT-IR Vmax 3325, 2932, 2829, 1460, 1406, 1116, 1018, 634 cm

H-RMN (300 MHz, CQOD) &: 6.84 (d, 1HJ, ¢= 1.7 Hz, H-2"), 6.74 (d, 1HJs,
&= 8.0 Hz, H-5"), 6.70 (dd, 1H, H-6"), 4.72 (ddle =4.6 Hz,J:1, =7.6 Hz,
CHOH), 3.83-3.67 (m, 1H, C#V’), 3.58-3.36 (m, 3H, CH\’), 1.57-1.48
(m, 2H, CH), 1.42-1.29 (m, 2H, C}j, 0.94 (t, 3H,J4,=7.3 Hz, CH)

ppm.

BC-RMN (75.5 MHz, CROD) §: 183.5 (CS), 146.3, 145.8 (C-3', C-4), 135.5 (C-
1), 118.6 (C-6"), 116.2 (C-5)), 114.4 (C-2)), 73.{TCHOH), 52.8
(CH,N'), 45.1 (NCH,), 32.5 NCH,CH2), 21.2 CH,CHy), 14.3 (CH)
ppm.

LSIMS 307 ([M+ Na], 100%).

HRLSIMS m/z calculado para {gH,oN,NaO;S [M+Na]: 307.1092, encontrado
307.1090.
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9.4.2.9.N-Ciclohexil-N’-[2-(3",4’-Dihidroxifenil)-2-hidroxietil]tiourea (1 8)

Moy oH
BEAS RS
HO S

Se parte de ciclohexilisotiocianato comercial (41 @29 mmol).
Rendimiento: 54 mg, 729%%: 0.43 (CHCI,-MeOH 10:1).
FT-IR Vimax 3316, 2941, 2829, 2299, 1451, 1416, 1111, 1018 cm

'H-RMN (300 MHz, (CR).CO) &: 6.91 (d, 1H,J»6=1.6 Hz, H-2'), 6.78 (d, 1H,
Js 6=8.0 Hz, H-5%), 6.74 (dd, 1H, H-6’), 4.79 (dd, 1B, ~=4.4 Hz,Jy,
»=7.6 Hz, HHOH), 3.76-3.72 (m, 1H, H-12, GN’), 3.54-3.47 (m, 1H, H-
1b, CHN’), 1.95-1.91 (m, 2H, CH), 1.76-1.69 (m, 2H, C}), 1.62-1.58
(m, 1H, CHN-ciclohexilo), 1.42-1.13 (m, 6H, 3GHppm.

¥C-RMN (75.5 MHz, CROD) §: 182.5 (CS), 146.3, 145.8 (C-3’, C-4’), 135.5 (C-
1), 118.6 (C-6"), 116.2 (C-5), 114.3 (C-2’), 73(BHOH), 53.5 (CHN),
33.7 (x2) (2CH), 26.6 (CH), 25.9 (x2) (2CH) ppm.

LSIMS 311 ([M], 19%).

HRLSIMS m/zcalculado para £H»3N,0sS [M]*: 311.1429, encontrado 311.1449.
9.4.2.10N-Bencil-N’-[2-(3',4'-Dihidroxifenil)-2-hidroxietilJtiourea (1 9)

Oy n
HOD)VNTN
HO S

Se parte de isotiocianato de bencilo comerciaj(390.29 mmol).
Rendimiento: 22 mg, 28%%: 0.33 (CHCI,-MeOH 10:1).

FT-IR Vimax 2966, 2863, 2356, 1987, 1559, 1509, 1052, 10203 t@i".
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'H-RMN (300 MHz, (CR),CO) §:7.34-7.20 (m, 5H, Ar-H), 6.85 (d, 1Ky ¢= 1.9
Hz, H-2), 6.74 (d, 1HJs ¢= 8.0 Hz, H-5), 6.70 (dd, 1H, H-6’), 4.72
(dd, 1H,J,, =4.6 Hz,Ji, =7.5 Hz, GIOH), 4.69 (m, 2H, ChAr), 3.80-
3.76 (m, 1H, CEN"), 3.55 (dd, 1H,:. 1=13.6 Hz, CHN’) ppm.

*C-RMN (75.5 MHz, CROD) 5:184.5 (CS), 146.3, 146.0 (C-3’, C-4’), 140.0 (Ar-
C) 135.4 (C-1'), 129.6 (x2) (2Ar-C), 128.5 (x2) (BS), 128.2 (Ar-C),
118.7 (C-6’), 116.2 (C-5’), 114.4 (C-2"), 73.4 (CHQ 52.7 (CHN’),
30.7(CHAr) ppm.

LSIMS 341 ((M+Na], 13%).

HRLSIMS m/z calculado para fHigN,NaG;S [M+Na]: 341.0936, encontrado
341.0933.

9.4.2.11N-[2-(3',4’-Dihidroxifenil)-2-hidroxietil]- N’-(fenetil)tiourea (20)

H oA
HOD)\/NTN\/\Q
HO S

Se parte de fenetilisotiocianato comercial (44 @29 mmol).
Rendimiento: 35 mg, 439%R- 0.34 (CHCIl,-MeOH 10:1).
FT-IR Vimax 3690, 2995, 2892, 2853, 2794, 2356, 1077, 1037 ca9.

'H-RMN (300 MHz, CROD) &: 7.30-7.18 (m, 5H, Ar-H), 6.84 (d, 1Hp¢= 1.9
Hz, H-2"), 6.74 (d, 1HJs ¢=8.0 Hz), 6.69 (dd, 1H, H-6’), 4.71 (dd, 1H,
Jia=4.6 Hz,Jy,, =7.5 Hz, GHOH), 3.77-3.61 (m, 1H, C#), 3.57-3.44
(m, 1H, CHN), 2.85 (t, 2HJ44=7.3 Hz, CHAr) ppm.

¥*C-RMN (75.5 MHz, CROD) 6: 183.8 (CS), 146.3, 145.9 (C-3’, C-4’), 140.5 (Ar-
C), 135.5 (C-1’), 129.8 (x2) (2Ar-C), 129.5 (x2)A2C), 127.2 (Ar-C),
118.6 (C-6"), 116.17 (C-5"), 114.4 (C-2'), 73.33HOH), 52.5 (CHN)
46.4 (CHN"), 36.35 (CHAr) ppm.
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LSIMS 355 ([M+ Nal, 94%).

HRLSIMS m/z calculado para GH,0NaN,O;S [M+Na]: 355.1092, encontrado
355.1098.

9.4.2.12 N-[2-(3",4’-Dihidroxifenil)-2-hidroxietil]- N’-(p-tolil)tiourea (21)

H H
T
HO S CH

Se parte de isotiocianato péolilo comercial (43 mg, 0.29 mmol).
Rendimiento: 63 mg, 819%: 0.41 (CHCI,-MeOH 10:1).
FT-IR Vmax 3325, 2941, 2829, 2299, 1451, 1116, 1023, 615 cm

'H-RMN (300 MHz, CROD) &: 7.15 (m, 2H, Ar-H), 7.06 (m, 2H, Ar-H), 6.83 (d,
1H, Jy6= 1.9 Hz, H-2"), 6.74 (d, 1H)5 ¢=8.0 Hz, H-5), 6.69 (dd, 1H,
H-6"), 4.78 (dd, 1HJ1a =4.9 Hz,J1, =7.8 Hz, CHOH), 3.84 (dd, 1H.
=4.9 Hz,J;5 1= 13.5 Hz, CHA), 3.64 (dd, 1H, CEN), 2.31 (s, 3H, CH

ppm.

¥C-RMN (75.5 MHz, CROD) &: 182.0 (CS), 146.4, 145.9 (C-3’, C-4’), 137.2
(N’C-Ar), 135.3 (C-1'), 130.9 (x2) (2Ar-C), 125.8 (x22Ar-C), 118.7
(C-6"), 116.3 (C-5'), 114.3 (C-2), 72.6 (CHOH), B3 (CHN), 21.1
(CHs-Ar) ppm.

LSIMS 341 ((M+ Na], 100%).

HRLSIMS m/z calculado para fgHigN,NaO;S [M+Na]: 341.0936, encontrado
341.0933.
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9.4.2.13N-[2-(3",4’-Dihidroxifenil)-2-hidroxietil]-N’-(  a-naftil)tiourea (22)

Oy n
OO0
HO S

Se parte de isotiocianato de naftilo (54 mg, 0.2%ih

Rendimiento: 47 mg, 55%%: 0.50 (CHCI,-MeOH 10:1).

FT-IR

'H-RMN

BC-RMN

LSIMS

HRLSIMS

Vmax 3709, 3680, 2966, 2946, 2868, 2838, 1535, 15332,10008, 609

cm™.

(300 MHz, CRROD) 6: 7.94-7.84 (m, 3H, Ar-H), 7.56-7.44 (m, 3H, Ar-
H), 7.34 (d, 1H,344=7.3 Hz, Ar-H) 6.77 (m, 1H, H-2’), 6.65 (d, 1H,
Js 6=8.1 Hz, H-5), 6.57-6.54 (m, 1H, H-6’), 4.74 (dtH, J;,>=5.2 Hz,
Ji=7.7 Hz, GHOH), 3.80 (dd, 1HJ;, 157~13.5 Hz, CHN), 3.63 (dd, 1H,
CHyN) ppm.

(75.5 MHz, CBOD) &: 183.5 (CS), 146.3, 145.9 (C-3',C-4’), 136NQ-
Ar), 135.1 (C-1'), 131.5 (x2) (2Ar-C), 129.3(x2)A2C), 129.2, 127.9,
127.6, 126.7, 126.4, 123.7 (7 Ar-C), 118.5 (C-6)6.1 (C-5'), 114.3 (C-
2’), 72.9 (CHOH), 52.9 (CHN) ppm.

307 ([M+ Na], 100%).

m/z calculado para {gHigN,NaO;S [M+Na]: 377.0936, encontrado
377.0933.

257



9.4.Nuevas investigaciones

9.4.2.14 N-(p-Bromofenil)-N’-[2-(3’,4’-Dihidroxifenil)-2-hidroxietil]tiourea (2 3)

H H
HOD” T L
HO S Br

Se parte de 4-bromofenilisotiocianato comercialr(@®3 0.29 mmol).
Rendimiento: 67 mg, 729%R- 0.45 (CHCIl,-MeOH 10:1); p.f.: 86-88 °C.

FT-IR Vinax 3301, 3217, 1613, 1524, 1446, 1382, 1278, 12380,11106, 1062,
1013, 949, 875, 816, 718, 648tm

'H-RMN (300 MHz, CROD) §: 7.47-7.42 (m, 2H, Ar-H), 7.24-7.21 (m, 2H, Ar-
H), 6.85 (d, 1H,), ¢=1.9 Hz, H-2), 6.76 (d, 1H)s =8.0 Hz, H-5"), 6.72
(dd, 1H, H-6"), 4.81 (dd, 1H};.=5.1 Hz,Ji, =8.1 Hz, GiOH), 3.90-
3.70 (m, 1H, CEN’), 3.64 (dd, 1H):. 1=13.6 Hz, CHN’) ppm.

BC-RMN (75.5 MHz, CQOD) &: 182.4 (CS), 146.4, 146.0 (C-3’, C-4’), 139.2
(CBr), 135.3 NC-Ar), 133.1 (x2) (2Ar-C), 126.9 (x2) (2Ar-C), 119(C-
1’), 118.7 (C-6’), 116.3 (C-5'), 114.5 (C-2’), 72(8HOH), 52.8 (CHN')
ppm.

CIMS 363 ([M-R0]", 3%).

HRCIMS m/z calculado para {gH13BrN,O,S [M-H,0]": 363.9881, encontrado
363.9884.

9.4.2.15 N-Ciclohexil-N’-[2-(3",4’-Dihidroxifenil)-2-hidroxietil]selenourea (24)

OH , |
e
HO Se

Se parte de isoselenocianato de ciclohexilo (550&9 mmol).

Rendimiento: 46 mg, 53%%: 0.61 (CHCI,-MeOH 10:1).
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FT-IR

'H-RMN

BC-RMN

LSIMS

HRLSIMS

Vimax 3865, 3055, 2995, 2892, 2848, 1043, 983.cm

(300 MHz, (CDR),CO) é: 6.91 (d, 1HJ»=1.6 Hz, H-2"), 6.78 (d, 1H,
Js¢= 8.2 Hz, H-5"), 6.74 (dd, 1H, H-6’), 4.79 (dd, 1b4,=3.4 Hz,
Jip=7.9 Hz, GHOH), 4.38-3.92 (m, 1H, CH#’), 3.62-3.36 (m, 1H,
CHyN’), 2.03-1.95 (m, 2H, C}), 1.78-1.53 (m, 3H, CH CH), 1.42-1.14
(m, 6H,3CH) ppm.

(75.5 MHz, (CR),CO) 5: 189.9 (CSe), 145.7, 145.2 (C-3, C-4"), 135.7
(C-1') 118.3 (C-6), 115.8 (C-5)), 113.9 (C-2)), 2B (CHOH), 53.3
(CH,N"), 33.3 (CH), 33.2 (CH), 26.2 (CH), 25.5 (x2) (2CH) ppm.

381 ((M+Na], 4%).

m/z calculado para H,:N.NaO;Se [M+Na]: 381.0693, encontrado
381.0695.

9.4.2.16 N-[2-(3',4’-Dihidroxifenil)-2-hidroxietil]- N’-(fenil)selenourea (25)

OH H H
HO:©/l\/N\”/N\©
HO Se

Se parte de isoselenocianato de fenilo (40 mg, 28|

Rendimiento: 60 mg, 709%: 0.40 (CHCI,-MeOH 10:1).

FT-IR

'H-RMN

BC-RMN

Vmax 3311, 2941, 2902, 2833, 1451, 1416, 1116, 101862

(300 MHz, CROD) 6: 7.39-7.14 (m, 5H, 5Ar-H), 6.85 (d, 1H; ¢=1.7
Hz, H-2"), 6.75 (d, 1HJs ¢=8.0 Hz, H-5%), 6.70 (dd, 1H, H-6’), 4.85 (dd,
1H, J;,74.9 Hz,J;, =7.8 Hz, GHOH), 3.94 (dd, 1HJ;, 1513.4 Hz,
CH:N), 3.71 (dd, 1H, CEN) ppm.

(75.5 MHz, CROD) &: 179.3 (CSe), 146.4, 146.0 (C-3', C-4’), 138.5
(NC-Ar), 135.1 (C-1'), 130.8 (x2) (2Ar-C), 127.7 (A}, 126.0 (x2)
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(2Ar-C), 118.7 (C-6'), 116.2 (C-5"), 114.4 (C-272.7 (CHOH), 55.48
(CHzN) ppm.

LSIMS 375 ([M+ NaJ, 4%).

HRLSIMS m/z calculado para HigN.NaO;Se [M+ NaJ: 375.0224, encontrado
375.0201.

9.4.2.17 N-[2-(3',4’-Dihidroxifenil)-2-hidroxietil]- N’(-p-tolil)selenourea (26)

H H
peat ol
HO Se CH

Se parte de isoselenocianato de tolilo (57 mg, h2®l).
Rendimiento: 79 mg, 899%: 0.24 (CHCI,-MeOH 10:1).
FT-IR Vmax 3704, 3665, 2971, 2941, 2868, 1343, 1057, 1013 cm

'H-RMN (300 MHz, CROD) &: 7.18 (d, 2HJ4+=8.0 Hz, Ar-H), 7.01 (d, 2H, 2Ar-
H), 6.84 (d, 1HJ)> ¢=1.8 Hz, H-2"), 6.74 (d, 1HJs ¢=8.0 Hz, H-5’), 6.69
(dd, 1H, H-6"), 4.85-4-80 (m, 1H, KBOH), 3.91 (dd, 1HJ;,=4.9 Hz,
J1a1513.3 Hz, CHN), 3.71 (dd, 1HJ;, =7.9 Hz, CHN), 2.32 (s, 3H,
CHs) ppm.

BC-RMN (75.5 MHz, CBOD) &: 179.1 (CSe), 146.4, 146.0 (C-3', C-4") 138.4
(N'C-Ar), 135.4 (C-1), 131.4 (x2) (Ar-C) 126.0 (x224r-C), 118.8 (C-
6), 116.4 (C-5)), 114.5 (C-2), 72.5 (CHOH), 55(6H,N), 14.2 (CH)
ppm.

LSIMS 389 ([M+Na],64 %).

HRLSIMS m/z calculado para H;sN.NaO;Se [M+Na]: 389.0380, encontrado
389.0385.
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9.4.2.18 N-[2-(3,4’-Dihidroxifenil)-2-hidroxietil]- N’-(a-naftil)selenourea (27)
oH H H
BOASAsE
HO Se
Se parte de isoselenocianato de naftilo (68 m@, Buol).

Rendimiento: 91 mg, 939%R- 0.41 (CHCIl,-MeOH 10:1).

FT-IR Vimax 3311, 2941, 2892, 2833, 1441, 1416, 1097, 1028, B0 cri.
'H-RMN (300 MHz, CROD) &: 7.94-7.87 (m, 3H, Ar-H), 7-56-7.45 (m, 3H, Ar-

H), 7.32 (d, 1H,J4+=7.0 Hz, Ar-H), 6.76 (d, 1HJ), ¢=1.7 Hz, H-2"),
6.63 (d, 1H,J5¢=8.1 Hz, H-5"), 6.54 (dd, 1H, H-6), 4.76 (dd, 1H,
Ji1a7=5.1 Hz,J1, =7.7 Hz, GHOH), 3.87 (dd, 1HJ, 1= 13.5 Hz, CHN),
3.66 (dd, 1H, CIEN) ppm.

BC-RMN (75.5 MHz, CROD) &: 180.1 (CSe), 146.3, 145.9 (C-3', C-4’), 136.1
(N'C-Ar), 134.9 (x2) (2Ar-C), 134.0 (C-1’), 131.2, 1Z9Ar-C), 129.4,
128.1, 127.8, 126.8, 126.3, 123.7 (6Ar-C), 118.56(C 116.1 (C-5'),
114.3 (C-2’), 72.8 (CHOH), 55.4 (GN) ppm.

LSIMS 425 ([M+ Nal, 4%).

HRLSIMS m/z calculado para H;sN.NaO;Se [M+Na]: 425.0380, encontrado
425.0371.
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9.4.3. SINTESIS DE DERIVADOS PEPTIDICOS POLIFENOLICOS
DERIVADOS DE L-AMINOACIDOS

Método general para la sintesis de amidas del aci®@4-(metilendioxi)fenilacético

Método Al. A una disolucion de acido 3,4-(metilendioxi)fenético (50 mg,
0.28 mmol) en diclorometano anhidro (1.5 mL) saflade PyBOP (166 mg, 0.32 mmol,
1.15 eq.), el hidrocloruro del aminoéster corresjmmte (0.28 mmol, 1.0 eq.) y DIPEA
(0.83 mL, 4.86 mmol, 17.5 eq.). La mezcla resuitese agita a t.a. y atmosfera inerte
durante un tiempo comprendido entre 24-48 h. Fosteente, el producto se purifica

segun lo indicado en cada caso.

Método A2. A una disolucion de acido 3,4-(metilendioxi)fenético (50 mg,
0.28 mmol) en DMF anhidro (4 mL), se afiade a 0 §8@®P (144 mg, 0.28 mmol, 1.0
eq.), el hidrocloruro del aminoéster corresponéiemt cada caso (0.28 mmol, 1.0 eq.) y
TEA (0.16 mL, 1.11 mmol, 4.0 eq.). La mezcla remte se mantiene con agitacion a t.a.
y atmosfera inerte durante un tiempo comprendidoeein5-38 h. Posteriormente, el
disolvente se evapora bajo presion reducida y sldwe se purifica mediante

cromatografia en columna, usando el eluyente iddiesm cada caso.

Método B. A una disolucion de acido 3,4-(metilendioxi)fenético (50 mg, 0.28
mmol) en diclorometano anhidro (3 mL) se aflade H@RBtmg, 0.31 mmol, 1.1 eq.),
EDC (64 mg, 0.33 mmol, 1.2 eq.), el hidroclorurbalminoéster correspondiente en cada
caso (0.31 mmol, 1.1 eq.) y TEA (0.06 mL, 0.42 mmdb eq.). La mezcla resultante se
agita a t.a. y atmosfera inerte durante el tiempe ge indica en cada caso. A
continuacion, la disolucion se diluye con AcOEt (hB) y se lava con D (1x15 mL).

La fase acuosa se lava con AcCOEt (3x10 mL), redoige las fracciones organicas con la
anterior. La fase orgénica se lava con NaBH&@ sat. (1x10 mL) y salmuera (1x10 mL),
se seca sobre MgeGse filtra y el filtrado se concentra a seque@hdesiduo se purifica

mediante cromatografia en columna, usando el eleyedicado en cada caso.

Método C. A una disoluciéon de 3,4-(metilendioxi)fenilacéti¢60 mg, 0.28
mmol) en diclorometano anhidro (2 mL), se afiade HAT16 mg, 0.31 mmol, 1.1 eq),
el hidrocloruro del aminoéster correspondief@e29 mmol, 1.05 eq.) y DIPEA (0.58

mmol, 0.10 mL, 2.1 eq.). La mezcla resultante seitimae con agitacion a ta. y

262



9.4.Nuevas investigaciones

atmaosfera inerte durante el tiempo indicado. Tram&n ese tiempo, la fase organica se
lava con HCI acuoso 1N (1x10 mL), NaHg&ar. sat. (1x10 mL) y salmuera (1x10 mL).

La fase orgénica se seca sobre Mg3®@ filtra y el filtrado se concentra a sequedad.

9.4.3.1.2[2'-(3",4"-Metilendioxifenil)acetamido]acetato de etilo (28)

lT' O
o O

Método Al. Se emplea el hidrocloruro del éster etilico dgligina (39 mg, 0.28
mmol). La reaccion transcurre durante 48 horagliglvente se evapora bajo presion

reducida y el residuo se purifica mediante cromafity en columna

(hexane>hexane-AcOEt 1:2) para da28.
Rendimiento: 51 mg, 69%.

Método A2. Se emplea el hidrocloruro del éster etilico dgligina (39 mg, 0.28
mmol). La reaccion transcurre durante 24 horas. \#zatranscurrido ese tiempo la fase
organica se lava con HCI acuoso 1N (1x10 mL), uisalacién acuosa saturada de
NaHCG; (1x10 mL) y salmuera (1x10 mL), se seca sobre Mgbse filtra; el filtrado se

concentra a sequedad, obteniéndtse
Rendimiento: 65 mg, 899%%: 0.62 (hexaneAcOEt 1:2).

Método B. Se emplea el hidrocloruro del éster etilico dglieina (43 mg, 0.31
mmol). La reaccién transcurre durante 60 horas.rdsiduo se purifica mediante

cromatografia en columna (hexapbexano -AcOEt 1:2) para dar luga2&

Rendimiento: 58 mg, 79%.

Método C. Se emplea el hidrocloruro del éster etilico dglieina (41 mg, 0.29
mmol). La mezcla resultante se mantiene con agitagit.a. y atmésfera inerte durante
72 h. Tras la eliminacion del disolvente, se olgien crudo de reaccién de 77 mg. Se

confirma la formacion d&8 mediante un espectro 4¢-RMN.
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'H-RMN (300 MHz, CDCJ) &: 6.79-6.76 (m, 2H, H-2", H-5"), 6.71 (dd, 1H,
Jpg= 1.7 Hz,Js ¢ = 7.8 Hz, H-6"), 6.03 (sa, 1H, NH), 5.94 (s, 2H; O
CH,-0), 4.17 (C, 2H}44=7.2 Hz, Gi,-CH,), 3.98 (d, 2HJ,=5.3 Hz,
H-2), 3.51 (s, 2H, H-2"), 1.25 (t, 3H, GHCH2) ppm.

B3C-RMN (75.5 MHz, CDGJ) &: 171.3 (C-1'), 169.9 (C-1), 148.2 (C-3"), 147 @
47), 128.1 (C-1"), 122.8 (C-6"), 109.9 (C-2")108.7 (C-5"), 101.2 (O-
CH,-0), 61.6 (G1,-CHs), 43.1 (C-2'), 41.6 (C-2), 14.2 (GKCH3) ppm.

CIMS 265 (IM[', 57%).

HRCIMS m/zcalculado para GH1sNOs[M]*: 265.0950, encontrado: 265.0946.

9.4.3.2.5-3-Fenil-2-[2'-(3",4"-Metilendioxifenil)acetamido Jpropanoato de etilo (29)

H O
SER S

Método Al. Se emplea el hidrocloruro del éster etilico dé-fanilalanina(68
mg, 0.30 mmol). La reaccion transcurre durante @éas Posteriormente se concentra a

sequedad y se confirma la formaciér2@enediante un espectro d¢-RMN.

Método A2. Se emplea el hidrocloruro del éster etilico de-fanilalanina (64

mg, 0.28 mmol). La reaccion transcurre durante @$ La cromatografia en columna

(hexane>hexane-AcOEt 1:1) conduce 29.
Rendimiento: 76 mg, 779R- 0.48 (hexaneAcOEt 1: 2);[«x]4°-5 (c 0.94, MeOH).

'H-RMN (300 MHz, CROD): & 7.28-7.16 (m, 3H, Ar-H), 7.15-7.10 (m, 2H, Ar-
H), 6.70 (d, 1HJs: ¢-=7.8 Hz, H-5"), 6.67 (d, 1HJ> ¢ =1.3 Hz, H-2"),
6.63 (dd, 1H, H-6"), 5.91 (s, 2H, O-GHFD), 4.64 (dd, 1HJ, 3= 5.7 Hz,
Jo 3= 8.8 Hz, H-2), 4.13 (c, 2HJ}44=7.2 Hz, G1,-CHj3), 3.39 (s, 2H, H-
2"), 3.14 (dd, 1H,J3,37=13.9 Hz, H-3a), 2.96 (dd, 1H, H-3b), 1.20 (t, 3H,
CHy-CHy) ppm.
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¥C-RMN (75.5 MHz, CROD): 6 173.9 (C-1'), 173.0 (C-1), 149.2 (C-3"), 148.0
(C-4), 138.0 (Ar-C), 130.2 (x2) (2Ar-C), 130.1Zx (2Ar-C), 129.5 (C-
1”), 127.9 (Ar-C), 123.4 (Ar-C), 110.4 (C-2"), B01 (C-5"), 102.3 (O-
CH,-0), 62.4 (&¢,-CHs), 55.3 (C-2), 43.1 (C-2"), 38.3 (C-3), 13.4 (&H
CHg) ppm.

CIMS 355 (M, 52%).

HRCIMS m/zcalculado para £H,;NOs[M] *: 355.1420, encontrado 355.1408.

9.4.3.3 S3-Metill-[2’-(3",4”-metilendioxifenil)acetamido] butanoato de etilo (30)

lT' O
<O]©(YNJOH
o O AL

Método Al. Se emplea el hidrocloruro del éster etilico dé-kalina (50 mg,
0.28 mmol). La reaccion transcurre durante 44 hdgasesiduo se purifica mediante

cromatografia en columna (hexapbexane-AcOEt 2:1) para dar lugar390.
Rendimiento: 34 mg, 40%.

Método A2. Se emplea el hidrocloruro del éster etilico dé-kalina (50 mg,
0.28 mmol). La reaccion transcurre durante 17 holkascromatografia en columna

(hexane>hexane-AcOEt 1:2) conduce &0.
Rendimiento: 81 mg, 959%R- 0.54 (hexaneAcOEt 1:2);[«]3*+9 (c 0.98, CHCI,).

'H-RMN (300 MHz, CDC})): 6 6.78 (d, 1H,Js'6-=7.9 Hz, H-5"), 6.76 (d, 1H,
Jngn=1.4 Hz, H-2"), 6.72 (dd, 1H, H-6"), 6.02 (m, 1H\H), 5.95 (s,
2H, O-CH-0), 4.51 (dd, 1HJ, =4.8 Hz,J,\+=8.8 Hz, H-2), 4.15 (m,
2H, CH,-CHg), 3.53 (d, 1HJ,.2p=16.3 Hz, H-2a’), 3.48 (d, 1H, H-2b’),
2.11 (m, 1H, H-3), 1.25 (t, 3H=7.2 Hz, CH-CH5), 0.87, 0.79 (2d,
3H cada unojy 1=6.9 Hz, C(CH),) ppm.

B3C-RMN (75.5 MHz, CDGJ): § 171.9 (C-1’), 171.0 (C-1), 148.2 (C-4"), 147.1-(C
3"), 128.4 (C-17), 122.7 (C-6"), 109.9 (C-5")108.8 (C-2”), 101.3 (O-
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CH,-0), 61.3 CH,-CHy), 57.2 (C-2), 43.5 (C-2"), 31.4 (C-3), 19.0, 17.8
(C(CHy),), 14.3 (CH-CH;) ppm.

CIMS 307 ([M], 64%).

HRCIMS m/zcalculado para fgH,:NOs [M]*: 307.1420, encontrado 307.1424.

9.4.3.4. S-3-Hidroxi-2-[2’-(3”,4"-Metilendioxifenil)acetami do]propanoato de etilo
(31)

Método Al. Se emplea el hidrocloruro del éster etilico dé-gerina (47 mg,
0.31 mmol). La reaccion transcurre durante 30 holkascromatografia en columna

(hexane>hexane-AcOEt 1:3) conduce al.
Rendimiento: 61 mg, 74%.

Método A2. Se emplea el hidrocloruro del éster etilico dé-gerina (47 mg,
0.28 mmol). La reaccion transcurre durante 19 holkascromatografia en columna

(Hexane>Hexane-AcOEt 1:6) conduce &l
Rendimiento: 65 mg, 80%.

Método B. Se emplea hidrocloruro del éster etilico de laetirm (52 mg, 0.31
mmol). La reaccion transcurre durante 60 horas. lawados de la fase organica y la
evaporacion del disolvente, sin necesidad de camgrafia, conducen al produc8i.
Rendimiento: 45 mg, 559%R- 0.64 (hexaneAcOEt 1:2);[x]33+3 (c 1.22, MeOH).

'H-RMN (300 MHz, (CR),CO): & 7.30 (da, 1HJu,=5.4 Hz, NH), 6.89 (d, 1H,
Joe=1.9 Hz, H-2"), 6.81 (dd, 1HJs ¢ = 7.9 Hz, H-6"), 6.76 (d, 1H,
H-5"), 5.96 (s, 2H, O-CHO), 4.49 (m, 1HH-2), 4.13 (c, 2H, J4+=7.0
Hz, CH,-CHy), 3.92-3.88 (m, 1H, H-3a), 3.80-3.76 (M, 1H, H-3B)54
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(d, 1H, b =14.7 Hz, H-2a), 3.50 (d, 1H, H-2b’), 1.21 (t, 36H,-
CHa).

3C-RMN (75.5 MHz, (CR),CO): 8 171.3 (C-1'), 171.2 (C-1), 148.6 (C-4"), 147.3
(C-3"), 130.6 (C-1"), 123.2 (C-6"), 110.5 (C-5), 108.8 (C-2"), 101.9
(O-CH,-O), 63.0 (C-3), 61.5QH,-CHy), 55.8 (C-2), 43.0 (C-2)), 14.4
(CH,-CH).

CIMS 295 (IM] 58%).

HRCIMS m/zcalculado para GH1/NOg [M]": 295.1056, encontrado 295.1049.

9.4.3.55-3-(1"" H-indol-3"-il)-2-[2’-(3",4”-metilendioxifenil)ac etamido]propanoato
de metilo (32)

Método A2. Se emplea el hidrocloruro del éster metilico délipt6fano (71 mg,
0.28 mmol). La reaccion transcurre durante 15 h. dceamatografia en columna

(hexane>hexane-AcOt 1:7) conduce 82
Rendimiento: 106 mg, cuant.

Método B. Se emplea el hidrocloruro del éster metilico dédijtéfano (78 mg,
0.31 mmol). La reaccion trnascurre durante 60 h.résiduo se purifica mediante

cromatografia en columna (hexapbexane-AcOEt 1:2) para dar lugar32.
Rendimiento: 35 mg, 339%R- 0.55 (hexaneAcOEt 1:2);[«]3*+28 (¢ 1.10, (CH).CO).

'H-RMN (300 MHz, DMSO6): & 10.9 (sa, NH-Ar), 8.41 (d, 1Hu= 7.6 Hz,
NH-CO), 7.47 (da, 1H)s s~ = 7.8 Hz, H-4""), 7.34 (daJs~ - = 8.0 Hz,
H-7"), 7.11 (d, 1H, Jyu o= 2.3 Hz, H-2""), 7.07 (td, 1HJp g = 1.2
Hz, H-6"), 6.97 (td,Js» 7 = 1.1 Hz, H-5™), 6.77 (d, 1HJs ¢ = 7.9 Hz,
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H-5"), 6.74 (d, 1H,J,»¢»= 1.6 Hz, H-2"), 6.61 (dd, 1H, H-6"), 5.96 (s,
2H, O-CH-0), 4.50 (ddd, 1HJ, 3+ 5.6 Hz,J, 3+~ 8.3Hz, H-2), 3.57 (s,
3H, OCH), 3.36 (s, 2H, H-2), 3.16 (dd, 1K, 35 14.6 Hz, H-3a), 3.05
(dd, 1H, H-3b) ppm.

3C-RMN (125.7 MHz, DMSG8y): § 172.4, 170.4 (C-1, C-1'), 147.0 (C-3"), 145.7
(C-4”), 136.1 (C-7""a), 129.7 (C-1"), 127.1 (G"a), 123.7 (C-2"),
122.0 (C-6"), 121.0 (C-6"), 118.5 (C-5™), 118 (C-4""), 1115 (C-
7, 109.4, 109.2 (C-2”, C-3™), 107.9 (C-5"),100.7 (0-CH-O), 53.2
(C-2), 51.8 (OCH), 41.4 (C-2'), 27.1 (C-3) ppm.

CIMS 381 (M, 21%).

HRCIMS m/zcalculado para £H,;N,Os [M+H]": 381.1450, encontrado 381.1436.

9.4.3.6. §,9-3,3-Ditiobis{2-[2"-(3"",4""-metilendioxifenil )acetamido]propanoato
de metilo} (33)

@]
o—/

A una suspension del dihidrocloruro del dimetiléstela L-cistina (102 mg, 0.03
mmol) en DMF (4 mL) se afade, a 0°C, TEA (0.33 r2l40 mmol), &cido 3,4-
(metilendioxi)fenilacético (108 mg, 0.60 mmol) y BYP (312 mg, 0.60 mmol). La
mezcla resultante se mantiene con agitacion an.& oscuridad y bajo atmosfera inerte
durante 7 h. Transcurrido este tiempo el crudooseantra a sequedad y el residuo se
purifica mediante cromatografia en columna {Ck>CH,Cl,—-MeOH 5:1) para da83

como un soélido blanco.

Rendimiento: 147 mg, 83%R: 0.44 (CHCl,-MeOH 20:1);[«x]4® 77 € 1.0, CHCI,) p.f
133-135 °C.

'H-RMN (300 MHz, CDCJ) &: 6.78 (x2) (d, 2H,)» §=1.5 Hz, 2H-2""), 6.75 (x2)
(d, 2H,J5 ¢=8.7 Hz, 2H-5") 6.72 (x2) (dd, 2H, 2H-6""), 6.4%x2) (d,
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2H, J,n=7.5 Hz, 2NH), 5.94 (x2) (s, 4H, 2G8), 4.81 (x2) (m, 2H,
2CHNH), 3.73 (x2) (s, 6H, 20Me), 3.51 (x2) (s, 4H, 2@, 3.10 (x2)
(m, 4H, 2CHS) ppm.

BC-RMN (75.5 MHz, CDGJ) 8: 171.0 (2 x CO), 170.7 (2 x CO), 148.2, 147.1 (x2)
(2C-3", 2C-4"), 127.9 (x2) (2C-1), 122.7 (x3 (2C-6"") , 109.9 (x2)
(2C-2"), 108.7 (2 x C-5), 101.2 (x2) (20-CKO), 52.8 (x2) (20Me),
52.0 x2) (2GINH), 43.1 (x2) (2CH-Ar), 40.5 (x2) (2CHS) ppm.

CIMS 593 ([M+H] 4%).

HRCIMS m/z calculado para £H.gN,01S, [M+H]™: 593.1264, encontrado
593.1245.

Método general para la sintesis de amidas de DOPAC

Método Al. A una disolucion de DOPAC (50 mg, 0.30 mmol) erad@metano
anhidro (1.5 mL) se afiade PyBOP (178 mg, 0.34 miak eq.), el hidrocloruro del
aminoéster correspondiente en cada caso (0.30 mindogq.) y DIPEA (0.89 mL, 5.20
mmol, 17.5 eq.). La mezcla se agita a t.a. bajodsftena inerte durante 48-72 h.

Posteriormente el producto se purifica segun lcaub en cada caso.

Método A2. A una disolucion de DOPAC (50 mg, 0.30 mmol) en Datthidro
(4 mL), se afiade a 0 °C PyBOP (155 mg, 0.30 mm®l,ety.), el hidrocloruro del
aminoéster correspondiente en cada caso (0.30 minfbeq.) y TEA (0.17 mL, 1.19
mmol, 4.0 eq.). La mezcla se mantiene con agita@ita. y atmdsfera inerte durante 16-
38 h. Posteriormente el disolvente se evapora yesiduo se purifica mediante

cromatografia en columna, usando el eluyente iddiesm cada caso.

Método B. A una disolucién de DOPAC (50 mg, 0.30 mmol) erdatmmetano
anhidro (3 mL) se le ailade HOBt (44 mg, 0.33 mrhdl,eq.), EDC (68 mg, 0.36 mmol,
1.2 eq.), el hidrocloruro del aminoéster correspeamd en cada caso (0.33 mmol, 1.1 eq.)
y TEA (0.06 mL, 0.45 mmol, 1.5 eq.), agitdndose.aa ¥ atmosfera inerte de argon
durante 48-60 h. A continuacion, la disolucion 8eyeé en 15 mL de AcOEt y se lava
con HO (1x15 mL). La fase acuosa se lava con AcOEt (3xl). La fases organicas
reunidas se lavan con HCI acuoso 1N (10 mL), Nak&® sat. (1x10 mL) y salmuera

(1x10 mL). La fase orgéanica se seca sobre MgS@&filtra y el filtrado se concentra a
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sequedad; el residuo se purifica mediante cromafi@gen columna, usando el eluyente

indicado en cada caso.

Método C. A una disolucion de DOPAC (50 mg, 0.30 mmol) edatmmetano
anhidro (2 mL), se afiade HATU (124 mg, 0.33 mmol, &q.), el hidrocloruro del
aminoéster indicado (0.31 mmol, 1.05 eq.) y DIPBAL mL, 0.62 mmol, 2.1 eq.). La
mezcla se mantiene con agitacion a t.a. y atmoésierte durante 72 h. Transcurrido ese
tiempo la disolucién se lava con HCI 1IN (1x10 mNgHCQ; ag. sat. (1x10 mL) y
salmuera (1x10 mL). La fase organica se seca ddig®Q,, se filtra y el filtrado se

concentra a sequedad.

9.4.3.7. 2-[2'-(3",4"-Dihidroxifenil)acetamido]acetato de etilo (34)

e
HOD/\WNQJ\ oEt
HO ©
Método Al. Se emplea el hidrocloruro del éster etilico dgligina (42 mg, 0.30
mmol). La reaccion transcurre durante 48 horageRoanente el disolvente se elimina a

presion reducida y el residuo se purifica mediastematografia en columna
(CH,Cl,~>CH,CIl,-MeOH 10:1) conduciendo34.

Rendimiento: 32 mg, 43%.

Método A2. Se emplea el hidrocloruro del éster etilico dgligina (42 mg, 0.30
mmol). La reaccion transcurre durante 22 horas. ckamatografia en columna
(CH.CIl,=»CH,Cl,-MeOH 10:1) conduce 34.

Rendimiento: 151 mg, cuant.

Método B. Se emplea el hidrocloruro del éster etilico dglieina (46 mg, 0.33
mmol). La reaccion transcurre durante 60 horas. ckamatografia en columna
(CH,CIl,~>CH,Cl,-MeOH 10:1) conduce 34.

Rendimiento: 54 mg, 72%.

Método C. Se emplea el hidrocloruro del éster etilico dgligina (44 mg, 0.31

270



9.4.Nuevas investigaciones

mmol). La reaccion transcurre durante 72 h. Pastegnte a la eliminacion del
disolvente se realiza un ensayo WeRMN con fines cualitativos, observandose la

formacion del producto.
R: 0.81 (CHCI,-MeOH 40:1).

'H-RMN (300 MHz, (CDR),CO): 6 7.36 (sa, 1H, NH), 6.81 (d, 1Kz ¢ =2.0 Hz,
H-2"), 6.74 (d, 1H,Js-¢- = 8.0 Hz, H-5"), 6.62 (dd, 1H, H-6"), 4.10 (c,
2H, Jn=7.1 Hz, G,-CHg), 3.91 (s, 2H, H-2), 3.41 (s, 2H, H-2'), 1.19
(t, 3H, CH-CHz) ppm.

¥C-RMN (75.5 MHz, (CR),CO): 8 172.6 (C-1'), 170.6 (C-1), 145.8, 144.8 (C-3",
C-4"), 127.9 (C-1"), 121.5 (C-6"), 117.2 (C-57)116.0 (C-2"), 61.4
(CH,-CHs), 42.8 (C-2'), 41.8 (C-2), 14.4 (GHCH) ppm.

LSIMS 276 ([M+Na], 16%)

HRLSIMS m/z calculado para GHisNa NQ; ([M+Na]": 276.0848, encontrado
6.0842.

9.4.3.8 S-2-[2'-(3",4"-Dihidroxifenil)acetamido]-3-fenilpr opanoato de etilo (35)

H
”OW”%OH
HO ©

Método Al. Se emplea el hidrocloruro del éster etilico dé-fenilalanina (68
mg, 0.30 mmol). La reaccion transcurre durante @as Transcurrido ese tiempo, la
fase organica se lava con HCI acuoso 1IN (1x10 maKHCG; aq. sat. (1x10 mL) y
salmuera (1x10 mL). La fase organica se seca ddiy®0O,, se filtra y el filtrado se
concentra a sequedad; se realiza un ensayolHeIMN con fines cualitativos,

observandose la formacién del producto.

Método A2. Se emplea el hidrocloruro del éster etilico de fenilalanina (68

mg, 0.30 mmol). La reaccion transcurre durante @$ La cromatografia en columna
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(hexane>hexane-AcOEt 1:4) conduce a5.

Rendimiento: 102 mg, cuari: 0.40 (CHCl,-MeOH 10:1);[x]4!-4 (c 0.95, MeOH).

'H-RMN

BC-RMN

CIMS

HRCIMS

(300 MHz, CRROD): 6 7.21 (m, 3H, Ar-H), 7.08 (m, 2H, Ar-H), 6.67 (m,
2H, H-2", H-5"), 6.50 (dd, 1H,J,»¢-=2.1 Hz,J5» ¢- =8.0 Hz, H-6"), 4.62
(dd, 1H,3,375.8 Hz,J,3=8.2 Hz,H-2), 4.11 (c, 2HJy=7.1 Hz, G-
CHy), 3.33 (s, 2H, H-2"), 3.09 (dd, 1H;,3+13.8 Hz, H-3a), 2.97 (dd,
1H, H-3b), 1.18 (t, 3H, CHCH3) ppm.

(75.5 MHz, CROD):  174.3 (C-1'), 172.9 (C-1), 146.4, 145.4 (C-3”, C-
47), 137.8 (Ar-C), 130.2 (x2) (2Ar-C), 129.5 (XZ2Ar-C), 127.8 (C-1"),
127.7 (Ar-C), 121.6 (C-6”), 117.4 (C-2"), 116.€(5”), 62.4 (CH,CH>),
55.2 (C-2), 43.0 (C-2'), 38.3 (C-3), 14.3 (&BHs) ppm.

344 ((M+H], 29%).

m/zcalculado para H,,NOs [M+H]": 344.1498, encontrado 344.1503.

9.4.3.9.5-2-[2'-(3",4"-Dihidroxifenil)acetamido]-3-metilbu tanoato de etilo (36)

e
Y t o
I
HO AN

Método A2. Se emplea el hidrocloruro del éster etilico dé-kalina (54 mg,

0.30 mmol). La reaccion transcurre durante 16 hokascromatografia en columna

(hexane>hexane-AcOEt 1:2) conduce a6.

Rendimiento: 84 mg, 96%R: 0.38 (CHCl,-MeOH 10:1);[«]3°-6 (c 0.71, DMSO).

'H-RMN

(300 MHz, CROD): § 6.75 (d, 1H,J ¢ =2.1 Hz, H-2"), 6.71 (d, 1H,
Js=8.1 Hz, H-5"), 6.62 (dd, 1H, H-6"), 4.28 (d, 1H, =5.9 Hz, H-

2), 4.16 (M, 2H, €,-CH,), 3.44 (d, 1HJya2,=14.5 Hz, H-2'a), 3.41 (d,
1H, H-2'b) 2.12 (m, 1H, H-3), 1.24 (t, 38= 7.1 Hz, CH-CH5) , 0.92,

0.91 (x2) (2d, 3HJy=6.9 Hz, C(CH),) ppm.

272



9.4.Nuevas investigaciones

*C-RMN (75.5 MHz, CD@J): 6 173.0 (C-1"), 172.0 (C-1), 144.7, 144.0 (C-3", C-
4”), 126.2 (C-1"), 121.4 (C-6"), 116.3 (C-5"),115.7 (C-2"), 61.6
(CH,-CHg), 57.5 (C-2), 43.0 (C-2’), 31.3 (C-3), 19.0, 11C(CHa),),
14.2 (CH-CHsz) ppm.

CIMS 295 ([M], 38%); 296 ([M+H], 34%).
HRCIMS m/zcalculado para &H,:NOs [M]*: 295.1420, encontrado 295.1428.

m/zcalculado para gH,,NOs [M+H]": 296.1498, encontrado 296.1488.

9.4.3.10.52-[2'-(3”,4"-Dihidroxifenil)acetamido]-3-hidroxi propanoato de etilo (37)
o)

H
H N
HO O “on

Método A2: Se emplea el hidrocloruro del éster etilico dé-gerina (50 mg,
0.30 mmol). La reaccion transcurre durante 38 holascromatografia en columna

(hexane>hexane-AcOEt 1:2) conduce &7.

Rendimiento: 84 mg, cuan®: 0.39 (hexaneAcOEt 1:2);[x]2°-6 (c 1.02, MeOH).

'H-RMN (300 MHz, (CR),CO): & 7.10 (daJun= 7.1 Hz, 1H, NH), 6.83 (d, 1H,
Jpg=2.2 Hz, H-2"), 6.75 (d, 1HJs¢ = 8.0 Hz, H-5"), 6.66 (dd, 1H,
H-6"), 4.48 (M, 1H, H-2), 4.12 (c, 2H}+=7.3 Hz, G4,-CHs), 3.89 (m,
1H, H-3a), 3.76 (m, 1H, H-3b), 3.43 (s, 2H, H-2)21 (t, 3H, CH-CH>)
ppm.

BC-RMN (75.5 MHz, (CR),CO): 8 171.7 (C-1"), 171.2 (C-1), 145.9, 144.8 (C-3",
C-4"), 128.3 (C-17), 121.6 (C-6"), 117.3 (C-57)116.1 (C-2"), 63.1
(C-3), 61.5 CH,-CHy), 55.8 (C-2), 43.0 (C-2'), 14.4 (GHCH5) ppm.

CIMS 283 ([M[, 4%).

HRCIMS m/zcalculado para GH1/NOg [M]*: 283.1056, encontrado 283.1054.
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9.4.3.11 S2-[2’-(3”,4"-Dihidroxifenil)acetamido]-3-(1"" H-indol-3""-il)propanoato

de metilo (38)

HODAW”%OW
HO © =

Método A2. Se emplea el hidrocloruro del éster metilico délifitéfano (76 mg,

0.30 mmol). La reaccion transcurre durante 38 hokascromatografia en columna

(hexane>hexane-AcOEt 1:7) conduce a8.

Rendimiento: 110 mg, cuani;: 0.33 (hexaneAcOEt 1:2);[«x]33+4 (c 1.15, DMF).

'H-RMN

BC-RMN

LSIMS

HRLSIMS

(500 MHz, DMSO+e): 6 10.8 (sa, 1H, N-Ar), 8.71, 8.62 (2s, 1H cada
uno, 20H), 8.29 (d, 1HJyyn= 7.5 Hz, NH-CO), 7.46 (d, 1Hl» 5 =
8.0 Hz, H-4"), 7.33 (d, 1HJs~ 7~ = 8.2 Hz, H-7"""), 7.11 (daJyyp2~ =
2.5 Hz, H-2™), 7.06 (td, 1HJs" ¢~ = 8.0 Hz,J5 7+ = 1.0 Hz, H-5"),
6.98 (td, 1HJs» e~ =1.0 Hz, H-6"), 6.63 (d, 1HJ, - = 1.2 Hz, H-2"),
6.60 (d, 1HJs 6= 8.0 Hz, H-5"), 6.41 (dd, 1H, H-6"), 4.49 (m, 1HH-
2), 3.55 (s, 3H, OC#¥}, 3.26 (d, 1HJy4 2= 8.0 Hz, H-2'a), 3.23 (d, 1H,
H-2’b), 3.14 (dd, 1HJ, 3+ 6.0 Hz,J3, 3= 14.5 Hz, H-3a), 3.05 (dd, 1H,
J2.35= 8.0 Hz, H-3b) ppm.

(125 MHz, DMSOdy): § 172.4, 170.7 (C-1, C-1'), 144.8, 143.7 (C-3”,
C-4"), 136.1 (C-7""a), 127.1, (C-3"a), 126.7 (@), 123.6, (C-2").
120.9, 119.7 (C-6”, C-6""), 118.4 (C-5'"), 118.0C-4""), 116.6 (C-5"),
115.3 (C-27), 111.4 (C-7'"), 109.4 (C-3"), 53.2C-2), 51.7 (OCH),
41.2 (C-2’), 27.2 (C-3) ppm.

391 ([M+Na], 24%).

m/z Calculado para £gH,oN,NaQ; [M+Na]™: 391.1270, encontrado
391.1276.
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9.4.3.12. §,5)-3,3-Ditiobis{2-[2"-(3"",4""-diacetoxifenil)ac etamido]propanoato de
metilo} (39)

o

/0\/@§«(§o
Acom- S HN
AcO O m\OAC
OAc
A una suspensién del dihidrocloruro del dimetiléste L-cistina (102 mg, 0.30

mmol) en DMF (4 mL), se afiade TEA (0.33 mL, 2.40 of)m &cido 3,4-
dihidroxifenilacético (101 mg, 0.60 mmol) y PyBO®12 mg, 0.60 mmol). La mezcla
resultante se agita a t.a. bajo atmdsfera inerenya oscuridad durante 12 h. A
continuacion, la mezcla de reaccion se concentsacgaedad y se acetila de manera
convencional con una mezcla 1:1 de,@¢ePy (2 mL) durante 6.5 h. Transcurrido este
tiempo, se hidroliza el anhidrido acético cay®h se concentra a sequedad. El residuo se
purifica mediante cromatografia en columna {Ck>CH,Cl,-MeOH 60:1) para dar

lugar a39.
Rendimiento: 158 mg, 729%: 0.64 (CHCl,-MeOH 10:1);[«x]%® + 1 (¢ 1.0, CHCL,).

'H-RMN (300 MHz, CDC)) 6:7.20-7-12 (m, 6H, 2H-2"", 2H-5"",2H-6""), 6.65
(x2) (d, 2H,J44=7.6 Hz, 2NH), 4.83-4.77 (x2) (m, 2H, BBIH), 3.72
(x2) (s, 6H, 20Me), 3.58 (x2) (s, 4H, 2¢At), 3.05 (x2) (dd, 2HJchza,
cr2=14.4,34+=4.8 Hz, 4H, 2CHS), 2.97 (dd, 2HJ)y 1=4.8 Hz, 2CH,S),
2.26 (x4) (s, 12H, 40CHppm.

BC-RMN  (75.5 MHz, CDGJ &: 170.7, 170.2 (x2) 2(C-1, 2C-1"), 168.4, 168.2
(x4)(4COAC), 142.2, 141.3 (x2) (2C-3"", 2C-4""), 133.4xR) (2C-1"),
127.7 (x2) (2C-6""), 124.5 (x2) (2C-2"), 123.8Q) (2C-5""), 52.8 (x2)
(2CH4CO), 52.3 (x2) (ZHNH), 42.6 (x2) (2CH-ATr), 39.7 (x2) (2CHS),
20.8, 20.7 (x2) (€H3-CO ) ppm.

LSIMS 759 ([M+Naf 41%).

HRLIMS m/z calculado para GHsgN,Na O,S, [M+Na]™: 759.1506, encontrado
759.1502.
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9.4.3.13. §,5)-3,3'-Ditiobis{2-[2"-(3"",4""-dihidroxifenil)ac etamido]propanoato de
metilo} (40)

OMe

MeO.___O
H . HN
HO O © OH

OH

A una disolucion de39 (96 mg, 0.130 mmol) en una mezcla 1:1 de
CH,CI,-MeOH (2 mL), se afade &€30; (10 mg, 0.031 mmol), y la correspondiente
mezcla se agita a t.a. en la oscuridad y bajo dérasnerte durante 30 minutos. A
continuacion, se neutraliza el crudo de reacciépleamdo Amberlita IR-120 (B, se
filtra, se lava con MeOH y se concentra a sequeBhdesiduo se purifica mediante
cromatografia en columna (@El,->CH,Cl-MeOH 20:1) para dar 40 como un sirupo

amarillento.
Rendimiento: 48 mg, 659%R- 0.38 (CHCl,-MeOH 10:1);[x]2° +28 (€ 1.0, MeOH).

'H-RMN (300 MHz, (CR).CO) é: 7.50 (x2) (d, 2HJy4=8.2 Hz, 2NH), 6.81 (x2)
(d, 2H, J» 6 =2.0 Hz, 2H-2""), 6.73 (x2) (d, 2HJ,=5-=8.0, 2H-5"),
6.63 (x2)(dd, 2H, 2H-6""), 4.81-4.72 (x2) (m, 2E2CH-NH), 3.68 (x2)
(s, 6H, 20Me), 3.44 (x2) (s, 4H, 2GAt), 3.13 (dd, Jz5++5.2 Hz,
J3a3=13.9 Hz, 2H, 2CESB), 3.07 (ddJsp +=7.6 Hz, 2H , 2CHKS) ppm.

¥C-RMN (75.5 MHz, (CRQ),C0) &: 172.2 (x2) (2C-1), 171.5 (x2) (2C-1"), 146.0,
145.0 (x2) (2C-3", C-4™"), 133.4 (2 x C-1""), 1.7 (2 x C-6"), 117.2
(x2) (2C-2), 116.1 (x2) (2C-5"), 52.7 (x2) (2ENH), 52.6 (x2)
(20Me), 43.0 (x2) (2CHAI), 41.1 (x2) (2CHS) ppm.

LSIMS 591 ([M+Na], 11%).

HRLIMS m/z calculado para £H.eN.NaO,S, [M+Na]": 591.1083, encontrado
591.1058.
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9.4.3.13. R)-2-[2-(3”, 4"-Dihidroxifenil)acetamido]-3-merca ptopropanoato de
metilo (41)

OH
OH

A uma disolucion de40 (43 mg, 0.076 mmol) en uma mezcla 1:1 de
MeOH-CH,CI, anhidros (2 mL) se afade ditiotreitol (12 mg, 0.0@®0l). La mezcla
resultante se agita a t.a. em la oscuridad y b#joosdera inerte durante 2h. A
continuacion, el crudo de reaccion se concentrecuesiad y el residuo se purifica
mediante cromatografia en columna (hexaxhexane-AcOEt 1:10)para da41l como un

sirupo.
Rendimiento: 19 mg, 449%R- 0.48 (hexaneAcOEt 1:5);[«x]3> -15 ( 1.2, MeOH).

'H-RMN (300 MHz, CROD) &: 6.75 (d, 1H,J,¢-=2.0 Hz, H-2"), 6.71 (d, 1H,
Js 6-=8.0 Hz, H-5"), 6.63 (dd, 1H, H-6"), 4.61 (m, 1HCH-NH), 3.72
(s, 3H, OMe), 3.43 (s, 2H, GHAr), 2.93 (dd, 1H,J:,=5.0 Hz,
Jsa3=14.0 Hz, CH,S), 2.85 (dd, 1H}s=6.5 Hz, CH,S) ppm.

BC-RMN (75.5 MHz, CROD &: 174.7 (C-1), 172.0 (C-1’), 146.4, 145.4 (C-3"; C
4”), 127.8 (C-1"), 121.5 (C-6"), 117.3 (C-2")116.4 (C-5"), 56.1 (C-
N), 52.9 (OCH), 42.9 (CHAr), 26.5 (CHS) ppm.

LSIMS: 308 ([M+Na], 12 %).

HRLIMS m/z calculado para GH:sNNaGsS, [M+Na]": 308.0569, encontrado
308.0569.
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9.4.4. SINTESIS DE DERIVADOS DEL HIDROXITIROSOL CON MULTIPLES
FRAGMENTOS DE CATECOL VIA CLICK CHEMISTRY.

9.4.4.1. 4-(2’-Azidoetil)-1,2-Diacetoxibenceno (42)

AcO :©/\/ N3
AcO

A una disolucion de 4-(2’-azidoetil)benceno 1,2tdid5 mg, 0.26 mmol) en

piridina (1 mL) enfriada a 0°C se afiade gota a gotddrido acético (1 mL). La mezcla

resultante se agita durante 12 h en la oscuridad atmosfera inerte. A continuacion, se

destruye el exceso de Az con HO y se coevapora con tolueno; y se obtiene de esta

manera42 como un aceite de color naranja, sin ningunaipadion adicional.

Rendimiento: 65 mg, 98%- 0.49 (Hexano-AcOEt 3:1).

FT-IR

'H-RMN

BC-RMN

CIMS

HRCIMS

Vinax 2357, 1769, 1504, 1426, 1370, 1263, 1210, 11839,11012, 897,
732, 703 crit.

(300 MHz, CDCJ) 3: 7.12 (d, 1HJs56=8.1 Hz, H-6), 7.11 (d, 1Hl;s=1.9
Hz, H-3), 7.05 (dd, 1H, H-5), 3.51 (t, 2B »=7.3 Hz, CHA), 2.87 (1,
2H, CHN5), 2.28 (s, 3H, CKCO), 2.27 (s, 3H, CKCO) ppm.

(75.5 MHz, CDG)) 3: 168.4 (CO), 168.3 (CO), 142.2 (C-2), 141.0 (C-1),
136.9 (C-4), 126.9 (C-5), 123.8, 123.6 (C-3, CH),2 (CHN3), 34.8
(CH,Ar), 20.8 (x2) (2CHOAC) ppm.

263 (M, 8%).

m/zcalculado para GH13N3;04[M] *: 263.0916, encontrado 263.0906.
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9.4.4.2. 4-(2’-Azidoetil)-1,2-DibenzoiloxibencenaiB)

BZO:©/\/N3

BzO

A una disolucion de 4-(2'-azidoetil)benceno 1,2kdib36 mg, 0.76 mmol) en

piridina (0.12 mL) se le afiade cloruro de benz¢{Gl@3 mL, 2.28 mmol), la mezcla se
resultante se agita a t.a. y en la oscuridad bajesiera inerte durante 30 min. A
continuacion, se aflade un poco de hielo para idratl exceso de cloruro de benzoilo y
se concentra a sequedad. El crudo de reacciorsgelwd en CECl, (15 mL) y se lava
con NaHCQ aq (3x10 mL) y H20 (2x10 mL). La fase organicassea sobre MgSQse

filtra y el filtrado se concentra a sequedad, sidw se purifica mediante cromatografia

en columna (hexandhexane-AcOEt 8:1) para da43 como un sirupo incoloro.
Rendimiento: 111 mg, 38%%-0.44 (hexaneAcOEt 5:1).

FT-IR Vmax2359, 2102, 1744, 1598, 1506, 1542, 1259, 11993,11713, 1057,
1024, 900, 861, 796, 732, 702tm

H-RMN (300 MHz, CDCJ) &: 8.08-8.02 (m, 4H, Ar-H), 7.57-7.49 (m, 2H, Ar-H)
7.38-7.32 (m, 5H, S5Ar-H, H-6), 7.27 (d, 1B4s=2.1 Hz, H-3), 7.20 (dd,
1H, J55=8.3 Hz, H-5), 3.56 (t, 2HJ;»=7.2 Hz, CHAr,), 2.94 (t, 2H,
CHzN3) ppm.

¥*C-RMN (75.5 MHz, CDQ) &: 164.3, 164.2 (2CO), 142.5, 141.3 (C-1, C-2),
137.0, 133.7, 133.6 (3Ar-C), 130.1 (4Ar-C), 1284-C), 128.5 (Ar-C),
128.4 (2Ar-C), 126.9 (C-5) 123.8 (C-3), 123.6 (Ar-G2.1 (CHAr),
34.8 (CHN3) ppm

CIMS 387 (IMT, 3%).

HRCIMS m/zcalculado para £H;Nz;O, [M] *: 387.1219, encontrado 387.1222.
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9.4.4.3. 1-[2’-(3", 4"-Dibenzoiloxifenil)etil]-4-(pent-4""-in-1-il)-1 H-1,2,3-triazol (44)

N\
N:N
N\ N\/\@[OBZ
OBz

A una disolucién de la azidd3 (100 mg, 0.26 mmol) en una mezcla
acetonaagua 2:1 (6 mL), se aflade hepta-1,6-diino (0.0250m@1 mmol), sulfato de
cobre (I) (12 mg, 0.075 mmol) y L-ascorbato séd{@2 mg, 0.16 mmol). La mezcla
resultante se agita a t.a. durante 4 h; a contidiase concentra a sequedad y el residuo
se purifica mediante cromatografia en columna (he#®cOEt), obteniéndosé4 como

un sirupo incoloro.
Rendimiento: 45.6 mg, 42 R-0.83 (AcOEt).

FT-IR Vinax 1740, 1600, 1583, 1506, 1451, 1314, 1245, 11996,11112, 1078,
1054, 1023, 798, 702, 617 ¢m

'H-RMN (300 MHz, CQOD) &: 7.98 (m, 4H, Ar-H), 7.57 (m, 2H, Ar-H), 7.55 (s,
1H, H-5), 7.39 (m, 4H, Ar-H), 7.31 (d, 185 & =8.1 Hz, H-5"), 7.17 (d,
1H, J» ¢ =2.0 Hz, H-2"), 7.13 (dd, 1H, H-6"), 4.66 (t, 2H » = 6.9
Hz, CHN), 3.27 (t, 2H, H-2"), 2.76 (t, 2H];» »» =7.4 Hz, H-1™), 2.21
(t, 1H, H-5""), 2.18-2.13 (m, 2H, H-3"), 1.81 (gint., 2H, H-2"") ppm.

¥C-RMN (300 MHz, CROD) &: 165.6 (CO), 165.5 (CO), 143.9, 142.85 (C-3”, C-
4"), 138.1 (C-1"), 135.1 (Ar-C), 131.0 (C-4), 128 (Ar-C), 128.3 (Ar-
C), 125.1 (Ar-C), 124.8 (NC), 124.0 (Ar-C), 84.3-2, 70.1 (C-1), 52.1
(C-1), 36.9 (C-2"), 29.5 (C-5), 25.2 (C-4™), 18(C-3"") ppm.

CIMS 480 ([M+H], 47 %).

HRCIMS m/zcalculado para £H,sN3;0, [M+H] ", 480.1923, encontrado 480.1916.
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9.4.4.4. 4-(Pent-4-in-1-il)-1-[2’-(3”, 4”-(xililenodioxifenil)etil]-1H-1,2,3-triazol (45)

A\

N
N o}

S

0]

A una disolucion de la azid260 (100 mg, 0.36 mmol) en una mezcla 3:1 de
acetonitrilo-AcOEt (4 mL) se afiade hepta-1,6-diino (200 pL, InwBol), Cul (135 mg,

0.71 mmol) y DIPEA (155 pL, 0.89 mmol). La mezclesultante se mantiene con

agitacion a t.a. durante 12 h. A continuacion, reldo de reaccion se concentra a

sequedad y el residuo se purifica mediante cromafiegen columna (hexanAcOEt

2:1->AcOEt+MeOH 1:1) para da45 como un sirupo.

Rendimiento 53 mg, 409R%- 0.72 (hexaneAcOEt 1:2).

'H-RMN

BC-RMN

LSIMS

HRLSIMS

(300 MHz, CROD) 6: 7.33 (s, 1H, H-5), 7.28-7.16 (m, 4H, Ar-H), 6.82
(d, 1H,J5- ¢-=8.2 Hz, H-6"), 6.68 (d, 1HJ," ¢ =2.0 Hz, H-2"), 6.59 (dd,
1H, H-5"), 5.37 (s, 2H, CKDAr), 5.35 (s, 2H, ChEDAr), 4.49 (t, 2H,
Jr »=7.0 Hz, H-1'), 3.02 (t, 2H, H-2"), 2.71 (t, 2K, =7.4 Hz, C-1), 2.24
(t, 1H, Js=2.6 Hz, C-5), 2.15 (td, 2H]}y4=7.4 Hz, C-3), 1.77 (quint.,
2H, C-2) ppm.

(75.5 MHz, CROD) &: 150.8 (Ar-C), 149.6 (Ar-C), 147.8 (Ar-C), 137.3
(Ar-C), 137.1 (Ar-C), 134.4 (CN), 130.4 (CH-Ar), aa (CH-Ar), 129.7
(CH-Ar), 129.6 (CH-Ar), 124.9 (C-5"), 123.7 @N), 123.1 (C-2'), 84.3
(CCH), 76.0 (CHOAT), 75.7 (CHOAT), 70.1 (C-4), 52.5 (C-1’), 36.7 (C-
2’), 29.4 (C-2), 25.0 (C-4), 18.4 (C-3) ppm.

396 ([M+Na], 100%).

m/z calculado para GH»NsNaQ, [M+Na]": 396.1688, encontrado
396.1677.
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9.4.4.5.

1,3-Bis{1’-[2"-(3"",4""-dibenzoiloxifenil)etil]-1" H-1",2",3'-triazol-4'-
il}propano(46)

N N
T

N | N
N N
BZOAQ; %}7082
BzO OBz

A una disolucion de la azid43 (0.100 g, 0.26 mmol) en una mezcla 2:1 de

acetonaH,O (6 mL); se agrega hepta-1,6-diino (7.5 pL, 0.@640l), sulfato de cobre

(1) (3.0 mg, 0.019 mmol) y L-ascorbato sédico (g, 0.038 mmol), y la mezcla

resultante se agita a t.a. durante 4 horas. Arogation, se concentra a sequedad y el

residuo se purifica mediante cromatografia en coluifinexane>AcOEt), obteniéndose

46 como un sirupo incoloro.
Rendimiento: 52.8 mg, 95 %= 0.39 (AcOEt).

FT-IR

'H-RMN

BC-RMN

LSIMS

HRLSIMS

Vmax1739, 1599, 1557, 1506, 1451, 1246, 1199, 11771,11054, 1023,
869, 799, 702 cih

(300 MHz, CROD) &: 7.94 (m, 8H, 8Ar-H), 7.56 (m, 4H, 4Ar-H), 7.48
(s, H, H-5) 7.37 (m, 8H, 8Ar-H), 7.26 (d, 2Hs~ ¢~=8.1 Hz, 2H-5""),
7.13 (d, 2HJ,» ¢~ =2.0 Hz, 2H-2""), 7.06 (dd, 2H, 2H-6""), 4.60 (#H,
Jivpr =6.9 Hz, 2H-1"), 3.22 (t, 4H, 2H-2"), 2.63 (tH} Jyv=7.5 Hz, H1,
H-3), 1.94 (quint., 2H, H-2) ppm.

(300 MHz, CROD) &: 165.5 (4C0O), 143.8, 142.8, (2C-3", 2C-4™)
138.0. (2C-Het), 135.1 (2C-1""), 130.9 (8Ar-C), 489 (2Ar-C), 129.85
(2Ar-C), 129.77 (6Ar-C), 128.3 (2Ar-C), 125.0 (2C% 124.72 (2C-

2'), 123.9 (2C-5"), 122.1 (2C-4’), 52.1 (2C-1), 36.7 (2C-2"), 30.0
(C-1, C-3), 25.4 (C-2) ppm.

889 ([M+Na]’, 28 %).

m/z calculado para §£HiNegNaQ; [M+Na]™: 889.2962, encontrado
889.2966.
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9.4.4.6. Tris-1-{[2"-(3"",4""-Diacetoxifeniltil )-1'H-1’,2’,3triazol-4"-il]-3-

oxabutil}amina (47)

AcO,
N=N N=N OAc
AcO N\)\/o\/\ N /\/O\A/ N
K‘ OAc

O
N%

N—-N

\/D/OAC
OAc

A una disolucién de62 (11 mg, 0.04 mmol) en una mezcla 2:1 de acetds@
(3 mL) se afade la azid#&® (63 mg, 0.024 mmol), sulfato de cobre(ll)(2 mg)GB
mmol) y L-ascorbato sddico (5 mg, 0.024 mmol) ynkazcla resultante se agita at.a. y en
la oscuridad durante 48 h. Transcurrido ese tieraporudo de reaccién se concentra a
sequedad y el residuo se purifica mediante cromafieg en columna

(hexane>AcOEt+MeOH 1:1) para obtend7 como un sirupo.
Rendimiento: 38 mg, 909%: 0.21 (AcOEt).

'H-RMN (300 MHz, (CR),CO) 6: 7.87 (s, 3H, 3CH-Het), 7.12-7.09 (m, 9H, 3H-
2', H-5"", H-6""), 4.66 (t, 6H, J;- »»= 7.2 Hz, 3H-1"), 4.56 (s, 6H, 3H-
4), 3.52 (t, 6H,J4=5.6 Hz, 3H-2), 3.24 (t, 6H, 3H-2"), 2.70 (t, 6H,
3CH;:N), 2.23 (s, 9H, 30Ac), 2.24 (s, 9H, 30Ac) ppm.

BC-RMN  (75.5 MHz, (CB),CO)3: 168.8 (6CO), 145.4, 143.3, 142.1 (3C-3", 3C-
4, 3C-1"), 137.4 (3C-Het), 127.6, 124.7, 124(8C-2"", 3C-5", 3C-
6™), 124.2 (3CH-Het), 68.9 (3C-2), 64.8 (3C-4)52 (3CHN), 51.4
(3CHy-Het), 36.3 (3CHAr), 20.5 (60CH) ppm.

LSIMS 1859 ([M+Na], 4 %).

HRLSIMS m/z calculado para sHgsN1:NaO,, [M+Na]": 1859.6136, encontrado
1859.6134.
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9.4.4.7. Tris-1-{[2"-(3"",4""-Dibenzoilfenileti 1)-1'H-1’,2’,3triazol-4'-il]-3-

oxabutil}amina (48)

NﬁN\ OBz
BzO, N
N=N /\/o\)w OBz
BzO N\)\/O\/\N
(e}
N%
N—N
V@/OBZ
OBz

A una disolucion de62 (9 mg, 0.04 mmol) en una mezcla 2:1 de acetds@
(3 mL) se afiade 4-(2'-azidoetil)-1,2-dibenzoiloxibeno43 (54 mg, 0.14 mmol), sulfato
de cobre (Il) (1 mg, 0.007 mmol) y L-ascorbato s6d4 mg, 0.021 mmol), y la mezcla
resultante se agita a t.a. y en la oscuridad dei®t. Transcurrido ese tiempo, el crudo
de reaccion se concentra a sequedad y el residporiea mediante cromatografia en

columna (hexan® AcOEt-MeOH 1:1) para da48 como un sirupo anaranjado.
Rendimiento: 37 mg, 74%.

'H-RMN (300 MHz, (CR),CO)5: 8.06-8.02 (m, 15H, 15Ar-H), 7.91 (s, 3H, 3CH-
Het), 7.67-7.61 (m, 6H, B6Ar-H), 7.50-7.40 (m, 6H{-2", 3H-5"),
7.26 (dd, 3H,Jmg- =2.1 Hz, Jg»g =8.3 Hz, 3H-6""), 4.75 (t, 6H,
Jur=7.2 Hz, 3CH-Het), 4.55 (s, 2H, 3H-4), 3.58 (t, 6B};,=5.7 Hz, 3H-
4), 3.35 (t, 6H, 3CAr), 2.79 (t, 6H, 3CHN) ppm.

*C-RMN (75.5 MHz, (CQ),CO) s: 164.6 (3CO), 145.6, 143.5 (3C-3", 3C-4™),
142.3 (3C-Het), 137.8 (3C-1""), 134.8 (3Ar-C), 134(3Ar-C), 130.6
(3Ar-C), 129.8 (3Ar-C), 129.7 (3Ar-C), 129.6 (3AKCL29.5 (3Ar-C),
128.0 (3C-6""), 124.8, 124.5 (3C-2"", 3C-5""), 24.2 (3CH-Het), 69.3
(3CH,0), 64.9 (30€H,-Het), 55.6 (3CHN), 51.4 (3CH-Het), 36.5
(3CH.Ar) ppm.

LSIMS 1447 ([M+Na], 8%).
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HRLIMS m/z calculado para &H;:Ni;gNa Os [M+Na]*: 1447.5076, encontrado
1447.5072.

9.4.4.8. Tris-1'-{[2"-(3"",4'"-dixililenofenilet il)-1'H-1",2",3'-triazol-4'-il]-3-

oxabutiltamina (49)

“@@Q

(0]

A una disolucién de62 (14 mg, 0.04 mmol) en una mezcla 2:1 de acetdp@
(3 mL) se afiade 4-(2-azidoetil)-1,@Xililenodioxi)benceno (40 mg, 0.14 mmol), CusSO
(1 mg, 0.007 mmol) y L-ascorbato sédico (4 mg, 0@ol) y la mezcla resultante se
agita a t.a. y en la oscuridad durante 48 h. Trarnislo ese tiempo, el crudo de reaccion
se concentra a sequedad y el residuo se purificdiamte cromatografia en columna

(hexane>AcOEt+MeOH 1:1) para obtend9 como un sirupo anaranjado.

Rendimiento: 42 mg, 99%.

'H-RMN (300 MHz, (CR),CO) & 7.71 (s, 3H, 3CH-Het), 7.30-7.21 (m, 12H,
12Ar-H), 6.86 (d, 3HJs» ¢~ =8.3 Hz, 3H-5""), 6.79 (d, 3HJ» ¢ =2.1
Hz, 3H-2), 6.69 (dd, 3H, 3H-6"), 5.39 (s, 6HBAICH,0), 5.38 (s, 6H,
3ArCH,0), 4.53 (t, 6HJy4=7.2 Hz, 3CH-Het), 4.51 (s, 6H, 3H-4), 3.50
(t, 6H, Ju=5.7 Hz, 3C-2), 3.04 (t, 6H, 3GAr), 2.70 (t, 6H, 3EI,N)

ppm.

B3C-RMN (75.5 MHz, (CR),CO) 5: 150.3, 149.1 (3C-3", 3C-4"), 145.4 (3C-
Het), 137.0 (3Ar-C), 136.7 (3Ar-C), 134.2 (3C-1;")130.2 (3Ar-C),
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129.9 (3Ar-C), 129.4 (3Ar-C), 129.3 (3Ar-C), 124(3C-6""), 124.0
(3CH-Het), 122.9 (3C-5"), 122.8 (3C-2), 75.5 (3C#DAr), 75.2
(3CH,0Ar), 69.4 (3C-2), 64.8 (3C-4), 55.6(BI,N), 51.6 (XH,-Het),
36.3 (HAr) ppm.

LSIMS 1129 ([M+Na], 73 %).

HRLIMS m/z calculado para GHseNigNaQy, [M+Na]™: 1129.4912, encontrado
1129.4874.

9.4.4.9. Tetrakis-1'-{[2"-(3"",4""-Diacetoxifeni letil)-1'H-1",2",3"-triazol-4’-
illmetoximetil}metano (50)

AcO OAc

Acom I N
N N
N - %
AcO N KE N
o)

o}
e}
o
OA
/ﬁ/ N. N ¢
AcO N N
N= OAc
AcO

A una disoluciéon de64 (10 mg, 0.04 mmol) en una mezcla 2:1de acetdp@ (3 mL)

se afiade la azid# ( 74 mg, 0.280 mmol), sulfato de cobre(ll) (1 r@®07 mmol) y L-
ascorbato sodico (4 mg, 0.02 mmol) y la mezcla liasie se agita a temperatura
ambiente y en la oscuridad durante 48 h. Transtuase tiempo, el crudo de reaccién se
concentra a sequedad y el residuo se purifica mediaromatografia en columna
(hexane>AcOEt+MeOH 1:1) para das0.

Rendimiento: 50 mg, 99%: 0.83 (CHCI,—-MeOH 5:1).

'H-RMN (300 MHz, (CR),CO) §: 7.87 (s, 4H, 4CH-Het), 7.12-7.10 (m, 12H, 4H-
2" 4H-5", 4H-6™), 4.66 (t, 8H, Jy,=7.2 Hz, 4C-1"), 4.57 (s, 8H,

286



9.4.Nuevas investigaciones

40-CH,-Het), 3.42 (s, 8H, 4C-CHO), 3.24 (t, 8H, 4C-2"), 2.24 (s, 12H,
40Ac) 2.23 (s, 12H, 40Ac) ppm.

BC-RMN (75.5 MHz, (C),CO) : 168.7 (8CO), 145.3, 143.3 (4C-3"", 4C-4'"),
142.2 (AC-Het), 137.3 (4C-1"), 127.6, 124.7, 1844C-2", AC-5",
4C-6""), 124.2 (ACH-Het), 68.9 (4CH,-O), 64.7 (40-Gl,Het), 55.2
(C-CH2-0), 51.4 (4C-1"), 36.3 (4C-2"), 20.5 (8GTHM3) ppm.

LSIMS 1063 ([M+Nal, 7 %).

HRLIMS m/z calculado para g&H7.N1,NaOy, [M+Na]": 1363.4889. encontrado
1363.4884.

9.4.4.10. Tetrakis-1'-{[2"-(3"",4""-Dibenzoiloxi feniletil)-1'H-1",2’,3'-triazol-4"-

illmetoximetil}metano (51)

BzQ 0Bz

OBz

BzO OBz

A una disolucion de264 (19 mg, 0.064 mmol) en una mezcla 2:1 de
acetonaH,O (3 mL) se afade la azid® (199 mg, 0.52 mmol), sulfato de cobre (B)
mg, 0.007 mmol) y L-ascorbato sédico (8 mg, 0.04athnta mezcla resultante se agita a

t.a. y en la oscuridad durante 48 h. Transcurrisk teempo, el crudo de reaccion se
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concentra a sequedad y el residuo se purifica mediaromatografia en columna

(hexane>AcOEt+MeOH 1:1) para das1 como un sirupo anaranjado.
Rendimiento:106 mg, 909R:-0.33 (AcOEt)

'H-RMN (300 MHz, (CR),CO) &: 8.02-7.98 (m, 16H, 16Ar-H),7.91 (s, 4H, 4CH-
Het), 7.63-7.57 (m, 8H, 8Ar-H) 7.46-7.39 (m, 20HAL-H, 4H-2"),
7.37 (d, 4HJs g+ =8.2 Hz, 4H-5"), 7.22 (dd, 4HJ,» ¢ =2.1 Hz, 4H-
6""), 4.70 (t, 8H, Jy-»»=7.2 Hz, 4C-1"), 4.50 (s, 8H, 40-GHHet), 3.43
(s, 8H, 4C-CH-0), 3.31 (t, 8H, 4C-2") ppm.

BC-RMN (75.5 MHz, (CB),CO) 8: 164.6 (8CO), 145.7 y 143.5 (4C-3™", 4C-4™),
142.4 (4C-Het), 137.8 (4C-1"), 134.7 (x2) (8Ar-C)30.7 (x4) (16Ar-
C), 129.6 (x4) (16Ar-C), 128.0 (4C-6™), 124.9 (4Z"), 124.5 (4C-
5), 124.0 (4CH-Het), 69.6 (4GSH,-O), 65.6 (40-Ch+Het), 51.4 (4C-
1), 46.1 (4C-CH,-0), 36.5 (4C-2") ppm.

LSIMS 1075 ([M+NaJ, 40 %).

HRLIMS m/z calculado para §£HgNaO;s [M+Na]™: 1075.4121, encontrado
1075.4137.
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9.4.4.11. Tetrakis-1'-{[2""-(3"",4""-Dixililenofe niletil)-1’ H-1",2",3'-triazol-4'-

illmetoximetil}metano (52)

(0]

\\E\o N
gty

\ 1

N

O\QJ
A °

(o]

A una disoluciéon de64 (10 mg, 0.04 mmol) en una mezcla 2:1 de acetdg@
(3 mL) se afade 4-(2-azidoetil)-1,@Xililenodioxi)benceno (60 mg, 0.21 mmol), sulfato
de cobre (1) (1 mg, 0.007 mmol) y L-ascorbato s6di4 mg, 0.02 mmol) y la mezcla
resultante se agita a t.a. y en la oscuridad dei®t. Transcurrido ese tiempo, el crudo
de reaccién se concentra a sequedad y el prodeigiargica mediante cromatografia en

columna (hexan® AcOEt-MeOH 1:1) para das2 como un sirupo anaranjado.
Rendimiento: 43 mg, 849%: 0.20 (AcOEt).

'H-RMN (300 MHz, (CR),CO) &: 7.70 (s, 4H, 4CH-Het), 7.30-7.21 (m, 16H,
16Ar-H), 6.85 (d, 4HJs- ¢+ =8.2 Hz, 4H-5"), 6.82 (d, 4HJm g+ =2.0
Hz, 4H-2""), 6.69 (dd, 4H, 4H-6""), 5.39 (s, 8H4CH,0AT), 5.38 (s, 8H,
4CH,0AT), 4.53 (t, 8H,Jp» =7.2 Hz, 4C-1"), 4.47 (s, 8H, 4046
Het), 3.40 (s, 8H, 4C48,-0), 3.04 (t, 8H, 4C-2") ppm.

B3C-RMN (75.5 MHz, (CR),CO) 5: 150.4, 149.1 (4C-3", 4C-4™), 145.5 (4C-
Het), 137.0, 136.8 (x4) (8Ar-C), 130.2, 129.9, #2929.3(x4) (16Ar-C),
124.7 (4C-6""), 123.9 (4CH-Het), 122.9 (4C-5"),22.8 (4C-2""), 75.5
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(ACH,0Ar), 75.2 (4CHOAr), 69.5 4(CEH,-0), 65.5 (40€H,-Het),
51.6 (4C-1"), 46.1 (€-CH,-0),36.3 (4C-2") ppm.

LSIMS 1436 ([M+NaJ, 5 %).

HRLIMS m/z calculado para &HgN;oNaOis [M+Na]™: 1435.5916, encontrado
1435.5861.

9.4.4.12. 1,3-Bis{1’-[2"-(3"",4""-dihidroxifenil )etil]-1'H-1’,2’,3"-triazol-4’-
il}propano (53)

N N,
T

N\ \ ,N
N N
HO OH

Método A: Una disolucion det6 (100 mg, 0.12 mmol) en una mezcla 1:1 de
HCI(1M)-MeOH (15 mL) se calienta a reflujo bajo atmosfererte de nitrdgeno durante
72 h. A continuacion se concentra a sequedad yesiuo se purifica mediante
cromatografia en columna (@El,>CH,Cl-MeOH 5:1), obteniéndos&3 como un

solido blanco.
Rendimiento: 47 mg, 919%: 0.62 (CHCIl,—~MeOH 5:1); p.f.: 135-137 °C.

Método B: A una disolucién del6 (100 mg, 0.12 mmol) en una mezcla 1:4 de
MeOH-H,O (10 mL) se afiade NB®Ac (71 mg, 0.92 mmol); la mezcla resultante se
calienta a reflujo bajo atmosfera inerte de nitnigelurante 72 h. Transcurrido ese
tiempo, se concentra a sequedad y el residuo sécaumediante cromatografia en
columna de silica fina (Ci€l,->CH,Cl,-MeOH 5:1), obteniéndos&3 como un soélido

blanco.

Rendimiento: 45 mg, 87 %.
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FT-IR Vmax 1602, 1520, 1446, 1363, 1280, 1261, 1207, 111&7,10040, 1023,
869, 806, 783, 715, 634, 607 tm

'H-RMN (300 MHz, CROD) &: 7.26 (s, 2H, H-5"), 6.64 (d, 2Hls» ¢ =8.0 Hz,
2H-5""), 6.52 (d, 2H,J,» ¢-=2.0 Hz, 2H-2""), 6.41 (dd, 2H, 2H-6""),
4.52 (t, 4H,J»»=6.9 Hz, 2H-1"), 3.02 (t, 4H, 2H-2"), 2.56 (t, 4H
Jur=7.2 Hz, H-1, H-3), 1.94 (g, 2H, H-2) ppm.

¥C-RMN (75.5 MHz, CROD) 8: 147.7 (Ar-C), 146.4 (Ar-C), 145.2 (Ar-C), 130.3
(Ar-C), 124.0 (Ar-C), 121.1 (C-5'), 116.9 (Ar-C)16.5 (Ar-C), 52.9 (C-
1), 37.0 (C-2"), 29.8 (C-1, C-3), 24.9 (C-2) ppm

LSIMS 473 ((M+Na], 21%).

HRLSIMS m/z calculado para GHyNgNaQ, [M+Na]": 473.1913, encontrado
473.19109.

9.4.4.13. Tris-1'-{[2"-(3"",4""-Dioxifeniletil)- 1'H-1',2’,3'-triazol-4'-il]-3-

oxabutiltamina (54)

OH
OH
N-N
N\f
o)
HO \ OH
F U AN
HO N\/Tl/\o o/\N(\,N OH
N= =N

A una disolucién del compuest® (53 mg, 0.05 mmol) en GEIl,-MeOH 1:1 (5
mL) se afiade AcOH (2 gotas) y Pd/C (cat.) y la meemesultante se hidrogena a presion
atmosférica y t.a. durante 12 h. A continuaciofilsa sobre celita la mezcla de reaccion,
se lava con MeOH y #® y el filtrado se concentra a sequedad, obtenggi¥bcomo un

sirupo amarillento.
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Rendimiento: 19 mg, 50%.

'H-RMN (300 MHz, CROD) &: 7.66 (s, 3H, 3CH-Het), 6.64 (d, 3B ¢~ =7.7
Hz, 3H-5""), 6.46 (d, 3H,J,¢ =1.8 Hz, 3H-2""), 6.43 (dd, 3H, 3H-
6""), 4.57 (t, 6H,Jy=6.7 Hz, 3CH-Het), 4.55 (s, 6H, 3H-4), 3.67 (t, 6H,
Jur=4.1 Hz, 3H-2), 3.03 (t, 6H, 3GAr), 2.77 (m, 6H, 3CLN) ppm.

¥*C-RMN (75.5 MHz, CROD) é: 145.2, 144.6 (3C-3", 3C-4""), 130.1 (3C-1"),
125.6 (3CH-Het), 121.1 (3C-6""), 121.0 (3C-5""117.0 (3C-2""), 116.5
(3C-5), 72.8, 64.7 (3C-2), 64.6 (3C-4), 58.3 (He&Het), 52.9
(3CH:N), 36.7 (3CH-Ar) ppm.

LSIMS 823 ([M+Na]',8%).

HRLIMS m/z calculado para $£HiN;gNaQ, [M+Na]": 823.3503, encontrado
823.3494.
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