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Resumen/Summary

RESUMEN

En la presente Tesis Doctoral se ha realizado la sintesis de una
serie de compuestos lipéfilos, a partir de biofenoles contenidos tanto en
la hoja de olivo como en el aceite de oliva virgen extra (AOVE), bajo la
hipdtesis general de que un aumento del caracter lipofilo tiene como
consecuencia una mejora en la actividad bioldgica del compuesto, ya que
en sistemas biologicos reales se producen procesos de absorcion a través
de membranas celulares de naturaleza lipofila. EI cumplimiento de esta
hipotesis nos llevaria a la conclusion de que una mayor lipofilia de un
biofenol implica una mejor biodisponibilidad y una mayor eficiencia a la
hora de ejercer la accion terapéutica. Concretamente, las
transformaciones descritas en esta Tesis Doctoral encaminadas a tal fin
se han llevado a cabo mediante procedimientos quimicos o enzimaticos,

0 bien mediante una combinacion de ambos.

En primer lugar, se ha puesto a punto un nuevo método de sintesis
del fenol 3,4-dihidroxifenilglicol (DHPG), compuesto natural
minoritario contenido en el AOVE, a partir de cloruro de fenacilo en 3
pasos y con un rendimiento global del 38% mediante de una ruta sintética

sencilla y facilmente escalable.

En segundo lugar, la sintesis de las dos nuevas familias de
derivados lipéfilos 10-14y 23-27, se ha realizado mediante esterificacion
con &cidos carboxilicos de 2 a 16 atomos de carbono a partir de los
catecoles O-bencil protegidos 4 y 17, derivados DHPG y de HT,

respectivamente.

En tercer lugar, se ha establecido la utilidad sintética de nuevos

extractos enzimaticos procedentes de microorganismos con marcada
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Resumen/Summary

actividad en reacciones de transesterificacion en compuestos fenolicos y
carbohidratos modelo, concluyendo que los mejores resultados se
obtienen por la via de la desacilacion, que resulta ser muy selectiva.
Gracias a ello, se ha logrado la sintesis de HTAc 29 a partir del derivado
triacetilado de HT 142, y de una nueva familia de compuestos lipofilos
del DHPG 30-39 a partir del derivado tetraacetilado 2. Esta familia se
caracteriza por exhibir el grupo catecol desprotegido y por la sustitucion
en posicion bencilica de un grupo acetoxi por un grupo alcoxi que
proviene del alcohol utilizado como disolvente en la etapa de
desacilacion. Adicionalmente, en la desacilacion de disacéridos
peracetilados como la trehalosa y la sacarosa, se ha observado una
preferencia por la desacilacion selectiva de uno de los monosacéaridos
dejando el segundo inalterado, permitiendo asi la desimetrizacién de la
trehalosa y el acceso a nuevos derivados como el penta-O-acetilado 42 y
el tetra-O-acetilado 43 en solo dos pasos: peracilacion seguido de
desacilacion regioselectiva. Finalmente, la desacilacion selectiva del
ligstrésido y la oleuropeina peracetilados 147 y 148 con estos extractos
enzimaticos ha permitido la sintesis regioselectiva de los compuestos 49
y 50, acetilados unicamente en el anillo de glucosa. Utilizando una lipasa
comercial (Thermomyces lanuginosus) ha sido posible la acilacion
regioselectiva de la posicion 6 de la glucosa de la oleuropeina con acilos

de 2, 4, y 8 carbonos con rendimientos aceptables (56—74%).

En cuarto lugar, algunos de los derivados sintetizados han sido
ensayados en diferentes modelos de inflamacién. De este modo, el glicol
3 y el HTAc 29 han demostrado ser eficientes moduladores de la
respuesta inflamatoria de macrofagos peritoneales estimulados con LPS,
consiguiendo modular el nivel de nitritos y la expresion de enzimas

proinflamatorias en la célula. Méas adn, el derivado 29, ha demostrado
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ser un excelente agente terapéutico en enfermedades de indole
inflamatoria como la colitis ulcerosa, la artritis reumatoide y el lupus
eritematoso sistémico, combatiendo la inflamacion y corrigiendo el nivel

de estrés oxidativo asociado a estas patologias.

Siguiendo esta tendencia, estudios preliminares con macro6fagos
peritoneales sefialan que los derivados lipofilos de la oleuropeina tienen
un efecto similar al alcanzado por el HTAc 29. Tanto el peracetilado de
la oleuropeina 148, como los derivados parcialmente acilados obtenidos
enziméaticamente, el tetraacetilado 50 y el monoacetilado 46, son mejores
que la oleuropeina, en cuanto a la modulacion de la respuesta

inflamatoria y el nivel de estrés oxidativo de macrofagos peritoneales.

En quinto lugar, se ha optimizado la reaccién de
desmetoxicarbonilacion de Krapcho aplicada a la oleuropeina para
obtener con rendimiento aceptable la oleaceina acetilada o aceoleina 51
junto con el aglicon del oleurésido deshidratado (DOA) acetilado 52,
mediante calentamiento a 150 °C en DMSO seguido de acetilacion y sin
purificacion previa. Esta misma estrategia biomimética ha podido ser
implantada en extractos fenolicos del aceite de oliva conteniendo los
aglicones monoaldehidicos de ligstrésido y oleuropeina 65 y 66, asi
como con los mismos aglicones purificados por separado, lo que permite
no solo un nuevo acceso a oleocantal y oleaceina, sino también la
posibilidad de enriquecer extractos fendlicos faciles de obtener de
AOVEs en oleocantal y oleaceina, dos compuestos de alto valor afiadido

y con aplicacién en la industria Farmacéutica y de la Alimentacién.

Se han explorado diferentes vias de estabilizacion de la oleaceina

con el objetivo de posibilitar su purificacion cromatogréfica,
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obteniéndose de esta manera el ya citado derivado acetilado de la
oleaceina 51 y también los compuestos derivados de las reducciones

regioselectivas 59 y 60, ademas de los monoacetales 61-64.

Los compuestos acetilados 51 y 52 que resultan de la reaccién de
Krapcho sobre la oleuropeina y posterior acetilacion han sido ensayados,
junto con los derivados lipofilos de ligstrésido 49 y 147, y de oleuropeina
50-52 y 148 como agentes antiproliferativos frente a diversas lineas
celulares de tumores sélidos humanos. Los resultados muestran una
progresiva mejora de los datos de inhibicion de crecimiento celular
conforme aumenta la lipofilia de los glucésidos secoiridoides. Ademas,
tanto 51 como 52 presentan mejores resultados que el HT peracetilado
en todas las lineas celulares ensayadas. En los compuestos con mejores
actividades, se observa una mayor selectividad hacia las células de
cancer cérvico-uterino (HeLa) con Glso de (8.6 + 4.4) uM, (23 £4.3) uM
y (15 + 3.2) uM para 148, 51 y 52 respectivamente.

Finalmente, se ha propuesto un método de cuantificacion
mediante 'H-RMN de los derivados aldehidicos de naturaleza
secoiridoide presentes en la fraccion fendlica de AOVEs, con el que se
consigue la cuantificacion de oleaceina 53, oleocantal 57 y los aglicones
monoaldehidicos de ligstrosido 65 y oleuropeina 66 mediante la

integracién de las sefiales de los protones aldehidicos por encima de 9.0

ppm.
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SUMMARY

In this PhD Thesis it is decribed the synthesis of a series of
lipophilic compounds, from biophenols contained in both olive leaf and
extra virgin olive oil (EVOO), under the general hypothesis that an
increase in the lipophilic character results in an improvement in the
biological activity of the compound, as in real biological systems
absorption processes take place through lipophilic cell membranes. The
fulfillment of this hypothesis would lead us to the conclusion that a
greater lipophilicity of a biophenol leads to a better bioavailability and
to a greater efficiency in the exercise of the therapeutic action.
Specifically, the transformations described in this PhD Thesis aimed at
this purpose have been carried out by chemical or enzymatic procedures,

or by a combination of both methodologies.

First, a novel method for the synthesis of phenol 3,4-
dihydroxyphenylglycol (DHPG), a natural compound contained in
EVOO, has been developed from phenacyl chloride in 3 steps and with
an overall yield of 38% through a simple and easily scalable synthetic

route.

Second, the synthesis of two new families of lipophilic
derivatives 10-14 and 23-27 was performed by esterification with
carboxylic acids of 2 to 16 carbon atoms from O-benzyl protected
catechols 4 and 17, derived from of DHPG 3 and HT 67, respectively.

Third, it has been established the synthetic utility of new
enzymatic extracts from microorganisms with marked activity in
transesterification reactions on model phenols and carbohydrates
eempeounds, concluding that the best results are obtained for deacylation

17
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reactions, which turns out to be very selective. As a result, the synthesis
of HTAC 29 has been achieved from the triacetylated derivative of HT
142, and also a novel family of lipophilic compounds of DHPG 30-39
was obtained from peracetyl DHPG 2. This family is characterized by
displaying the deprotected catechol group and by the substitution in
benzylic position of an acetoxy group by an alkoxy group derived from
the alcohol used as solvent in the deacylation step. Additionally, in the
deacylation of peracetylated disaccharides such as trehalose and sucrose,
a preference has been observed for the selective deacylation of one of the
monosaccharides leaving the second unchanged, allowing the
desymmetrization of trehalose and the access to new derivatives such as
the penta-O-acetylated 42 and tetra-O-acetylated 43 in just two steps:
peracylation followed by regioselective deacylation. Finally, selective
deacylation of the peracetylated ligstroside 147 and oleuropein 148 with
these enzyme extracts has allowed the regioselective synthesis of
compounds 49 and 50, acetylated only in the glucose ring. The
regioselective acylation with acceptable yield (56-74%) of the O-6
position of the glucose moiety of oleuropein with acyl groups of 2, 4 and
8 carbons was achieved by using Thermomyces lanuginosus, a

commercial lipase.

Forth, some of the synthesized derivatives have been tested in
different models of inflammation. Thus, glycol 3 and HTAc 29 have
been shown to be efficient modulators of the inflammatory response of
LPS-stimulated peritoneal macrophages, modulating the level of nitrites
and the expression of proinflammatory enzymes into the cell. Moreover,

derivative 29 has been shown to be an excellent therapeutic agent in
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inflammatory diseases such as ulcerative colitis, rheumatoid arthritis and
systemic lupus erythematosus, combating inflammation and efficiently

correcting the level of oxidative stress associated to these pathologies.

Following this trend, preliminary studies with peritoneal
macrophages indicate that the lipophilic derivatives of oleuropein have
a similar effect to that observed for the HTAc 29. Both the peracetylated
oleuropein 148 and the partially acylated derivatives obtained
enzymatically, the tetraacetylated 50 and the monoacetylated 46, are
better than the oleuropein, in terms of the modulation of the
inflammatory response and the level of oxidative stress of peritoneal

macrophages.

Fifth, the Krapcho demethoxycarbonylation reaction applied to
the oleuropein has been optimized to obtain, with acceptable yield, the
acetylated oleacein or aceolein 51, together with the acetylated
dehydrated oleuroside aglycone (DOA) 52, by heating at 150 °C in
DMSO followed by acetylation, without prior purification. The same
biomimetic strategy has been applied to phenolic extracts of olive oil
containing the monoaldehyde aglycones of ligstroside and oleuropein 65
and 66, as well as to the same aglycones previously separated and
purified. This methodology allows not only a new access to oleocanthal
and oleacein, but also the possibility of enriching phenolic extracts, easy
to obtain from EVOOs, in oleocantal and oleacein, two important highly
active biophenols with application in the Pharmaceutical and Food

industries.

Different synthetic routes for stabilizing oleacein 53 have also
been explored in order to enable their chromatographic purification,
obtaining the aforementioned acetylated derivative 51 and the

19
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compounds derived from regioselective reductions 59 and 60, besides to
monoacetals of oleacein and oleocanthal 61-64.

Compounds 51 and 52 resulting from the Krapcho reaction on
oleuropein followed by acetylation have been tested, together with the
lipophilic derivatives of ligstroside 49 and 147 and oleuropein 50-52 and
148 as antiproliferative agents against various human solid tumor cell
lines. The results show a progressive improvement of the cellular growth
inhibition data as the lipophilicity of the secoiridoid glycosides
increases. In addition, both 51 and 52 present better results than the
peracetylated HT 142 in all cell lines tested. The compounds with better
activity show a higher selectivity to cells of cervix-uterine cancer (HeLa)
with Glso (8.6 + 4.4) uM, (23 + 4.3) uM and (15 + 3.2) uM for 148, 51
and 52 respectively.

Finally, a method of quantification by *H-NMR of the aldehyde
secoiridoid derivatives present in the phenolic fraction of the EVOOs has
been proposed, allowing quantification of oleacein 53, oleocanthal 57,
and monoaldehyde aglycones of ligstroside 65 and oleuropein 66 by

integration of the signal corresponding to aldehyde protons above 9.0

ppm.
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Relacién de compuestos

Relacion de compuestos descritos en los distintos capitulos de esta tesis.

1. Sintesis de diacil derivados de glicoles procedentes del olivo.
Nueva sintesis de 3,4-dihidroxifenilglicol
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2. Sintesis quimioenzimatica de derivados lipéfilos de compuestos

fendlicos y carbohidratos
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3. Transformacion quimica de fenoles secoiridoides procedentes del

olivo. Estrategias para su estabilizacién

AcO 0._0 AcO 0._0 HO 0._0
O T Y
AcO AcO \/é HO

4. Deteccidn, cuantificacion y aislamiento de fenoles secoiridoides
de interés biologico del aceite de oliva virgen extra

COOMe COOMe

26



1. INTRODUCCION GENERAL






1. Introduccion general

1. INTRODUCCION GENERAL

Esta Tesis Doctoral se encuadra en la bdsqueda de compuestos
bioactivos de origen natural, sintético o semisintético, y que ha sido
financiada por los proyectos: “Optimizacion del aislamiento de
polifenoles de la aceituna. Complejacién con ciclodextrinas,
derivatizacion y evaluacion como agentes antioxidantes” P08-AGR-
03751 y “Extremozimas lipoliticas como catalizadores regioselectivos
utiles en la sintesis de carbohidratos y polifenoles lipéfilos” P11-CVI-
7427, ambos subvencionados por la Junta de Andalucia, y “Moléculas y
macromoléculas con actividad multidiana frente a enfermedades
degenerativas” CTQ2016-78703-P, subvencionado por el MEC.

1.1. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son una amplia familia de metabolitos
secundarios procedentes del reino vegetal. No son considerados como
alimentos esenciales para los humanos, pero su ingesta a través de
fuentes naturales como la fruta, la verdura, el vino, el té, el cacao o el
aceite de oliva, tiene un impacto positivo para la salud. De hecho, existen
numerosos estudios que lo asocian, por ejemplo, a la mejora de la funcién
cardiovascular, disminuyendo en un 46% el riesgo de padecer estos
trastornos tal y como se confirma en el prestigioso informe

PREDIMED.! Otros investigadores han reportado que una dieta rica en

! Tresserra-Rimbau, A; Rimm, EB; Medina-Remadn, A; Martinez-Gonzalez, MA; de la
Torre, R; Corella, D; Salas-Salvado, J; Gémez-Gracia, E; Lapetra, J; Ards, F; Fiol, M;
Ros, E; Serra-Majem, L; Pint6, X; Saez, GT; Basora, J; Sorli, JV; Martinez, JA;
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compuestos fendlicos estéd asociada a un mejor funcionamiento del tejido
endotelial y a la inhibicion de la agregacion plaquetaria® con la
consiguiente disminucion de problemas coronarios serios. También su
ingesta prolongada esta relacionada con un menor riesgo de
padecimiento de enfermedades cronicas como la diabetes tipo 11,3
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer* y el cancer®
ademas de combatir procesos inflamatorios® y otros sintomas propios de

la tercera edad.

Tradicionalmente su actividad bioldgica se ha relacionado con su
capacidad antioxidante, la cual esta intimamente ligada a la estructura de
la molécula, siendo el namero de grupos hidroxilos fenélicos y el nimero
de fragmentos catecol los factores mas importantes.” Ademas se ha
demostrado que existe una perfecta correlacion entre el estrés oxidativo
y las enfermedades anteriormente comentadas por lo que parece l6gico
pensar que sus efectos beneficiosos no s6lo pueden deberse a

mecanismos especificos como por ejemplo, su interaccion con ciertas

Vinyoles, E; Ruiz-Gutiérrez, V; Estruch, R; Lamuela-Raventds, RM. Nutr. Metab.
Cardiovasc. Dis. 2014, 24, 639-647.

2 Vita, JA. Am. J. Clin. Nutr. 2005, 81, 2925-297S.

8 Xiao, JB; Hogger P. Curr. Med. Chem. 2015, 22, 23-38.

4 Rodriguez-Mateos, A; Vauzour, D; Krueger, CG; Shanmuganayagam, D; Reed, J;
Calani, L; Mena, P; Del Rio, D; Crozier, A. Arch. Toxicol. 2014, 88, 1803-1853.

® Vauzour, D; Rodriguez-Mateos, A; Corona, G; Oruna-Concha, MJ; Spencer, JPE.
Nutrients 2010, 2, 1106-1131.

® Pounis, G; Bonaccio, M; di Castelnuovo, A; Costanzo, S; de Curtis, A; Persichillo,
M; Sieri, S; Donati, MB; Cerletti, C; de Gaetano, G; lacoviello, L. J. Thromb. Haemost.
2016, 115, 344-352.

" Fraga, CG; Galleano, M; Verstraeten, SV; Oteiza, PI. Mol. Aspects Med. 2010, 31,
435-445,
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enzimas, receptores o factores de transcripcion de genes, sino también a
otros inespecificos como es la simple destruccion de radicales libres que

funcionan como agentes oxidantes en los organismos.

Més aln, la funcion antioxidante de estos compuestos también se
debe a que los compuestos fendlicos en general y especialmente los que
exhiben el grupo catecol, son buenos agentes quelatantes de iones
metalicos como el Fe** y el Cu?* que a su vez actian como catalizadores

en la formacion de radicales libres durante los procesos de oxidacion.8®

1.2. Hidroxitirosol. Procedencia, aislamiento y propiedades

bioldgicas

Como ocurre en general con todos los compuestos fendlicos
presentes en el aceite de oliva virgen extra (AOVE), el contenido de
hidroxitirosol 67 (Figura 1) es muy bajo. En Espafia, los métodos
actuales de extraccidn de aceite de oliva en dos fases (aceite y alperujo)
fueron desarrollados y adoptados en la década de los noventa,'® con el
objetivo de eliminar la produccion de ingentes cantidades de alpechin,
(subproducto de la produccion del aceite de oliva y muy contaminante).
Este procedimiento permite la generacion de aceite de oliva con un
contenido mayor en biofenoles comparado con el procedimiento previo

de tres fases (aceite, alpechin y orujo). Tanto el alpechin, liquido, como

8 Halliwell, B; Gutteridge, JIMC. Methods Enzymol. 1990, 186, 1-85.

° Halliwell, B; Aeschbach, R; Léliger, J; Aruoma, Ol. Food Chem. Toxicol. 1995, 33,
601-617.

10 Alba Mendoza, J; Hidalgo Casado, F; Ruiz Gomez, M?A.; Martinez Roman, F;
Moyano Pérez, MJ; Cert Ventula, A; Pérez Camino, MC; Ruiz Méndez, MV. Grasas y
Aceites 1996, 47, 163-181.
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el alperujo, de naturaleza semisdlida, contienen gran cantidad de fenoles
y constituyen una fuente importante de compuestos bioactivos.

HOD/\/OH
HO
67

Figura 1. Estructura del hidroxitirosol

El sistema tradicional de extraccion de aceite de oliva constaba
de tres procesos bien diferenciados que eran la molienda, donde se
trituraban las aceitunas hasta obtener una pasta; el prensado, que
consistia en la separacion de un liquido (aceite y agua) y un sélido
llamado orujo que conformaba el resto del fruto; y, por ultimo, la
decantacion, donde se separaba el aceite del agua contenida de forma
natural en las olivas. ElI gran problema era que para conseguir una
verdadera separacion de fases era necesario afiadir mas agua, con lo que
el volumen de residuo aumentaba considerablemente. Una vez separadas
las fases se obtenia el aceite por un lado y las aguas que recibian el

nombre de alpechin.

El proceso de prensado en prensa hidrulica se sustituy6 a mitad
del siglo XX por un sistema de batido seguido de centrifugacion. Las
batidoras pueden incluir un sistema de calefaccion por agua caliente. Lo
ideal es trabajar entre los 25 y los 30 °C, siendo aquella que no sobrepasa

los 27 °C la que se conoce como extraccion en frio.

Con el nuevo sistema, se consiguié automatizar el proceso al que
se sumaba la capacidad de convertirlo en un sistema en continuo mucho

mas eficiente, ya que el antiguo prensado obligaba a un proceso de tipo
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discontinuo. Dentro de la centrifugacion se distinguen dos sistemas: el
continuo de tres fases que se desarrolla primero y el continuo de dos fases

que se desarrolla en los afios noventa.

En el sistema continuo de tres fases se disponen dos salidas para
liquidos y una tercera para solidos. Por cada una salen separadas la fase
menos densa (aceite), una fase intermedia (alpechin) y la fase mas densa
(orujo); siendo necesario adicionar un volumen apreciable de agua entre
30y 35 °C. Por el contrario, en el sistema continuo de dos fases, y que
no necesita adicion de agua, se disponen dos salidas, una para el aceite,
la menos densa, y otra para la mezcla de alpechin y orujo denominada

alperujo.

El alperujo, por tanto, es una pasta densa muy humeda que
contiene en torno al 98% de los compuestos fenolicos originales de la
oliva, mientras que el 2% restante se encuentra en el aceite de oliva; por
el contrario, en el sistema de tres fases tan solo el 1% de los polifenoles
pasa al aceite.!

Entre los compuestos fendlicos méas abundantes en el alperujo
encontramos al hidroxitirosol 67 y al 3,4-dihidroxifenilglicol 3, por lo
que su aislamiento a partir de este abundante subproducto puede dar
acceso a grandes cantidades de los mismos. El grupo de investigacion
dirigido por el Dr. Juan Fernandez-Bolafios del Departamento de
Biotecnologia de Alimentos del Instituto de la Grasa (CSIC, Sevilla) ha

desarrollado distintos procedimientos para lograr recuperar estos

11 Fernandez-Bolafios, J; Rodriguez, G; Rodriguez, R; Heredia, A; Guillén, R; Jiménez,
A. J. Agric. Food Chem. 2002, 50, 6804-6811.
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compuestos con un alto grado de purezal?®® consistente en un
pretratamiento hidrotermal del alperujo conocido como explosién al
vapor (steam explosion), con lo que se consigue maximizar el contenido
de hidroxitirosol recuperable. Posteriormente, se ha conseguido escalar
el proceso de aislamiento y purificacion a escala semiindustrial'* la cual
consiste esencialmente en el empleo de un sistema de dos columnas, una
primera con un relleno de resina intercambiadora anidnica (consiguiendo
HT con una pureza del 50%), y una segunda con un relleno neutro y polar
como son las resinas XAD. Esta doble purificacion cromatografica del
alperujo tratado al vapor permite acceder a hidroxitirosol en grandes

cantidades con una pureza del 99.6%.

El hidroxitirosol es uno de los compuestos fenolicos del olivo con
mayor actividad antirradicalaria de entre todos los existentes en las
aceitunas. Esta actividad se puede atribuir a la capacidad del fragmento
catecol para donar atomos de hidrogeno a través de la formacién de un
radical fenoxilico 68 y posterior evolucién hasta la o-quinona 69
(Esquema 1).

ROO ROOH | oH ROO  ROOH 4

HO OH Jo) OH
:I:::I/A\V/ \ f v :I:::]/A\V/ ! :j:::j//\\/
\
HO o O
67 68 69

Esquema 1. Mecanismo de eliminacion de radicales alquilperoxilos por el fragmento
catecol

12 Fernandez-Bolarios, J, Felizdn, B, Brenes, M, Guillén, R; Heredia, A. J. Amer. Qil
Chem. Soc. 1998, 75, 1643-1649.

13 Felizon, B; Fernandez-Bolafios, J; Heredia, A; Guillén, A. J. Am. Oil Chem. Soc.
2000, 77, 15-22.

14 Fernandez-Bolafios, J; Heredia, A; Rodriguez, G; Rodriguez, R; Guillén, R; Jiménez,
A. PCT 2002, WO 02/0645537 Al.
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Esta habilidad de capturar radicales libres, confiere al HT la
capacidad de detener las reacciones de oxidacion en cadena y asi
prevenir la peroxidacion lipidica de lipoproteinas de baja densidad
(LDL)® dotandole una funcion cardioprotectora, ya que el LDL-
colesterol oxidado u oxicolesterol es especialmente susceptible a fijarse
en las arterias y formar los ateromas. Ademas, el HT ha demostrado ser
efectivo como antiagregante plaquetario®® y en la inhibicion de la
produccion de eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos y
leucotirenos) inducida por colageno.'” Asi mismo, un estudio in vivo con
conejos hiperlipidémicos realizado por Gonzalez-Santiago et al.'®
demostrd que el tratamiento con HT disminuye el desarrollo de la
aterosclerosis. También se ha demostrado que tanto el HT, como otros
fenoles del aceite de oliva ayudan a corregir defectos del tejido
endotelial, como la producida por fendbmenos de adhesion celular de
monocitos. De esta forma, el HT y otros compuestos de similar
naturaleza, ademas de corregir esta disfuncion también disminuyen la

expresion de ciertas proteinas inductoras de la adhesion intercelular

15 Aruoma, Ol; Deiana, M; Jenner, A; Halliwell, B; Kaur, H; Banni, S; Corongiu, FP;
Dessi, MA; Aeschbach, R. J. Agric. Food Chem. 1998, 46, 5181-5187.

16 Dell’ Agli, M; Maschi, O; Galli, GV; Fagnani, R; Dal Cero, E; Caruso, D; Bosisio, E.
Br. J. Nutr. 2008, 99, 945-951.

7 Petroni, A; Blasevich, M; Salami, M; Papini, N; Montedoro, GF; Galli, C. Thromb.
Res. 1995, 78, 151-160.

18 Gonzalez-Santiago, M; Martin-Bautista, E; Carrero, JJ; Fonolla, J; Baro, L;
Bartolomé, MV; Gil-Loyzaga, P; Lopez- Huertas, E. Atherosclerosis 2006, 188, 35—42.
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llamadas ICAM-1%° y establecen una asociacion sinérgica con fenoles
monohidroxilados potenciando su actividad.

Se sabe que el cancer en general puede ser causado por
alteraciones genéticas debidas a sustancias genotdxicas que intervienen
en la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS).?° EI HT ha
demostrado ser un eficaz agente protector del dafio causado al ADN por
estrés oxidativo a concentraciones del orden de 1 mM, tal y como ha
reportado el grupo del Dr. Fabiani?! en células mononucleares de sangre
periférica humanas y en células de leucemia promielocitica (HL60). En
este sentido, Warletta et al. han demostrado que esta proteccion frente al
dafio oxidativo también se extiende al ADN nuclear en células mamarias
epiteliales (MCF10A).%2

Adicionalmente a la accion preventiva, la capacidad antitumoral
para distintos tipos de cancer esta bien documentada. Por ejemplo, en un
estudio in vitro con células HL60 realizado por della Ragione et al., se
demostrd que el HT bloqueaba el ciclo celular de estas células, reducia
su crecimiento y proliferacion e inducia su muerte por apoptosis®® en
concentraciones entre 50-100 uM. Estos datos fueron confirmados y

complementados posteriormente en el afio 2002 por Morozzi y

19 Manna, C; Napoli, D; Cacciapuoti, G; Porcelli, M; Zappia, V. J. Agric. Food Chem.
2009, 57, 3478-3482.

20 Halliwell, B. Biochem. J. 2007, 401, 1-11.

2L Fabiani, R; Rosignoli, P; de Bartolomeo, A; Fuccelli, R; Servili, M; Montedoro, GF;
Morozzi, G. J. Nutr. 2008, 138, 1411-1416.

22\Warleta, F; Quesada, CS; Campos, M; Allouche, Y; Beltran, G; Gaforio, JJ. Nutrients
2011, 3, 839-857.

23 Ragione, FD; Cucciolla, V; Borriello, A; Pietra, VD; Pontoni, G; Racioppi, L;
Manna, C; Galletti, P; Zappia, V. Biochem Biophys Res Commun. 2000, 278, 733-739.
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colaboradores, determinando mediante andlisis por citometria de flujo
que el arresto del ciclo celular observado por Ragione se producia en la
fase G1,%* debido probablemente a la inhibicion por parte del HT de

determinadas quinasas responsables del ciclo celular.

Un tipo de cancer con poca incidencia en las regiones en donde
se produce un gran consumo de aceite de oliva es el cancer colorrectal.
Esto puede deberse a que existe la evidencia de que el HT inhibe el
crecimiento e induce la apoptosis en células tipo HT29 (adenocarcinoma
de colon) mediante la modulacion del estrés oxidativo producido en el
reticulo endoplasmatico. Otros estudios apuntan que la inhibicion de la
enzima inflamatoria ciclooxigenasa-2 (COX-2) y la inhibicion de la
fosforilacion de la proteina p38/CREB ejerce un excelente efecto
antiproliferativo en células Caco-2 (adenocarcinoma de colon).?

En la misma linea que con el cancer colorrectal, el nimero de
casos diagnosticados de cancer de mama en la regién del Mediterraneo
es mucho menor que en otros paises occidentales.?® EI primer estudio de
antiproliferacion del cancer de mama debido al HT y otros polifenoles
fue el realizado por Goulas et al.,?” donde se Ilego a la conclusion que el
bloqueo de las células MCF-7 (adenocarcinoma de mama) se debia a un
arresto del desarrollo celular en las fases GO/G1 del ciclo. Posteriores

analisis del tratamiento con HT de estas células reveld que se producia

24 Fabiani, R; de Bartolomeo, A; Rosignoli, P; Servili, M; Montedoro, GF; Morozzi, G.
Eur. J. Cancer Prev. 2002, 11, 351-358.

%5 Corona, G; Deiana, M; Incani, A; Vauzour, D; Assunta Dessi, M; Spencer, JPE.
Biochem. Biophys. Res. Commun. 2007, 362, 606-611.

% ]a Vecchia, C. Public Health Nutr. 2004, 7, 965-968.

27 Goulas, V.; Exarchou, V.; Troganis, A. N.; Psomiadou, E.; Fotsis, T.; Briasoulis, E.;
Gerothanassis, 1. P. Mol. Nutr. Food Res. 2009, 53, 600-608.
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muerte celular por apoptosis via inhibicion de la cis/trans peptidil-prolil
isomerasa.?® En un modelo in vivo de cancer de mama en ratas inducido
por dimetilbenzoantraceno (DMBA), Granados-Principal et al.?®
demostraron mediante chips de ADNc (ADN circular), que el HT inhibia
el crecimiento de tumores mamarios ya que incidia en las vias de
sefializacion y expresion de algunos genes implicados en el desarrollo

del cancer.

Los estrogenos ejercen un papel importante en el desarrollo y
crecimiento, en procesos dependientes del reticulo endoplasmatico, de
células de cancer de mama.®® Parece ser que el HT y la oleuropeina
ejercerian un efecto antiproliferativo indirecto debido a que son capaces

de interferir en las funciones de sefializacion de los estrogenos.®

La medicina tradicional ha tratado la diabetes con hojas de olivo
desde hace muchos afios. Tanto es asi que el tratamiento durante 12
semanas de hombres con sobrepeso de mediana edad con extractos de
hoja de olivo, que contienen basicamente oleuropeina y HT en
proporcion 5:1 en peso, consigue corregir la secrecion de insulina en el

organismo debido a una mejor actividad de las células B del pancreas.®?

28 Bouallagui, Z; Han, J; Isoda, H; Sayadi, S. Food Chem. Toxicol. 2011, 49, 179-184.
2 Granados-Principal, S; Quiles, JL; Ramirez-Tortosa, C; Camacho-Corencia, P;
Sanchez-Rovira, P; Vera-Ramirez, L; Ramirez-Tortosa, MC. Mol. Nutr. Food Res.
2011, 55, S117-S126.

30 Yager, JD; Davidson, NE. N. Engl. J. Med. 2006, 354, 270-282.

31 Sirianni, R; Chimento, A; de Luca, A; Casaburi, I; Rizza, P; Onofrio, A; lacopetta,
D; Puoci, F; Ando, S; Maggiolini, M; Pezzi, V. Mol. Nutr. Food Res. 2010, 54, 833-
840.

32 de Bock, M; Derraik, JGB; Brennan, CM; Biggs, JB; Morgan, PE; Hodgkinson, SC;
Hofman, PL; Cutfield, WS. PLoS One 2013, 8, 3e57622.
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Una explicacion para este hecho podria ser que la disminucion del estrés
oxidativo como consecuencia de la ingesta de antioxidantes minimiza la
resistencia a la insulina, un impacto negativo de los radicales libres. Es
por ello que determinadas dietas ricas en antioxidantes pueden ayudar a
prevenir esta enfermedad. Esta hipdtesis fue ensayada en un estudio in
vivo con ratas diabéticas,®® observando que tras tres meses de dieta
enriquecida con HT, la actividad de enzimas intestinales como la lactasa,
la maltasa, la sacarasa y la lipasa descendian mientras que la de las
enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa, la catalasa y la
glutation peroxidasa aumentaban. Ademas, se observo en las ratas una
mejora en el perfil lipidico dado que disminuia el colesterol-LDL y
aumentaba el HDL, lo que sugiere que el HT podria ser un buen agente

terapéutico como antidiabético e hipocolesterolémico.

Como se ha comentado, el estrés oxidativo esta implicado en el
origen de muchas enfermedades y su accion sostenida durante largos
periodos induce la activacion de citoquinas proinflamatorias que son
clave en numerosas enfermedades autoinmunes. Se ha demostrado que
el HT y la oleuropeina consiguen modular algunas enfermedades
cronicas como la diabetes tipo I, la artritis reumatoide y la enfermedad

inflamatoria intestinal.®*

Una elevada concentracién de ROS y RNS (Especies reactivas de
Nitrogeno) puede implicar un dafio para los tejidos y la funcion cerebral.

En este sentido, extractos de HT han demostrado disminuir la

3 Hamden, K; Allouche, N; Jouadi, B; El-Fazaa, S; Gharbi, N; Carreau, S; Damak, M;
Elfeki, A. Food Sci. Biotechnol. 2010, 19, 439-447.

3 Kawaguchi, K; Matsumoto, T; Kumazawa, Y. Curr. Top. Med. Chem. 2011, 11,
1767-1779.
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citotoxicidad asociada a oxido nitrico (NO) en un estudio in vitro
realizado con células cerebrales de murinos.®® El efecto neuroprotector
del HT se ha estudiado en un modelo ex vivo de hipoxia-reoxigenacion
en cerebro de rata y midiéndose la actividad de la lactato deshidrogenasa
para cuantificar la muerte celular. Segun el estudio, el HT evita la pérdida
de la lactato deshidrogenasa hacia los fluidos extracelulares, lo que da

una posible evidencia de su actividad como agente neuroprotector.

Gracias a la accién moduladora de la actividad de ciertas enzimas
ejercida por el HT, se ha valorado su actividad in vitro en plaquetas,
leucocitos y macrofagos. Asi mismo, se ha podido determinar que el HT
actia como inhibidor de las araquidonato lipoxigenasas, pertenecientes
a la familia de las enzimas proinflamatorias, como la 12-lipoxigenasa y
la 5-lipoxigenasa con 1Cso de 4.2 uM y 13 puM, respectivamente.®’ Estas
dos enzimas participan en la biosintesis de algunos biorreguladores y su
mal funcionamiento esta asociado a enfermedades como la alergia, la

aterosclerosis y el cancer.38:3°

Por ultimo, cabe destacar que el HT y la oleuropeina son las dos
primeras moléculas de tipo fendlico que han demostrado tener actividad
antiviral frente al VIH. Su actividad parece centrarse en las fases de la
infeccion y replicacion del virus con valores de ECso del rango

3% Schaffer, S; Podstawa, M; Visioli, F; Bogani, P; Muller, WE; Eckert, GP. J. Agric.
Food Chem. 2007, 55, 5043-5049.

3% Gonzalez-Correa, JA; Navas, M. D; Lopez-Villodres, JA; Trujillo, M; Espartero, JL;
de La Cruz, JP. Neurosci. Lett. 2008, 446, 143—146.

37 Kohyama, N; Nagata, T; Fujimoto, S; Sekiya, K. Biosci. Biotechnol. Biochem. 1997,
61, 347-350.

38 Spector, AA; Gordon, JA; Moore, A. Prog. Lipid Res. 1988, 27, 271-323.

% Tang, DG; Honn, KV. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1994, 744, 199-215.
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nanomolar que corresponden a 68 y 73 nM (HT y oleuropeina) para la
inhibicion de la produccién de los antigenos p24 (relacionados con la
infeccion) y 61 y 55 nM (HT vy oleuropeina) para la inhibicion de la
formacion de sincitios (células gigantes multinucleadas), que
corresponde al periodo posterior cuando el virus ya ha infectado a una
célula huésped.*® Por medio de simulaciones, se ha determinado que la
inhibicidn de algunas proteinas responsables de la infeccion por parte del
HT y la oleuropeina se darian a través de la formacion enlaces de
hidrogeno y fuerzas de Van der Waals entre los compuestos fendlicos y
los sitios activos de las proteinas. Ambos compuestos encajarian
perfectamente en el sitio activo de la proteina transmembrana gp41, que
es clave para la fusion del virus con el huésped (Figura 2); y también en
el sitio activo de la enzima integrasa que cataliza la fusion del material

genético virico en el ADN del huésped* (Figura 2).

40 Lee-Huang, S; Huang, PL; Zhang, D; Lee, JW; Bao, J; Sun, Y; Chang, YT; Zhang,
J; Huang, PL. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2007, 354, 872-878.
41 Lee-Huang, S; Huang, PL; Zhang, D; Lee, JW; Bao, J; Sun, Y; Chang, YT; Zhang,
J; Huang, PL. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2007, 354, 879-884.
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Figura 2. Modelizacién de la interaccion de los fenoles del olivo con los sitios activos
de dos proteinas implicadas en la infeccion del VIH en células sanas. Las imagenes A
y B corresponden a la modelizacion de oleuropeina y HT respectivamente con la
proteina gp41. Las imagenes C y D corresponden a la modelizacion de oleuropeina y
HT respectivamente con la integrasa.

1.3. 3,4-Dihidroxifenilglicol. Procedencia, aislamiento y propiedades
bioldgicas

El 3,4-dihdroxifenilglicol (DHPG) 3 es un compuesto fenélico de
estructura muy similar al hidroxitirosol, pero con un grupo hidroxilo
adicional en posicion bencilica (Figura 3).
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OH
HO OH

HO
3

Figura 3. Estructura del DHPG

El DHPG es un componente natural de la aceituna,*? aunque se
descubrié por primera vez en las aguas de vegetacion de las mismas.*3
Se ha detectado en pequefias cantidades en el aceite de oliva,*
encontrandose en mayor proporcion en el alperujo.”® En la aceituna se
encuentra fundamentalmente en forma del glicosido B-hidroxiactedsido
70a. En extractos vegetales del género Orobache,*® (Figura 4) muy
utilizados por la medicina tradicional oriental (china, japonesay coreana)
debido a sus propiedades antiproliferativas, antiinflamatorias y
neuroprotectoras,*’ se encuentra en forma del compuesto orobanchésido
70b. Es por ello, que resulta de interés no sélo el desarrollo de métodos

de aislamiento y purificacion del DHPG, sino también de sus derivados.

42 Rodriguez, G; Lama, A; Jaramillo, S; Fuentes-Alventosa, JM; Guillen, R; Jiménez-
Araujo, A; Rodriguez-Arcos, R; Fernandez-Bolafios, J. J. Agric. Food Chem. 2009, 57,
6298-6304.

4 Bianchi, G; Pozzi, N. Phytochemistry 1994, 35, 1335-1337.

4 Medina, E; de Castro, A; Romero, C; Brenes, M. J. Agric. Food Chem. 2006, 54,
4954-4961.

4 Rodriguez, G; Lama, A; Trujillo, M; Espartero, JL; Fernandez-Bolafios, J. LWT -
Food Sci. Technol. 2009, 42, 483-490.

6 Pieretti, S; di Giannuario, A; Capasso, A; Nicoletti, M. Phytother. Res. 1992, 6, 89—
93.

47 Nishibe, S. J. Pharm. Soc. Japan 2002, 122, 363-379.
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B-Hidroxiactedsido 70a Orobanchésido 70b

Figura 4.

También debemos indicar que el DHPG se detecta en el cuerpo
humano, debido a que es el principal metabolito de la noradrenalina
(Figura 5). Una de las primeras evidencias de esto fue descrita por
Dingemanse y colaboradores,*® que reportaron que la inhibicion de la
enzima monoamino oxidasa (MAO-A) que cataliza la oxidacién de la
noradrenalina al aldehido de la noradrenalina, tenia como consecuencia
una fuerte disminucion de la concentracion de DHPG en suero humano.
El aldehido de la noradrenalina a su vez se reduce a DHPG por

intervencién de la enzima aldehido reductasa.

4 Dingemanse, J; Korn, A; Pfefen, JP; Guntert, TW. Psychopharmacology (Berl).
1992, 106, S46-S48.
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Figura 5. Mecanismo de degradacion de la noradrenalina®

Actualmente, existe un Gnico procedimiento de obtencion de
DHPG a escala de planta piloto que ha sido desarrollado por el grupo del
Dr. Juan Fernandez-Bolafios® a partir de alperujo diluido en agua. Este
consiste en la utilizacién 3 6 4 columnas cromatograficas de distinta
naturaleza dependiendo de la pureza que se desee. El alperujo pretratado
se somete a una primera purificacion en columna con una resina iénica
fuerte que se eluye con agua, consiguiéndose DHPG con una pureza

entre el 5-20%. Posteriormente, esta fraccion es purificada con una

4 Flower, R; Rang, HP; Dale, MM; Ritter, JM. Rang & Dale's Pharmacology, Elsevier,
8% edicion, 2007, ISBN: 0-443-06911-5.

%0 Fernandez-Bolafios, J; Guillén-Bejarano, R; Jiménez-Araujo, A; Rodriguez-Arcos,
R; Rodriguez-Gutiérrez, G. Method for purifying 3,4-dihydroxyphenylglycol (DHPG)
from plant products. PCT 2010 WO 2010/070168 Al.
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segunda columna de naturaleza neutra y polar (XAD). La elucién con
agua provee de un DHPG de pureza 20-40%. Es necesario el uso de una
tercera columna compuesta por una resina ionica débil para alcanzar una
pureza del 80-95%. Por ultimo, la utilizacion de una cuarta columna
igual a la anterior permite la obtencion de una disolucion de gran pureza
(95-100%). En total, y teniendo en cuenta las 4 columnas, el método
permite obtener 10 g de DHPG de alta pureza a partir de 250 kg de

alperujo.

Aun asi, la actividad bioldgica del DHPG ha sido poco estudiada.
Es un antioxidante muy potente, con una actividad incluso superior a la
del HT y entre 2-3 veces superior a la del acido ascorbico en agua y de
actividad similar a la vitamina E en medios lipidicos.®® Es por ello que
en principio, se le pueden atribuir similares capacidades terapéuticas a
las del HT que deriven de su potencial como atrapador de radicales libres
y de agente protector frente al dafio oxidativo. Un ejemplo de ello es el
que representa un reciente estudio in vivo realizado en ratas con
deficiencia de vitamina E con extractos de alperujo.>® El andlisis
protedmico de sangre y tejidos demostrd que el HT y el DHPG lograban
disminuir la actividad de la aldehido deshidrogenasa mitocondrial y la
hepatica, ademé&s de aumentar la actividad de la superdxido dismutasa,
todo ello a pesar de que la actividad antioxidante in vivo era moderada.
Esto sugiere un mecanismo de interaccion entre los compuestos

fenolicos y las enzimas u otras moléculas que las activen, lo que puede

51 Rodriguez, G; Rodriguez, R; Fernandez-Bolafios, J; Guillén, R; Jiménez, A. Eur.
Food Res. Technol. 2007, 224, 733-741.

52 Rodriguez-Gutiérrez, G; Duthie, GG; Wood, S; Morrice, P; Nicol, F; Reid, M;
Cantlay, LL; Kelder, T; Horgan, GW; Fernandez-Bolafios, J; de Roos, B. Mol. Nutr.
Food Res. 2012, 56, 1137-1147.
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representar un nuevo punto de vista en la forma de entender su actividad

bioldgica mas alla del simple hecho de que sean antioxidantes.

1.4. Oleuropeina. Procedencia, aislamiento y propiedades bioldgicas

La oleuropeina 71 es un glucosido secoiridoide que se esterifica
con una unidad de hidroxitirosol, responsable del sabor amargo de las
olivas no procesadas®® y que constituye el componente fendlico
mayoritario de las hojas de olivo, el hueso, el mesocarpio (o pulpa) y la
piel de las aceitunas (Figura 6). El término secoiridoide alude al
fragmento monoterpénico que en la oleuropeina se une al HT y a la

glucosa.

7

Figura 6. Estructura de la oleuropeina

Su biosintesis en plantas de la familia Oleaceae parece
encontrarse dentro de la ruta del acido mevalonico, que culmina en la

formacion de oledsidos (Esquema 2).>* Asi, a partir del 4cido mevaldnico

%3 Shasha, B; Leibowitz, J. J. Org. Chem. 1960, 26, 1948-1954.
% Alagna, F; Geu-Flores, F; Kries, H; Panara, F; Baldoni, L; O’Connor, SE; Osbourn,
A. J. Biol. Chem. 2016, 291, 5542-5554.
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72 se llega al iridotrial 76, que se considera precursor de distintos tipos
de loganinas. Finalmente, su oxidacion y rotura de la estructura iridoide
biciclica da lugar a los ésteres de oledsido 82 y 83 que pueden incorporar
tirosol para dar ligstrosido 84 el cual, tras oxidacion del anillo aromatico,

produce oleuropeina (Esquema 2).

OH
OH Y% 7 A
—_— _ > —_— (o)
HOOG = OH = OH
OH OH

Acido mevalénico Geraniol 10-Hidroxigeraniol Iridodial
72 73 74 75

l

Acido Acido Aglicon del acido Iridotrial
7-epiloganico 7-desoxiloganico desoxiloganico 76
79 78 77
COOH COOH HOOC COOMe GluOOC  COOMe
I N o X
% ] = (0]
OGlu OGlu
Acido Acido 11-Metil 7-B-
7-cetologanico 8-epikingsidico oledésido D-glucopiranosil-
80 81 82 11-metil oledsido 83

H
Oj@/\/O\fo COOMe /@/\/O\VO COOMe
HO TN HO TN

OH ~\ ~ (0]

=
o 0
HO HO
Hmo Hmo

OH OH
Oleuropeina 71 Ligstrésido 84

Esquema 2. Biosintesis de la oleuropeina en plantas de la familia Oleaceae
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La oleuropeina se considera precursor de otras biomoléculas
presentes en el aceite de oliva y el alperujo como la oleaceina 53, el
aglicon de la oleuropeina 66 y el hidroxitirosol 67. La accion de enzimas
propias de la planta como B-glucosidasas, desmetilasas, descarboxilasas
y lipasas que actuan durante la molturacion y el batido del fruto, son los
responsables del origen del aglicon monoaldehidico de la oleuropeina
66, el dialdehido oleaceina 53 y el alcohol fendlico hidroxitirosol 67

(Esquema 3).

El aislamiento y la determinacion de la estructura de la
oleuropeina tuvo lugar por vez primera en 1959 por Shasha y Lebowitz>®
a partir de extractos de la aceituna, lo que supuso el punto de partida para

el estudio de su bioactividad.
HO (e} O
:@N \f QOOR COOMe
HO N B-Glucosidasa HO:@/\/O N
H,O HO © | o
(@]
66

i. Desmetilasa H,O
ii. Descarboxilasa

HO 0__0
HO OH Lipasa H,0 j@/\/ \f

HO

67 53 (|)

Esquema 3. Formacion de los polifenoles mas abundantes del aceite de oliva y el
alperujo a partir de la oleuropeina

% Shasha, B; Leibowitz, J. Nature 1959, 184, 2019—-2020.
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En cuanto a su obtencion, lo més conveniente resulta ser su
extraccion con disolventes a partir de las hojas de olivo secas y trituradas.
Dichas extracciones suelen hacerse con agua a 70 °C*® o con soluciones

hidroalcohdlicas como la mezcla de agua-EtOH 30:70 (v/v).>’

Debido al grupo catecol, la oleuropeina posee actividad
antioxidante. Posee buenos valores in vitro en ensayos de DPPH, del
orden de los que presentan las vitaminas C y E,* lo que le confiere la
capacidad de paliar la oxidacion de LDL-colesterol promovida por Cu?*,
restaurando de esta manera los niveles de vitamina E y disminuyendo en
células la cantidad de malondialdehido y otras sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico.® Estos datos fueron confirmados en un estudio in
vivo con conejos, ya que los individuos que fueron alimentados con
oleuropeina ofrecian mayor resistencia a la oxidacion de LDL en el
plasma sanguineo que aquellos que fueron alimentados con aceite de
oliva, presentando un mejor perfil lipidico general.®® También tiene la
propiedad de neutralizar especies reactivas del nitrdgeno como el NO,
tanto in vitro como ex vivo, aunque en determinados modelos
experimentales se ha detectado una mayor expresion de la enzima 6xido

nitrico sintasa inducible (iNOS) en células.®*

% Romani, A; Mulas, S; Heimler, D. Eur. Food Res. Technol. 2017, 243, 429-435.

57 Stamatopoulos, K; Chatzilazarou, A; Katsoyannos, E. Foods 2013, 3, 66-81.

%8 Visioli, F; Bellomo, G; Galli, C. Biochem. Biophys. Res. Commun. 1998, 247, 60—
64.

% Visioli, F; Galli, C. Life Sci. 1994, 55, 1965-1971.

80 Coni, E; Di Benedetto, R; Di Pasquale, M; Masella, R; Modesti, D; Mattei, R; Carlini,
EA. Lipids 2000, 35, 45-54.

61 De la Puerta, R; Dominguez, MEM; Ruiz-Gutierrez, V; Flavill, JA; Hoult, JRS. Life
Sci. 2001, 69, 1213-1222.
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Como se comento con anterioridad, el HT y la oleuropeina tienen
actividad antiinflamatoria, como se deduce por ejemplo, de su capacidad
de inhibir la enzima proinflamatoria 5-lipooxigenasa en leucocitos con
un ECso de 80 uM, menor que el del HT (15 puM) pero mejor que el &cido
cafeico y el tirosol (200 y 500 pM, respectivamente). Hay que destacar

(ue estos compuestos no presentan toxicidad a las dosis ensayadas.®?

En la respuesta inflamatoria intervienen multitud de variables
como las citoquinas TNF-a (factor de necrosis tumoral) y la IL-1B
(interleuquina-1p); y las enzimas inflamatorias iNOS y la COX-2. Todas
estas variables estan relacionadas entre si de modo que la produccion de
citoquinas, que suele ocurrir justo después de producirse el dafio, tiene
como consecuencia la activacion o la sobreexpresion de la iINOS y COX-
2, aumentando el estrés oxidativo y empeorando los sintomas como la

propia inflamacién o la fiebre.

Un ejemplo de la modulacién por parte de la oleuropeina de las
citoquinas TNF-a e IL-1P, se encuentra en el estudio in vivo con 70
conejos a los que se les indujo una fuerte sepsis estimulada por
Pseudomonas aeruginosa. De esta forma, el tratamiento con oleuropeina
permitio la supervivencia de los individuos por medio de la inhibicion de
la biosintesis de estas citoquinas.®® Resultados analogos fueron

reportados por Khalatbary et al. en otro estudio in vivo con ratas,% por

62 De la Puerta, R; Gutierrez, VR; Hoult, JRS. Biochem. Pharmacol. 1999, 57, 445—
449,

83 Giamarellos-Bourboulis, E. J; Geladopoulos, T; Chrisofos, M; Koutoukas, P;
Vassiliadis, J; Alexandrou, I; Tsaganos, T; Sabracos, L; Karagianni, V; Pelekanou, E;
Tzepi, I; Kranidioti, H; Koussoulas, V; Giamarellou, H. Shock 2006, 26, 410-416.

64 Khalatbary, AR; Zarrinjoei, GR. Iran. Red Crescent Med. J. 2012, 14, 229-234.
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Miles et al. en monocitos humanos® y mas recientemente por Giner et

al. en un modelo de colitis crénica en ratones.®®

Por otro lado, la oleuropeina muestra otros efectos beneficiosos
relacionados con los trastornos cardiovasculares como actividad
vasodilatadora, de antiagregacion plaquetaria® o antiisquémica.®®
Algunos estudios in vivo con ratas con hipertension demuestran que el
extracto de hojas de olivo rico en oleuropeina provoca una disminucion
palpable en la tension arterial y la presion cardiaca.®® Mas interesante
resulta un ensayo clinico con 40 parejas de gemelos monocig6tigos
hipertensos, donde se ha demostrado que la ingestién de 1 g/dia de
extracto de hojas de olivo durante 8 semanas disminuye la presion
sistolica desde 137 + 10 a 126 * 6, experimentando adicionalmente una
bajada en los niveles de colesterol.”™

De manera similar a lo comentado sobre la actividad biolégica

del hidroxitirosol, la oleuropeina ha demostrado tener efectos

8 Miles, EA; Zoubouli, P; Calder, PC. Nutrition 2005, 21, 389-394.

% Giner, E; Recio, MC; Rios, JL; Giner, RM. J. Nat. Prod. 2013, 76, 1113-1120.

67 Singh, I; Mok, M; Christensen, AM; Turner, AH; Hawley, JA. Nutr. Metab.
Cardiovasc. Dis. 2008, 18, 127-132.

8 Andreadou, I; lliodromitis, EK; Mikros, E; Constantinou, M; Agalias, A; Magiatis,
P; Skaltsounis, AL; Kamber, E; Tsantili-Kakoulidou, A; Kremastinos, DT. J. Nutr.
2006, 136, 2213-2219.

8 Osim, EE, Mbajiorgu, EF, Mukarati, G, Vaz, RF, Makufa, B, Munjeri, O,
Musabayane, CT. Cent. Afr. J. Med. 1999, 45, 269-274.

0 Perrinaquet-Moccetti, T; Busahn, A; Schmidlin, C; Schmidt, A; Bradl, B; Aydogan,
C. Phyther. Res. 2008, 22, 1239-1242.
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antiproliferativos®:"%2 'y proapoptdticos”™ sobre diferentes lineas
celulares de cancer. Por ejemplo, existen evidencias de la inhibicion del
crecimiento y la metastasis del cancer de mama humano (células MCF-
7) xenotransplantadas en ratones hembra ovariectomizadas.’”* Mas
evidencias fueron encontradas en este mismo sentido en células MDA de
cancer de mama, revelando que el efecto antimetastasis se debe a una
estimulacion de la expresion de genes que codifican inhibidores de
metaloproteinasas (TIMPs) que facilitan la invasion, y a la supresion de

los genes que codifican dichas metaloproteinasas.’

La oleuropeina no solo es un agente anticancerigeno al combatir
el desarrollo del cancer o la metastasis, sino también por su funcién
contra procesos de angiogénesis necesarios para el crecimiento de
nuevos tumores. En este sentido, Scoditti et al.”® demostraron en un
estudio in vitro con células endoteliales, que la oleuropeina y el HT
impiden la formacién y migracion de los vasos angioblasticos via
inhibicion de la metaloproteinasa MMP-9 y la enzima proinflamatoria
COX-2.

I Mao, W; Shi, H; Chen, X; Yin, Y; Yang, T; Ge, M; Luo, M; Chen, D; Qian, X. Lat.
Am. J. Pharm. 2012, 31, 1217-1221.

2 Acquaviva, R; di Giacomo, C; Sorrenti, V; Galvano, F; Santangelo, R; Cardile, V;
Gangia, S; D’Orazio, N; Abraham, NG; Vanella, L. Int. J. Oncol. 2012, 41, 31-38.

8 Han, J; Talorete, TPN; Yamada, P; Isoda, H. Cytotechnology 2009, 59, 45-53.

4 Sepporta, MV; Fuccelli, R; Rosignoli, P; Ricci, G; Servili, M; Morozzi, G; Fabiani,
R. J. Funct. Foods 2014, 8, 269-273.

> Hassan, ZK; Elamin, MH; Daghestani, MH; Omer, SA; Al-Olayan, EM; Elobeid,
MA; Virk, P; Mohammed, OB. Asian Pacific J. Cancer Prev. 2012, 13, 4555-4559.
6 Scoditti, E; Calabriso, N; Massaro, M; Pellegrino, M; Storelli, C; Martines, G; De
Caterina, R; Carluccio, MA. Arch. Biochem. Biophys. 2012, 527, 81-89.
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También la oleuropeina ha demostrado ejercer efectos
terapéuticos en el higado. Asi mismo, en ratones BALB/c (cepa de
ratones albinos desarrollada por H. Bragg en 1913) con dafio hepatico
estimulado con CCls, el tratamiento con oleuropeina suministrado
intraperitonealmente promovié un efecto regenerador en el higado
gracias a una disminucion generalizada del estrés oxidativo y a la
inactivacion del factor TNF-o y la enzima COX-2.”” Dentro del grupo de
las enfermedades hepaticas, la esteatosis (0 higado graso) es considerada
como una de las mas dafiinas, sobre todo la no alcohdlica, ya que puede
evolucionar a fibrosis hepatica.”® Estd comprobado que la
suplementacion con oleuropeina mitiga la esteatosis en ratones inducida
por una dieta rica en grasas.”® Ademaés, en otro estudio también en
ratones, Kim y colaboradores® probaron que la dieta suplementada con
oleuropeina impedia la evolucion de la esteatohepatitis no alcohdlica a

fibrosis hepaética.

Algunas enfermedades neurodegenerativas ocurren tras una
pérdida progresiva de la funcion y la estructura neuronal. El estrés
oxidativo y el correspondiente dafio en el ADN mitocondrial de estas
células son dos factores importantes a tener en cuenta a la hora de
prevenir este tipo de enfermedades.®! Asi por ejemplo, la principal
patologia del Parkinson resulta ser la degeneracion y muerte de las

" Domitrovié, R; Jakovac, H; Marchesi, VV; Sain, I; Romi¢, Z; Raheli¢, D. Pharmacol.
Res. 2012, 65, 451-464.

8 Angulo, P. New Engl. J. Med. 2002, 346, 1221-1231.

" Park, S; Choi, Y; Um, SJ; Yoon, SK; Park, T. J. Hepatol. 2011, 54, 984-993.

80 Kim, SW; Hur, W; Li, TZ; Lee, YK; Choi, JE; Hong, SW; Lyoo, KS; You, CR; Jung,
ES; Jung, CK; Park, T; Um, SJ; Yoon, SK. Exp. Mol. Med. 2014, 46, €92.

81 Lin, MT; Beal, MF. Nature 2006, 443, 787-795.
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neuronas que se encuentran en la sustancia negra del cerebro medio (se
denomina sustancia negra por el pigmento oscuro de melanina que
generan las neuronas en dicha zona). Sin embargo, en un estudio in vivo
en ratas envejecidas, la administracion intraperitoneal de oleuropeina,
condujo a una disminucion de la oxidacion lipidica de las neuronas, asi

COMoO a una mayor supervivencia.®

Aunque aun se desconoce la causa o etiologia del Alzheimer, esta
patologia se caracteriza por la formacion de placas B-amiloides en el
tejido cerebral y la aparicion de ovillos fibrilares de proteinas-t en el
interior de las neuronas. Se ha descrito la formacidn de un complejo entre
la oleuropeina y el péptido -amiloide 1-40 o su forma oxidada, mediante
interacciones no covalentes,® lo que podria derivar en una nueva via de

investigacion del tratamiento de la amiloidosis.

1.5. Lipofilia y farmacocinética de compuestos fendlicos

La bondad de los compuestos fendlicos respecto a sus
propiedades beneficiosas para la salud ha quedado avalada por la gran
cantidad de estudios epidemiolégicos y cientificos publicados. Sin
embargo, a menudo existe una cierta desviacion entre los resultados
encontrados in vitro o ex vivo, y los obtenidos en los modelos in vivo.
Esta discrepancia, que hace que a veces parezca que los polifenoles
presenten de cierta pérdida de efectividad en su accion terapéutica, tiene

que ver con su metabolismo en un organismo complejo (animal,

82 Sarbishegi, M; Mehraein, F; Soleimani, M. Iran. Biomed. J. 2014, 18, 16-22.
8 Bazoti, FN; Bergquist, J; Markides, KE; Tsarbopoulos, A. J. Am. Soc. Mass
Spectrom. 2006, 17, 568-575.
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incluyendo humanos) en comparacion con su accion sobre otro mucho

mas simple (célula).

En general, para facilitar la excrecion de cualquier molécula
extrafa, los seres vivos tendemos a aumentar la polaridad del compuesto.
Con esto se consigue minimizar la absorcion de las moléculas por parte
de los tejidos y 6rganos de modo que la mayor parte del tiempo quedan
disueltos en la sangre, y posteriormente se elimina por la orina. Las vias
metabdlicas encaminadas a esto son, la ruptura de ésteres por parte de
esterasas, la oxidacion de cadenas alifaticas, alquenos y anillos
aromaticos por parte del citocromo P450, la oxidacion de heteroatomos
como N y S en las que intervienen monooxigenasas, y la reduccién de
carbonilos, dobles enlaces C-C, entre otras, catalizada por reductasas (y
en algunos casos, por el citocromo P450) y que conforman la fase | de la

excrecion de farmacos (Esquema 4).84

8 Graham L, P. En Pharmacokinetics and related topics. An Introduction to Medicinal
Chemistry, 5° Edicion; Oxford, 2013.
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Esquema 4. Reacciones tipicas del metabolismo de excrecidn de farmacos

La fase Il comprende las reacciones de conjugacion (sulfonacion,
glucuronidacion y acilacion) de los metabolitos procedentes de la
primera fase con sulfato, acido glucurénico y aminoacidos entre otros.
Estas reacciones catalizadas por distintas transferasas, vuelven a los

metabolitos mucho més polares y los inactivan por completo (Esquema
5)_84
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Glucuronil transferasas

R-OH HOOC o
7N MO
Alcohol HO oH OR
Eenol HOOC o UDP
Acido carboxilico HO
HO
OHO
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RX—=H - . RX*%*OH
Alcohol ©
Fenol
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0 ATP (e} CoASH 0] Aminoacido O COOH
—_— —_— —_— R
R™ OH  AciiCoA R™ “AMP R™ "SCoA  N.Aciltransferasa R H/KH

sintasa

Esquema 5. Reacciones de conjugacion del metabolismo de excrecion de farmacos

La rapida eliminacién de estas moléculas por la orina impide
desplegar parte del potencial terapéutico de los farmacos. Como ejemplo,
se ha determinado que la cantidad maxima de HT en sangre es alcanzada
tan solo tras 5-10 minutos después de su ingestion via oral, a partir del
cual sufre una rapida disminucion® como demuestra su vida media de

eliminacion de 2.4 h.88

Es por ello que la modificacion de la estructura de los compuestos
fenolicos para convertirse en derivados mas lipofilos puede suponer una
interesante estrategia para solventar el problema, ya que suelen mantener
las propiedades del compuesto original, y mejoran su biodisponibilidad.

Su mayor lipofilia les confiere una mayor resistencia a la degradacion

8 D’ Angelo, S; Manna, C; Migliardi, V; Mazzoni, O; Morrica, P; Capasso, G; Pontoni,
G; Galletti, P; Zappia, V. Drug Metab. Dispos. 2001, 29, 1492-1498.

8 Miro-Casas, E; Covas, MI; Farre, M; Fitd, M; Ortufio, J; Weinbrenner, T; Roset, P;
De la Torre, R. Clin. Chem. 2003, 49, 945-952.
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metabdlica y también los hacen méas aptos para incorporarlos a alimentos
de carécter lipidico, como aceites, margarinas y otros alimentos
procesados ya que adquieren mayor solubilidad en la matriz en la que se
incluyen ademas de ofrecer mejor efecto estabilizante.8” Un ejemplo de
ello son los derivados parcialmente acilados de la epigalocatequina-3-
galato, que exhiben mejores valores de inhibiciéon de la peroxidacion
lipidica en matrices lipidicas, y una mejor afinidad por las membranas
celulares en comparacion con el compuesto no acilado, lo que le permite

una mejor absorcion celular®® (Figura 7).

OCOR
OH
HO O_ R: (CH,)16CH3 85
" OCOR (CH5)3(CH=CHCH,)sCH5 86
. (CH5),(CH=CHCH,)¢CH5 87
‘0
OH OCOR
O
OH
OCOR

Figura 7. Estructuras de derivados lip6filos de epigalocatequina-3-galato

Un efecto parecido también se ha documentado para los ésteres
de distinta longitud de cadena del hidroxitirosol.®® De hecho, en muchas
ocasiones se puede asociar un aumento en la lipofilia con una mejora en

la biodisponibilidad, lo que tiene una consecuencia directa en la mejora

87 Gupta, A; Kagliwal, LD; Singhal, RS. En Biotransformation of Polyphenols for
Improved Bioavailability and Processing Stability. Advances in Food and Nutrition
Research, 2013 Elsevier Vol. 69, pp 183-217.

8 Zhong, Y; Shahidi, F. Food Chem. 2012, 131, 22-30.

8 Medina, I; Lois, S; Alcantara, D; Lucas, R; Morales, JC. J. Agric. Food Chem. 2009,
57, 9773-9779.
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de sus propiedades bioldgicas como se ha comprobado en los éteres
derivados del HT 88-95 (Figura 8).%

HOD/VOR R: (CH,),CHs 88-95
HO

x=2n+1;n=0-7

Figura 8. Alquil éteres del hidroxitirosol

En un estudio con muestras de sangre humana a los que se le
indujo una fuerte coagulacion, se comprobo el efecto antiagregante de
los éteres del HT. Este efecto estd producido por la inhibicion de la
produccion de tromboxanos B2, de prostaglandinas E> y de IL-1p, asi

como la inhibicion de las enzimas proinflamatorias COX-2 e iNOS.%!

Otros estudios demuestran una mejor actividad neuroprotectora y
anticancerigena en comparacién con el HT; concretamente, en un
modelo in vivo de hipoxia-reoxigenacion en ratas Wistar macho a los que
se suministraron los diferentes compuestos a razén de 20 mg/kg/dia
durante 7 dias, la administracion de los éteres del HT consigui6 reducir
la muerte de neuronas cerebrales. La oxidacion lipidica fue inhibida y la
concentracion de nitritos fue reducida gracias a estos éteres, lo que tuvo
como consecuencia una menor produccion de interleuquinas y el

consecuente efecto citoprotector.®? Finalmente, estos éteres han sido

% Calderén-Montafio, JM; Madrona, A; Burgos-Morén, E; Orta, ML; Mateos, S;
Espartero, JL; Lépez-Lé&zaro, M. J. Agric. Food Chem. 2013, 61, 5046-5053.

%1 Reyes, JJ; De La Cruz, JP; Mufioz-Marin, J; Guerrero, A; Lopez-Villodres, JA;
Madrona, A; Espartero, JL; Gonzalez-Correa, JA. Eur. J. Nutr. 2013, 52, 591-599.

%2 Mufioz-Marin, J; De La Cruz, JP; Guerrero, A; Lopez-Leiva, I; Lopez-Villodres, JA;
Reyes, JJ; Espartero, JL; Madrona, A; Labajos, MT; Gonzalez-Correa, JA. J. Agric.
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ensayados como agentes citotoxicos sobre células A549 de céancer de
pulmon y en células MCF-7 de céncer de mama, detectandose una
selectividad hacia las células malignas. La combinacion de una mejor
inhibicidn de la glicolisis en las células cancerigenas, la disminucion del
estrés oxidativo y su efecto protector en el material genético unido a su
mejor disponibilidad, parecen ser los responsables de la actividad

anticancerigena de los éteres del HT (Figura 8).%

1.6. Biocatalisis en Sintesis Organica mediante el uso de lipasas

Para llegar a ciertos compuestos quimicos de alto valor afiadido
que formen parte de farmacos, alimentos, productos agroquimicos o
cosmeticos, es necesario en muchas ocasiones llevar a cabo una serie de
transformaciones altamente regio, quimio y/o estereoselectivas.®® Para
ello, es habitual recurrir a largas y tediosas rutas sintéticas basadas en la
proteccion y desproteccion selectiva de ciertos grupos funcionales,® que
suponen un gran nimero de etapas de sintesis, el uso de catalizadores®®

y/o reactivos®®®" que pueden ser caros y toxicos.

En este contexto, la biocatalisis se convierte en una alternativa
atil respecto de los métodos clasicos de Sintesis Quimica.

Tradicionalmente, los microorganismos han sido usados como parte de

Food Chem. 2012, 60, 7659-7664.

% Bastian, AA; Marcozzi, A; Herrmann, A. Nat. Chem. 2012, 4, 789-793.

% Wong, CH; Zimmerman, SC. Chem. Commun. 2013, 49, 1679-1695.

% Denmark, SE; Ambrosi, A. Org. Process Res. Dev. 2015, 19, 982-994.

% Yoshida, H. ACS Catal. 2016, 6, 1799-1811.

% Bernini, R; Mincione, E; Barontini, M; Crisante, F. J. Agric. Food Chem. 2008, 56,
8897-8904.
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la elaboracion de productos comerciales aprovechando sus capacidades
bioldgicas innatas (como por ejemplo, la fermentacioncon levadura se
caracteriza por su alta selectividad en condiciones suaves y su bajo
coste®), sequida o no de modificaciones quimicas, con el objetivo de
mejorar aspectos como la actividad, la solubilidad, la absorcion o la
estabilidad del producto. Es por ello que en los ultimos afios, la
biocatalisis ha experimentado un intenso desarrollo para proveer nuevos
microorganismos, tanto aislados de la naturaleza, como modificados
genéticamente, que generen enzimas que sean capaces de: (a) tolerar
otros disolventes distintos del agua; (b) puedan permanecer soportados
en distintos materiales que permitan una mayor actividad, condiciones
mas extremas y capacidad de reutilizacion; todo ello para satisfacer las
necesidades de la Quimica Sintética y facilitar su utilizacion como

alternativa viable.%®

Asi, el uso de lipasas para dar lugar a compuestos fendlicos
lipofilos puede conllevar un ahorro tanto en el ndmero de etapas
sintéticas como en lo econdmico, asi como facilitar el uso de reactivos
“verdes”. De hecho, un buen numero de publicaciones de sintesis
organica tienen que ver con el uso de lipasas, y en menor medida
esterasas, sobre compuestos fendlicos para aumentar su lipofilia. Sin
embargo, su uso no se encuentra tan extendido en el campo de los
carbohidratos, aungue los productos de una derivatizaciéon selectiva
pueden ser de gran interés debido al nimero de aplicaciones de estos

nuevos derivados. Es bien conocido que los carbohidratos son

% Wohlgemuth, R; Plazl, I; Znidarsi¢-Plazl, P; Gernaey, KV; Woodley, JM. Trends
Biotechnol. 2015, 33, 302-314.
% Gupta, A; Khare, SK. Crit. Rev. Biotechnol. 2009, 29, 44-54.
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biomoléculas que intervienen en una amplisima variedad de procesos

fisioldgicos y patologicos. Por ejemplo, estan involucrados en procesos

100 101 102

de sefializacion celular,”™ infeccion="* o0 metastasis celular,”“ y poseen
una importante capacidad terapéutica ya que actuan como
glicomiméticos contra enfermedades metabolicas,'* como antivirales,'%

anticancerigenos'® o formando parte de vacunas.%

Las lipasas (o triacilglicerol hidrolasas, EC 3.1.1.3) son un tipo
particular de serina hidrolasas que, en principio, catalizan la hidrdlisis de
grasas a acidos grasos y glicerol en la interfase entre la fase lipidica y la
acuosa. Sin embargo, dependiendo de las condiciones de reaccion y los
reactivos que pongamaos en juego, son capaces de realizar otros procesos
de utilidad en sintesis como hidrdlisis de ésteres, esterificaciones,
transesterificaciones y transesterificaciones (Esquema 6).2

10 Mesnage, S; Dellarole, M; Baxter, NJ; Rouget, JB; Dimitrov, JD; Wang, N;
Fujimoto, Y; Hounslow, AM; Lacroix-Desmazes, S; Fukase, K; Foster, SJ;
Williamson, MP. Nat. Commun. 2014, 5, 4269.

101 Craig-Barnes, HA; Doumouras, BS; Palaniyar, N. J. Biol. Chem. 2010, 285, 13461
13470.

192 van Slambrouck, S; Groux-Degroote, S; Krzewinski-Recchi, MA; Cazet, A;
Delannoy, P; Steelant, WFA. Biosci. Rep. 2014, 34, art:e00138, 546-557.

103 | ¢pez, O; Merino-Montiel, P; Martos-Delgado, S; Gonzéalez-Benjumea, A. En
Carbohydrate Chemistry. Chemical and Biological Chemistry, 2012 RSC Vol. 38, pp.
215-262.

104 Wang, H; Huang, W; Orwenyo, J; Banerjee, A; Vasta, GR; Wang, LX. Bioorganic
Med. Chem. 2013, 21, 2037-2044.

105 pastuch-Gawotek, G; Malarz, K; Mrozek-Wilczkiewicz, A; Musiol, M; Serda, M;
Czaplinska, B; Musiol, R. Eur. J. Med. Chem. 2016, 112, 130-144.

106 Jones, LH. Nat. Chem. 2015, 7, 952-960.

197 Priji, P; Sajith, S; Faisal, PA; Benjamin, S. J. Microbiol. Biotechnol. Food Sci. 2016,
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O 0}
+ H o . T
R)J\O 2 R)J\OH + OH Hidrdlisis
X X
+ + H,0O Esterificacion
R” “OH OH R” 0 2
X X
+ ROH + OH Transesterificacion
R™ O R™ OR por alcohdlisis
X+ X X, + X
+ E S + Transesterificacion
R™ O R® "OH R "OH R™ O por aciddlisis

Esquema 6. Reacciones catalizadas por lipasas

Debido a su versatilidad, las lipasas gozan de un gran nimero de
aplicaciones en diferentes sectores de la industria, como la Farmacéutica,
la Alimentaria y la industria de la Detergencia.’®® Su mecanismo de
accion es igual al de las serina proteasas, por lo que en su sitio activo
podemos encontrar la triada de aminoacidos Ser-His-Asp/Glu
responsable de la catalisis. En el caso de las lipasas, su regioselectividad
puede ser explicada en base a dos factores: (a) el tamafio del sitio activo
y (b) la naturaleza de la region hidrofébica adyacente al sitio activo
(serina) determinada por la posicion de otros aminoacidos hidrofilicos
que estabilizan al intermedio tetraédrico.® El ciclo catalitico general

implica la activacion de un acilo por parte de la serina y la formacion de

6, 799-807.

108 v/jlleneuve, P. Biotechnol. Adv. 2007, 25, 515-536.

109 Anderson, EM:; Larsson, KM; Kirk, O. Biocatal. Biotransformation 1998, 16, 181—
204.
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un complejo acilo-enzima. En este punto, la intervencion de agua o
alcohol, conduce a la formacion del producto final y a la regeneracién de
la enzima (Esquema 7).

(0] (0]
r2 R\OJ\R1

1
O R Enzima
libre N
Intermedio Intermedio
acilo-enzima (Il) acilo-enzima (1)

R2-OH Complejo % R-OH

acilo-enzima

Esquema 7. Mecanismo catalitico general de las lipasas

En el campo de la Sintesis Organica, la lipasa B de Candida
antarctica (CALB) es con gran diferencia la mas utilizada tanto sobre
compuestos fendlicos como sobre otro tipo de sustratos debido a su
elevada resistencia a la desnaturalizacion térmica.!*%11112 Es por ello

que esta lipasa es utilizada para la sintesis de ésteres grasos de la vitamina

10 Ardhaoui, M; Falcimaigne, A; Ognier, S; Engasser, JM; Moussou, P; Pauly, G;
Ghoul, MJ. Biotechnol. 2004, 110, 265-271.

111 Kontogianni, A; Skouridou, V; Sereti, V; Stamatis, H; Kolisis, FN. J. Mol. Catal. B
Enzym. 2003, 21, 59-62.

112 Stevenson, DE; Wibisono, R; Jensen, DJ; Stanley, RA; Cooney, JM. Enzyme
Microb. Technol. 2006, 39, 1236-1241.
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C para su uso en alimentos!®** o para hacer lipofilicos algunos
monosacaridos, como el &cido glucurénico,*>® Ja glucosal'’ y la
fructosa.''® La acilacion de aminoacidos para llegar a “lipoaminoacidos”
esta cobrando cierto interés para la industria cosmética''® debida a su
accion antibacteriana, aunque su produccion mediante métodos
enzimaéticos es complicado debido a la escasa solubilidad de los sustratos
en disolventes organicos. Los rendimientos dificilmente superan el 20%
con independencia del sustrato y la lipasa utilizada, aunque se han
alcanzado algunos éxitos con CALB, como en la sintesis de homologos
de la N-lauroil-B-alanina.'?

El uso mas comun de las lipasas es la acilacion de compuestos
fendlicos, debido a las propiedades bioldgicas de estos y su vasta
heterogeneidad, presentandose en forma glicosilada o libre. En
bibliografia existe un gran nimero de trabajos, como por ejemplo la

esterificacion de: acidos fendlicos procedentes del té con alcoholes

113 Stamatis, H; Sereti, V; Kolisis, FN. J. Am. Oil Chem. Soc. 1999, 76, 1505-1510.
114 Adamczak, M; Bornscheuer, UT; Bednarski, W. Process Biochem. 2005, 40, 3177—
3180.

115 Villeneuve, P; Hills, G; Bachain, P; Pina, M; Caro, Y; Baréa, B; Guyot, B; Griining,
B; Graille, J. Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2002, 104, 394-401.

116 Otto, RT; Bornscheuer, UT; Scheib, H; Pleiss, J; Syldatk, C; Schmid, RD.
Biotechnol. Lett. 1998, 20, 1091-1094.

117 Ganske, F; Bornscheuer, UT. J. Mol. Catal. B Enzym. 2005, 36, 40—42.

118 gakaki, K; Aoyama, A; Nakane, T; Ikegami, T; Negishi, H; Watanabe, K;
Yanagishita, H. Desalination 2006, 193, 260-266.

118 Mhaskar, SY; Lakshminarayana, G; Saisree, L. J. Am. Oil Chem. Soc. 1993, 70, 23—
27.

120 |zumi, T; Yagimuma, Y; Haga, M. J. Am. Oil Chem. Soc. 1997, 74, 875-878.
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grasos,'?! acilacion de alcoholes fenolicos como el HT!?2123 y de
flavonoides glicosilados como la rutina 104!%* y la naringina 10825126
catalizada preferentemente por CALB con altas regioselectividades

(Esquema 8y 9).

21 Guyot, B; Bosquette, B; Pina, M; Graille, J. Biotechnol. Lett. 1997, 19, 529-532;
Guyot, B; Gueule, D; Pina, M; Farines, V; Farines, M. Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2000,
102, 93-96.

122 Buisman, GJH; Van Helteren, CTW; Kramer, GFH; Veldsink, JW; Derksen, JTP;
Cuperus, FP. Biotechnol. Lett. 1998, 20, 131-136.

123 Bouallagui, Z; Bouaziz, M; Lassoued, S; Engasser, JM; Ghoul, M; Sayadi, S. Appl.
Biochem. Biotechnol. 2011, 163, 592-599.

124 Xiao, YM; Wu, Q; Wu, WB; Zhang, QY; Lin, X. F. Biotechnol. Lett. 2005, 27,
1591-1595.

125 Kontogianni, A; Skouridou, V; Sereti, V; Stamatis, H; Kolisis, FN. Eur. J. Lipid Sci.
Technol. 2001, 103, 655-660.

126 Gayot, S; Santarelli, X; Coulon, D. J. Biotechnol. 2003, 101, 29-36.
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Esquema 8. Sintesis de &cidos y alcoholes fendlicos lipéfilos catalizada por la lipasa
B de Candida antarctica (CALB)

68



1. Introduccion general

(COOCH=CH,
(CHa)n
COOCH=CH,
_—
CALB
n=2
n=4 o
= H,C=CH-OCO(CH,),COO
n=8 HO
OH
104 105-107
o
% s "
o
Om O
(0] (o}
HO \,%‘J/‘/ HO)LW HO 5
CALB o
HO HO OH O
OH =8
n= 10
108 =14 109-112

Esquema 9. Sintesis de flavonoides lipéfilos catalizada por la lipasa B de Candida
antarctica (CALB)
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2. SINTESIS DE DIACIL DERIVADOS DE GLICOLES
PROCEDENTES DEL OLIVO. NUEVA SINTESIS DE
3,4-DIHIDROXIFENILGLICOL

En este capitulo se detalla la sintesis quimica de dos nuevas
familias de diésteres de catecoles procedentes del olivo, una a partir del
3,4-dihidroxifenilglicol y una segunda a partir del hidroxitirosol. Asi
mismo, en este mismo capitulo se describe una nueva sintesis del 3,4-

dihidroxifenilglicol.

2.1. Nueva sintesis de 3,4-dihidroxifenilglicol

El 3,4-dihidroxifenilglicol 3 es un compuesto fendlico del olivo
que se puede aislar del alperujo al igual que el HT aunque en menor
proporcion.t?”4>  Dicho compuesto posee una mayor capacidad
antioxidante que el HT* sin embargo, su potencial actividad bioldgica
aun esta por explorar, posiblemente debido a su elevado coste (191.0
€/25 mg en Sigma-Aldrich) y a la inexistencia de una ruta de sintesis

facil y viable.

En este grupo de investigacion se desarrollé una primera ruta de
sintesis quimica del DHPG a partir de HT en cinco etapas mediante
proteccién de los hidroxilos fendlicos, halogenacion de la cadena lateral

seguida de deshidrohalogenacion y dihidroxilacion con OsOa4 del vinil

127 Fernandez-Bolafios, J; Guillén-Bejarano, R; Jiménez-Araujo, A; Rodriguez-Arcos,
R; Rodriguez-Guitiérrez, G. PCT Int. Appl. 2010, WO 2010070168 Al 20100624.
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catecol y posterior desproteccion (Esquema 10).12 Dicha ruta, aunque
da acceso al producto deseado, tiene como principal inconveniente el alto

precio de la materia prima (738.0 €/100 mg en Sigma-Aldrich).

AT A

OSO4

OH 3 pasos

OH
H, GPO OH
DHPG — ~—

GPO

Esquema 1. Sintesis de DHPG a partir de HT

En esta tesis doctoral, hemos desarrollado una nueva metodologia
sintética para obtener DHPG a partir del cloruro de 3,4-dihidroxifenacilo
113, menos costoso (87.3 €/25 g en Sigma-Aldrich) y con menor nimero

de pasos que en la ruta anterior. La etapa clave es la reduccion del grupo

128) dpez-Garcia, MA. Tesis Doctoral: “Tio y aza derivados del hidroxitirosol. Sintesis

y actividad biologica.” Mayo 2011.
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carbonilo en posicion bencilica del derivado 114 (Esquema 11).

0] @]
HO Cl Acetilacion AcO OAcC
titucia
HO y sustitucién AcO
113 114
l Reduccion
OH OH
HO OH Desacetilacion  AcO OAc
HO AcO
3 1

Esquema 2. Propuesta de esquema de sintesis de DHPG a partir del cloruro de 3,4-
dihidroxifenacilo

La sintesis del compuesto 114 partiendo del citado cloruro de
fenacilo (Esquema 12) se llevo a cabo mediante una modificacion del
método descrito por Tozuka et al.!?® afiadiendo 2 equiv de NaOAcC en
Ac20 a reflujo durante 6 h. El proceso implica una acetilacion de los

hidroxilos fendlicos y una reaccion Sn2 en la que el cloro se desplaza por

acetato.
0 0 0
HOD)‘\/CI NaOAc/Ac,0O ACO:@)J\/OAC ACO:@)J\/CI
D +
HO Reflujo AcO AcO
113 114 115

Esquema 3. Sintesis del triacetilfenacilo

129 Tozuka, H; Michikazu, O; Hisayoshi, K; Takahashi, K. J. Wood Sci. 2005, 51, 48—
59.
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Tras separacion cromatografica del cloro derivado 115
intermedio, se obtiene el producto deseado 114, con un rendimiento del
88%. El compuesto es facilmente identificable por *H-RMN debido a un
claro desapantallamiento, por encima de 7 ppm, de los protones del anillo
aromatico con respecto al material de partida; y por las sefiales de los
grupos acetilos en torno a 2.2 y 2.3 ppm para los acetilos de la cadena

alifatica y los aromaticos, respectivamente.

La reaccion de reduccion entrafid mas complicaciones de lo
inicialmente esperado. En una primera aproximacion, se intentd la
reduccion con distintos hidruros como NaBHs y NaBH(OAc)s. El
NaBHa resulté ser un reductor demasiado enérgico pues en todos los
ensayos se detectaban, mediante cromatografia en capa fina, mezclas
muy complejas de compuestos, incluso usando disolventes apréticos
como el THF, variando las proporciones de reductor y su secuencia de
adicion. Estas mezclas pueden deberse a la conocida facilidad de los
catecoles a sufrir reacciones de autooxidacién hasta quinonas al pH

basico generado durante la reaccion.*

Sin embargo, el uso de un reductor méas suave y compatible con
el medio acido como es el NaBH(OACc)3 en AcOH glacial, permitio la
reduccion del carbonilo. EI mejor rendimiento se obtuvo a temperatura
ambiente usando tres porciones del reductor en intervalos de 10 minutos

(Esquema 13).

130 schweigert, N; Zehnder, AJB; Eggen, R. Environ. Microbiol. 2001, 3, 81-91.
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0] OH
AcO OAc NaBH(OAc)3 AcO OAc
AcO AcOH AcO
ta
114 1

Esquema 4. Reduccion del carbonilo en cido acético glacial

La reaccion finaliza al cabo de 30 minutos obteniéndose el
producto con un rendimiento del 55%. La estructura del compuesto se
confirma en el espectro de masas, pero sobre todo por la aparicion en tH-
RMN de un doble doblete a 4.95 ppm que corresponde al nuevo H-1
(Figura 9). Las sefales a 2.29, 2.28 y 2.10 permiten comprobar que no
ha habido desacetilacion en el transcurso de la reaccion.

Figura 1. Espectro de *H-RMN (300 MHz) de 1 en CDCl;

Con objeto de mejorar el rendimiento de la reaccion, se intento la
reduccion afiadiendo los 3 equiv de NaBH(OAC)s desde el principio y
disminuyendo la temperatura a 0 °C. Para evitar la congelacion del
AcOH se diluyé con THF, encontrando que la mezcla de AcCOH/THF 4:1
permanecia liquida a dicha temperatura de reaccién. Sin embargo, el

rendimiento bajé en torno al 40% en estas nuevas condiciones debido a
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la formacion de un subproducto. Se intentd la reduccion en las mismas
condiciones, pero afiadiendo 1 equiv de CeCls, segun un procedimiento

131

analogo al descrito por Luche*** para la reduccién de carbonilos

conjugados a alcoholes.

Bajo estas nuevas condiciones, el crudo de reaccion mostro la
presencia de 1 y de un segundo producto al término de la reaccion (15
min). La separacion cromatografica y los espectros de H-RMN
permitieron deducir que la estructura de este nuevo compuesto 116,
debia tener 4 grupos acetilo correspondientes a los 4 singuletes a 2.31-
2.20 ppm, y que sorprendentemente, la molécula deberia poseer un doble
enlace puesto gque s6lo se observaba una unica sefial no aromatica a 7.7
ppm correspondiente a un proton (Figura 10). Nétese que el conjunto de
los carbonos C-1 y C-2 de este compuesto, tienen el mismo estado de
oxidacion que el compuesto 114. Podemos suponer que 116 se ha
formado por enolizacion de la cadena lateral de 114 seguido de una
reaccion de acetilacion del hidroxilo endlico. Este compuesto no ha sido

previamente descrito.

OAc
AcO x_OAc

AcO
116

Figura 2. Espectro *H-RMN (300 MHz) 114 en CDCls

181 | uche, JL. J. Am. Chem. Soc. 1978, 100, 2226-2227.
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Cambiando de estrategia con el objetivo de maximizar el
rendimiento, se optd por ensayar un meétodo alternativo al empleo de
hidruros. Se llevdo a cabo la hidrogenacion catalitica a presion
atmosférica descrita por Jakobsen et al.,*3 en la reduccion de cetonas en
posicién bencilica usando Pd sobre carbon como catalizador. La reaccion
fue llevada a cabo a presion atmosférica y a temperatura ambiente hasta
desaparicion completa del compuesto de partida 114. Inesperadamente,
el espectro de protones del crudo de reaccion mostré dos compuestos de

igual naturaleza, pero con diferente grado de acetilacion (Esquema 14).

(@] OH OAc
AcO OAc H,, Pd/IC  AcO OAc AcO OAc
— > +
AcO EtOH, ta AcO AcO
114 1 2

Esquema 5. Reduccién del grupo carbonilo de 114 mediante hidrogenacion catalitica

La separacion cromatografica de ambos compuestos permitio
confirmar la estructura de los productos de la reaccion. Asi, en el H-
RMN de 2 el proton H-1 se encuentra bastante mas desapantallado que
el correspondiente H-1 de 1 (6.01 frente a 4.95 ppm). La formacion del
compuesto 2 durante la reduccidon puede ser debido a migraciones
intermoleculares de grupos acetilos sobre hidroxilos aromaéticos.
Ademas, se comprob6 que pequefias adiciones de Ac20 a la mezcla de
reaccion repercutian en un aumento de la proporcion del derivado
tetraacetilado. Finalmente, con la adicion de un equiv de Ac2O y 0.15
equiv de Pd/C, e hidrogenando a presion atmosférica durante 6 h se

132 Jakobsen, P; Treppendahl, S; Andersen, PH; Klysner, R; Geisler, A; Teuber, L. J.
Med. Chem. 1985, 28, 1962-1964.
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consiguié un rendimiento global del 78%, obteniéndose 1 con un 46% y
2 con un 32%.

La posibilidad de realizar la etapa de reduccion mediante
hidrogenacion catalitica brinda una serie de ventajas: (1) es una reaccion
sencilla de llevar a cabo, se produce en condiciones suaves y no conlleva
un cambio del pH del medio; (2) es facilmente escalable habiéndose
podido reproducir los resultados incluso en escala de gramos; (3) la
aparicion de dos productos 1 y 2, no afiade ninguna problemaética
adicional pues, en principio, es posible realizar la desacetilacion sobre la

mezcla sin purificacion previa.

Para la desacetilacion, Ultima etapa en la ruta propuesta, se
consideraron dos posibilidades: realizarla en medio basico o en medio
acido. Aungue ya se ha comentado la especial labilidad de estos
compuestos en medio béasico, decidimos comenzar los ensayos de
desacetilacion usando tres tipos de carbonatos: Cs2COs, K2COs y
Na2COgz, usando MeOH como disolvente. Todos los intentos resultaron
ser infructuosos incluso con diferentes equivalentes de base o la adicion
de ascorbato sodico para minimizar los problemas de oxidacién. En
general, los problemas observados fueron, o bien la generacion de
complicadas mezclas de productos, o bien la aparicion de precipitados,

originados posiblemente por oxidacion y/o procesos de oligomerizacion.

Antes de explorar la via de la desacetilacion de 1 y 2 en medio
acido, se planted la posibilidad de intercambiar el orden de las etapas de
reduccién y desacetilacion en la ruta general, de modo que primero se
desacetilara el compuesto 114 y posteriormente se redujera hasta 3 por

hidrogenacion catalitica (Esquema 15).
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O (0] OH
ACOQ)K/OAC desacetilacion HO OH reduccion HO:Q)\/OH
_— > —_—
AcO HO HO
114 3

17

Esquema 6. Propuesta de sintesis del DHPG 3 mediante desacilacion de 114 seguida
de reduccion

La reaccién de desacetilacion para dar 117 se realizd sin
problemas con rendimiento del 80% siguiendo un procedimiento
descrito en bibliografia'?® consistente en una metanolisis con HCI a 50
°C durante una noche. Sin embargo, los intentos por reducir el grupo
carbonilo de cetona, tanto con reductores tipo hidruro como por
hidrogenacion catalitica, resultaron ser fallidos por degradacion del

compuesto en el primer caso y por poca reactividad en el segundo.

Este hecho pudo deberse a que el carbonilo de 117 no es lo
suficientemente electrofilo como para aceptar un hidruro, como puede
deducirse de la contribucion de la forma resonante indicada en la Figura
11, donde se observa la existencia de un efecto “push-pull” que estabiliza
de forma especial a la molécula, y reduce la contribucién de la forma con

separacion de carga C*-O-.

O S0
HO @ OH HO _ OH
8
HO HO
®
117
Figura 3.

Como otra alternativa a ensayar, se retomd la ruta inicial de

desproteccién de la mezcla de compuestos 1y 2, logrando realizar con
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éxito la desacetilacion mediante hidrolisis con H2SO4 2N durante una
noche a temperatura ambiente. La purificacion cromatografica previa
neutralizacion con NaHCO3 condujo finalmente al compuesto deseado 3
con un rendimiento del 55%. Los espectros de RMN y masas
comparados con los de la bibliografia confirmaron la desacetilacion

completa y la obtencién del producto final (Figura 12).

Figura 4. Espectro de *H-RMN (300 MHz) del DHPG 3 en (CD3).CO

Como conclusion, mediante esta nueva aproximacion sintética
hemos conseguido una mejora notable en la sintesis del DHPG en tres
aspectos fundamentales, ya que se ha acortado el nimero total de pasos
de 5 a 3 pasos, se ha mejorado el rendimiento global hasta un 38%, y se
ha establecido una ruta sintética, en general, mucho mas ventajosa desde

el punto de vista econémico.

2.2. Sintesis de derivados lipéfilos de glicoles procedentes del olivo

Es bien sabido que los polifenoles del olivo, y mas
concretamente, aquellos que se encuentran en el aceite de oliva virgen

extra, poseen un numero considerable de propiedades farmacoldgicas
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beneficiosas, como son por ejemplo la actividad anticancerigena®

y la
antiinflamatoria.®®* Sin embargo, su caracter hidréfilo inherente puede
ser un inconveniente en organismos vivos debido a un balance hidrofilo-
lipofilo inadecuado que dificulta el ejercicio de su papel terapéutico al
no atravesar facilmente las membranas celulares impidiendo su

absorcion.

Es por ello que nos planteamos la sintesis de derivados de
reconocida importancia biologica, pero con una lipofilia mayor con
objeto de mejorar sus propiedades farmacocinéticas y su
biodisponibilidad.

2.2.1. Sintesis de derivados lipofilos del 3,4-dihidroxifenilglicol

La manera mas sencilla de aumentar la lipofilia de una molécula
con grupos hidroxilos es mediante su transformacion en ésteres. Debido
a que la actividad antioxidante de estos compuestos, origen en muchos
casos de su actividad biologica, la ejerce el grupo catecol, nos
planteamos solo la esterificacion de los hidroxilos en la cadena lateral

para obtener ésteres de distinto nimero de carbonos.

La sintesis de este tipo de derivados resulta muy sencilla desde el
punto de vista tedrico ya que Unicamente es necesaria una etapa de
proteccion/desproteccion del catecol y otra de funcionalizacion
(Esquema 16). Como grupo protector del catecol, encontramos que la

133 Cardeno, A; Sanchez-Hidalgo, M; Alarcon-de-la-Lastra, C. Curr. Med. Chem. 2013,
20, 4758-4776.
134 parkinson, L; Keast, R. Int. J. Mol. Sci. 2014, 15, 12323-12334.
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bencilacion resultaba més satisfactoria que la proteccion con el grupo o-

xileno que habia utilizado previamente nuestro grupo de investigacion.

OH OH
HO OH K,CO4/BrBn BnO OH
_—
Acetona
HO Reflujo BnO
3 4
Ac,0 o RCOX
Piridina
i Ji§
N o R
HO O\H/R H,/Pd BnO O\n/R
-
O
HO O BnO
10-14 5y10R = Me 59
6y1M R=Pr

7 Yy 12 R = (CH2)6CH3
8 Yy 13R = (CH2)10CH3
9 Yy 14 R = (CH2)14CH3

Esquema 7. Sintesis de los derivados lipofilos de 3,4-dihidroxifenilglicol 10-143%

La proteccion del grupo catecol por bencilacién se ha llevado a

cabo®® mediante adicion de 1.3 equiv de BrBn en acetona a reflujo,

185 Aparicio-Soto, M; Sanchez-Fidalgo, S; Gonzalez-Benjumea, A; Maya, I;
Ferndndez-Bolafios, JG; Alarcon-de-la-Lastra, C. J. Agric. Food Chem. 2015, 63, 838—
846.

1% Madrona, A; Pereira-Caro, G; Mateos, R; Rodriguez, G; Trujillo, M; Fernandez-
Bolafios, J; Espartero, J. Molecules 2009, 14, 1762-1772.
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usando como base 2 equiv de K>COs, lo que proporciona el producto

dibencilado 4 con un buen rendimiento, 81%.

Se procedidé entonces a la esterificacion de 4 de manera
convencional en piridina y usando Ac20 o los correspondientes cloruros
de &cido (cloruro de butanoilo, octanoilo, dodecanoilo, hexadecanoilo)
como fuente de acilo. Esto permitié el acceso a los compuestos 5-9 con
excelentes rendimientos que fueron desde el 95% hasta cuantitativos;
observandose en *H-RMN un claro desapantallamiento para los protones
H-1y H-2 entorno a 5.9y 4.2 ppm, que permiten confirmar rapidamente
la formacion de los ésteres (Figura 13).

L J }““vJ}’UJk

ek
M b b JU{ e

T T T T T T T T T T T T T T
75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm

Figura 5. Espectros comparativos de *H-RMN (300 MHz). 4 (abajo), 6 (central) y 11
(arriba)

La desproteccion de los bencilos finalmente se llevé a cabo

mediante hidrogenacién catalitica a presion atmosférica y temperatura
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ambiente usando Pd/C al 10% como catalizador con tiempos de reaccion
entre 2-15 h, obteniéndose 10-14 con rendimientos entre excelentes y
aceptables (93-57%). Se comprobé que, a medida que los ésteres eran de
cadena mas larga, se necesitaba mas cantidad de catalizador para la
hidrogenacion (6.5%-65% mol).

De esta forma hemos descrito el acceso a una nueva familia de
derivados lipofilos del 3,4-dihidroxifenilglicol que hace uso de

reacciones clésicas que ademas, son féciles de realizar y escalar.

2.2.2. Sintesis de derivados lipofilos del 2,3-dihidroxilpropil
hidroxitirosil éter

Nos propusimos la sintesis de analogos a los derivados lipéfilos
10-14, en los que el fragmento de glicol diacilado no estuviera unido
directamente al fragmento de catecol, sino enlazado al HT mediante una
funcién éter. En primer lugar, abordamos la sintesis del 2,3-
dihidroxilpropil hidroxitirosil éter que tuviera protegido los hidroxilos
fenolicos 17 para posteriormente diacilar el fragmento de glicol seguido

de la desproteccion del catecol.

Para ello, se ensayaron dos posibles rutas de sintesis: la primera
implica la formacion del glicidil éter 15 seguido de la apertura del anillo
de oxirano y la segunda la formacion del alil éter 16 seguido de
dihidroxilacion (Esquema 17).
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0
Bno]ij/vovﬁ
BnO
15
\ OH
Bn0:©/vo\)\/OH
BnO
/ 17
BnO]@/VO\/\
BnO

16

HO OH proteccisn BNO OH
-
HO BnO
67 118 \

Esquema 8. Sintesis del 2,3-dihidroxilpropil hidroxitirosil éter protegido en el catecol
17

Para la proteccién del HT, se procedio a la bencilacion segun esta
descrito en bibliografia, ' obteniéndose el HT di-O-bencilado 118 con
buen rendimiento (80%). La formacion del glicidil éter 15 a partir de
hidroxitirosol bencilado se consiguié por sustitucion nucledfila con
exceso de epiclorhidrina (15 equiv) y exceso de NaH (30 equiv) en DMF
seca a 50 °C obteniendose 15 con un rendimiento del 60% (Esquema 18).
La estructura de la molécula fue confirmada por EM y *H-RMN donde
se observan los dos dobles dobletes tipicos, a 3.71 y 3.36 ppm, de los

epoxidos monosustituidos (Figura 14).

)
NaH
BnOD/\/OH Epiclorhidrina Bnojij/\/o\/A
_—
DMF
BnO 50 °C BnO
118 15

Esquema 9. Sintesis del glicidil éter del HT protegido
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Figura 6. Espectro de *H-RMN (300 MHz) del glicil éter 15 en CDCls;

Repetidos intentos por optimizar la reaccion empleando menores
cantidades de epiclorhidrina y base resultaron infructuosos obteniendo
rendimientos de reaccion mucho menores. Asi mismo, cuando en la
reaccion se emplea un exceso de tan solo 3 equiv de epiclorhidrina y
base, se forma ademéas del glicidil éter 15, un diéter simétrico 119
(Esquema 19), cuya estructura pudo determinarse con facilidad por H-
RMN, debido a la aparicidon de un multiplete para 1 protén a 4.04 ppm y
a un doblete ancho a 3.70 ppm para 4 protones, que corresponden al
fragmento de glicerol del nuevo compuesto. En estas condiciones, se
consiguio obtener el compuesto 15 con un 32% de rendimiento y el 119

con un 27%.

NaH

OH

BnO OH  Epiclorhidrina BnO. O\/K/O OBn

— 15 + :©/\/ \/\©:

DM

BnO 50 °C BnO OBn
119

118

Esquema 10. Formacidn del glicidil éter 15 junto con el diéter simétrico del glicerol
119

Este resultado estd relacionado con el menor exceso de

epiclorhidrina cuando se genera in situ el alcoxido derivado de 118. El
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glicidil éter es mayoritario cuando el alcoxido se encuentra con un gran
exceso de epiclorhidrina, y se consume antes de que ataque al fragmento
de oxirano de 15. Por el contrario, si el exceso no es suficiente, el
alcdxido remanente puede atacar al anillo de oxirano del glicidil éter 15

formado, dando como resultado el diéter 119.

Una vez optimizada la formacion del glicidil éter se procedio a la
apertura del oxirano catalizada por acido para obtener el diol 17
correspondiente. Dicha sintesis fue realizada de manera exitosa (69%)
empleando una metodologia similar a la utilizada por Row et al.r*’
(Esquema 20) y que consiste en la adicion de HCIO4 en dioxano/agua

2:1 (v/v) a temperatura ambiente durante 24 h.

0 OH

Bn0:©/\/0\/A HCIO, Bn0:©/\/0\)\/OH
_—
BnO Dloxatnao/HZO BRO

15 17

Esquema 11. Sintesis de 2,3-dihidroxilpropil hidroxitirosil éter 17 mediante apertura
de epdxido

Por otro lado, se procedi6 a explorar una segunda via con objeto
de determinar la ruta mas ventajosa. La sintesis del O-alil derivado 16 a
partir del di-O-bencil hidroxitirosol 118 se realizé de manera eficaz por
tratamiento de 118 con bromuro de alilo en THF a reflujo en presencia
de hidruro de sodio (Esquema 21), tal y como se confirmd mediante EM
y RMN. En el *H-RMN de 16 se observa el complejo sistema de spin

correspondiente a la presencia del grupo alilo (Figura 15).

187 Row, EC; Brown, SA; Stachulski, AV; Lennard, M. Org. Biomol. Chem. 2006, 4,
1604-1610.
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NaH
Br
BHOD/\/OH X BHOD/\/O\/\
THF
BnO Reflujo BnO
118 16

Esquema 12. Sintesis alil hidroxitirosil éter protegido en el catecol 16

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 pmm

Figura 7. Espectro de *H-RMN (300 MHz) del alil éter 16 en CDCl;

La conversion del compuesto 16 en el glicol 17 (Esquema 22) fue
Ilevada a cabo mediante dihidroxilacién de Upjohn, siguiendo el método
desarrollado por Van Rheenen et al 38

OsOy4 OH
Bn0:©/\/o\/\ N,O-Metilmorfolina Bn0:©/\/0\)\/OH
BnO H,O/Acetona BnO

16 17

Esquema 13. Sintesis 2,3-dihidroxilpropil hidroxitirosil éter protegido en el catecol 17
mediante dihidroxilacién del grupo vinilo

1% Van Rheenen, V; Kelly, RC; Cha DY. Tetrahedron Lett. 1976, 17, 1973-1976.
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La reaccion transcurrié en 5 h a temperatura ambiente con un
rendimiento del 75%, quedando asi patente la conveniencia de la via de
la dihidroxilacion como mejor ruta para llegar al diol. La acilacion
convencional (con anhidrido acético o con cloruro de butanoilo,
octanoilo, dodecanoilo y hexadecanoilo) nos proporciono los derivados
diacilados y bencilados 18-22 y la posterior eliminacién de los grupos
bencilos por hidrogendlisis (Esquema 23), condujo a la formacion de los

correspondientes nuevos derivados lipofilos de HT 23-27.

OH

0
O)J\R
BnO 0. _OH Ac00ROX Bno oA _o_Rr
- el O e
Pirid
Bno iridina BnO (0]

17 18-22
H,/Pd H,/Pd
1
OH 0" "R
HO:©/\/O\)\/OH HO:©/\/O\)\/O\H/R
o)
HO 18y23R=Me O
28 19y 24R = Pr 23-27

20y 25 R = (CH,)¢CHs
21y 26 R = (CHy);oCHs
22y 27 R = (CHy);,CHs

Esquema 14. Sintesis de los nuevos derivados lipéfilos de HT

Los rendimientos obtenidos en las reacciones de acilacion de 17
fueron entre buenos y excelentes (de 80% a cuant.), confirmandose sus
estructuras mediante EM y RMN, siendo de nuevo caracteristico en *H-
RMN el desapantallamiento de los protones del fragmento de glicerol
desde 3.6-3.4 ppm a 5.2-4.1 ppm. En cuanto a las hidrogendlisis, dichas

reacciones se realizaron eficazmente a temperatura ambiente y presion
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atmosférica en 12 h obteniéndose los compuestos 23-27 con
rendimientos entre 81% y cuant. (Figura 16). Podemos afiadir que,
siguiendo una metodologia anéloga a la usada para los derivados del 3,4-
dihidroxifenilglicol 3, hemos preparado una segunda y novedosa familia

de diésteres lipofilos de HT.

N
r
=
=
[

_,JJ Uuqm ‘ J e

JJMMUMLMMML

T
75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 1 0 ppm

Figura 8. Espectros comparativos de *H-RMN (300 MHz) en CDCls. 19 (abajo), 24
(central) y 28 (arriba)

Cabe destacar que los compuestos 23-27 poseen una estrecha
analogia estructural con los derivados de diacilgliceroles que forman
parte de los lipidos de las membranas celulares, lo cual puede hacer que
contribuyan especialmente a su proteccion y a facilitar procesos de

transporte hacia el interior de las células.

Ademas, si la hidrogendlisis se realiza sobre el 2,3-
dihidroxipropil derivado 5, se obtiene con buen rendimiento (92%) el
2,3-dihidroxilpropil hidroxitirosil éter 28. Este compuesto puede ser

considerado un derivado dihidroxilado del propil hidroxitirosil éter el
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cual ha mostrado un excelente efecto protector en células hepaticas
humanas HepG2 frente al estrés oxidativo inducido por terc-butil
hidroperdxido.!3® Debido a esto, seria de gran interés comparar la
actividad de biologica de 28 con su analogo propil hidroxitirosil éter con
objeto de analizar la influencia de los dos hidroxilos y el correspondiente

aumento de la hidrofilia en sus propiedades.

139 pereira-Caro, G; Sarria, B; Madrona, A; Espartero, JL; Goya, L; Bravo, L; Mateos,
R. J. Agric. Food Chem. 2011, 59, 5964-5976.
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3. SINTESIS QUIMIOENZIMATICA DE DERIVADOS
LIPOFILOS DE COMPUESTOS FENOLICOS Y
CARBOHIDRATOS

El presente capitulo se ha realizado en colaboracion con el grupo
de investigacion de la Profesora Encarnacion Mellado, del departamento
de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Sevilla, en el marco del proyecto de investigacion
“Extremozimas Lipoliticas como Catalizadores Regioselectivos Utiles en
la Sintesis de Carbohidratos y Polifenoles Lip6filos” (P11-CV1-7427),
concedido por la Consejeria de Innovacion, Ciencia y Empresas de la

Junta de Andalucia.

Nuestro objetivo era el aislamiento y caracterizacion de extractos
enzimaticos con capacidad lipolitica procedentes de microorganismos,
concretamente bacterias, que producen enzimas de tipo lipasas y/o
esterasas excretandolas hacia el exterior de la célula (exoenzimas) para

obtener una fuente de lipidos.14°

Con dichos extractos, se pretendio estudiar su viabilidad como
catalizadores en reacciones de sintesis organica para asi tener acceso a
nuevos compuestos con potencial actividad biolégica. En una segunda
etapa, una vez detectados los mejores extractos enzimaticos, se
procederia, en el grupo de la Prof. Mellado, al aislamiento de la
secuencia de aminoacidos para su posterior traduccién inversa, clonacion
del gen en E. coli y purificacion de las proteinas recombinantes

producidas. Esto daria acceso a enzimas puras, lo que podria derivar en

140 Macrae, A. R. J. Am. Oil Chem. Soc. 1983, 60, 291-294.
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posibles mejoras en el rendimiento de las reacciones, asi como la
posibilidad de determinar la verdadera actividad enzimética para un

determinado sustrato.

3.1. Procedencia y descripcidn general de las lipasas

Todos los extractos enzimaticos usados en esta tesis proceden de
microorganismos recogidos de diferentes industrias del campo de la
alimentacion, y siempre relacionados con ambientes grasos como por
ejemplo, almazaras de aceite, conserveras de pescado o secado y curado

de jamon.

Se cultivaron los microorganismos que contenian cada una de las
muestras recogidas para someterlas luego a diferentes screenings o
cribado que permitieron evaluar su actividad lipolitica. 4142143 Una vez
se identificaron los mejores candidatos, se recogian los sobrenadantes
conteniendo las enzimas y se purificaban mediante didlisis. Finalmente,
los extractos dializados se liofilizaban resultando en un polvo fino y
blanco, facilmente manipulable y apto para su pesada y uso en reacciones

quimicas.

Los extractos enzimaticos nativos, asi como las lipasas

comerciales utilizadas en esta Tesis doctoral fueron las siguientes:

141 Teng, Y; Xu, Y. Anal. Biochem. 2007, 363, 297-299.

142 Escobar-Nifio, A; Luna, C; Luna, D; Marcos, AT; Canovas, D; Mellado, E. PLoS
One 2014, 9104063.

143 sanchez-Barrionuevo, L; Gonzalez-Benjumea, A; Escobar-Nifio, A; Garcia, MT;
Lépez, O; Maya, |; Fernandez-Bolafios, JG; Canovas, D; Mellado, E. PLoS One 20186,
11e0166561.
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Abreviatura Microorganismo Procedencia
HR21-6 Bacillus pumilus Nativa
1B89 Enterobacter ludwigii Nativa
2B122 Terribacillus goriensis Nativa
2B120 Pseudomonas stutzeri Nativa

CALB Candida antarctica Sigma-Aldrich

BCL Pseudomonas cepacia Sigma-Aldrich

TLL Thermomyces Sigma-Aldrich

lanuginosus

Tabla 1. Enzimas utilizadas en reacciones de acilacion/desacilacion

3.2. Reacciones de acetilacion de polifenoles procedentes del olivo

Las primeras reacciones planteadas fueron las de
transesterificacion de grupos acetilo procedentes del acetato de
isopropenilo a polifenoles con potencial y/o reconocida actividad
biolégica tomando como modelo tres compuestos fendlicos del olivo:
hidroxitirosol, 3,4-dihidroxifenilglicol y alcohol protocatecuico
(Esquema 24).
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HO:©/\/OH
HO

Extracto enzimatico

HO OH

Derivados parcial o totalmente acilados
AcOX

HO

HOD/\OH
HO

120

© 2
o
T

Esquema 1. Reacciones enzimaticas de O-acilacion

Estas reacciones de acilacion nos permitirian determinar la

regioselectividad de las lipasas nativas en este tipo de sustratos.

Para comenzar, se optd por optimizar las condiciones para el caso
de la acetilacion del hidroxitirosol. Las condiciones de reaccion fueron
similares a las utilizadas por Torres de Pinedo et al.,*** pero en lugar de
usar como agente acilante y disolvente el acetato de etilo, decidimos usar
acetato de isopropenilo ya que, tras la transesterificacion, dicho reactivo
libera al medio acetona y no un alcohol, lo que provoca un

desplazamiento del equilibrio hacia los productos.

Las primeras reacciones, usando una relacion extracto/sustrato
1:1 en peso, mostraban una conversion global pobre tras 24 h de
reaccion. Aun asi, no se apreciaba una mezcla de productos compleja.

Decidimos afadir Celita® (tierra de diatomeas o kieselguhr) con la

144 Torres de Pinedo, A; Pefialver, P; Rondén, D; Morales, JC. Tetrahedron 2005, 61,
7654-7660.
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esperanza de que realizara una funcion de soporte para las lipasas que
aumentara su actividad, tal y como han reportado otros autores.}*® El
resultado observado, usando una relacion extracto/sustrato/Celita 1:1:1
en peso, es que se producia una mayor evolucion de la reaccion
disminuyendo la cantidad de reactivo de partida, pero con una
distribucion de productos muy similar a la que se producia en ausencia
de Celita.

Este hecho puede deberse a que entre la enzimay la Celita existan
una serie de interacciones no covalentes que provoquen la adopcion de
una conformacion méas adecuada de la proteina, junto con un posible

aumento del &rea interfacial sustrato/lipasa.'4®

En general, mediante TLC se podian distinguir una fraccién
mayoritaria mas polar, el acetato de hidroxitirosilo 29 y a un nimero
indeterminado de compuestos mas apolares y minoritarios. La
purificacion cromatogréafica en AcOEt-ciclohexano de uno de los
ensayos permitio el aislamiento de la fraccion mayoritaria, cuyo analisis
por RMN de proton y carbono nos llevo a la conclusion de que se
obtenian los dos regioisdmeros acetilados en el catecol (Esquema 25) en
relacion 2:1 (121:122).

145 Bastida, A; Sabuquillo, P; Armisen, P; Fernandez-Lafuente, R; Huguet, J; Guisan,
JM. Biotechnol. Bioeng. 1998, 58, 486-493.
146 Adlercreutz, P. Chem. Soc. Rev. 2013, 42, 6406-6436.
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extracto

67 121 122

Esquema 2. Productos mayoritarios de la reaccion de acetilacion catalizada por
extractos enzimaticos

La acilacion del HT con acetato de isopropenilo catalizada por
los distintos extractos de lipasas fueron cuantificados mediante el

analisis por *H-RMN de las distintas mezclas de reaccién tras 24 h

(Esquema 26 y Figura 17).
HO OH AcO OH
S O
AcO HO
121 122
Extractos
HO OH enzimaticos HO OAc AcO OH
O O
67 )J\ o 29 123
Celita, 40 °C
HO OAc AcO OAc
SIS Ol
AcO HO
124 125

Esquema 3. O-Acetilacion de HT 67 catalizada por extractos enzimaticos!43147

147 Escobar-Nifio, A; Sanchez-Barrionuevo, L; Canovas, D; Mellado, E; Gonzalez-
Benjumea, A; Lopez, O; Maya, |; Fernandez-Bolafios, JG. Bacterial strains and the uses

thereof in acylation and/or deacylation reactions. W02015169980 A1, 2015.
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ULU D UU'LJL*JJLM

J‘MUM )mnj\ \W\

s, Y,

T T T T T T T T T T
70 6.5 6.0 55 50 45 40 35 30 ppm

Figura 1. Espectros comparativos de *H-RMN (300 MHz) de la acetilacion catalizada
por extractos enzimaticos. HT 66 (arriba), HTAc 29 (central) y crudo de reaccion
(abaj0)143,147

Teniendo como referencia los espectros y por separado de 67, 121
+ 122 y 29, se identificaron las sefiales de 124 y 125 pudiendo de esta
manera realizar la cuantificacion de las distintas reacciones de acilacién

tal y como se muestra en la Tabla 2.

Compuesto  2B122 1B89 2B120 HR21-6 CALB

67 8% 12% 6% 4% -
121 36% 34% 44% 38% -
122 20% 16% 23% 21% -

29 19% 21% 11% 18% 100%
123 2% 2% 3% 3% -
124 10% 9% 5% 9% -
125 5% 6% 8% 7% -

Tabla 2. Conversion medida por *H-RMN de la O-acetilacion catalizada por extractos
enzimaticos!43147

De los datos recogidos de la tabla 2 podemos deducir que:
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1.

El uso de la Celita es conveniente para esta reaccion debido a
que el grado de conversion del HT es elevado, situdndose
entre el 88% para el Enterobacter y el 96% para el Bacillus.
El grado de regioselectividad es bajo.

Los productos mayoritarios son los derivados monoacetilados
121,122y 29.

De los derivados monoacetilados, los mayoritarios son los
regioisomeros acetilados en el catecol 121 y 122, que suman
rendimientos entre el 50% obtenido con Enterobacter y el
67% con Pseudomonas.

Parece existir cierta preferencia por la acetilacion en la
posicion para del anillo aromatico, ya que es el producto
mayoritario en casi todos los casos, tanto en los mono como

en los diacetilados.

Para las O-acetilaciones del 3,4-dihidroxifenilglicol 3, nos vimos

obligados a usar DMF para solubilizar el reactivo de partida ya que el

acetato de isopropenilo no era lo suficientemente polar. De hecho,

usando exactamente las mismas condiciones de reaccion empleadas para

el HT, apenas se observo reaccion.

La DMF conseguia disolver incluso el extracto enzimético, por

lo que también se prescindié de la Celita. Los primeros resultados

mostraron una distribucion de productos analoga a la obtenida con HT,

con la salvedad de que el grado de conversion no era tan elevado. Los

crudos de reaccion se analizaron por RMN tras 24 h de reaccion,

obteniéndose asi los siguientes resultados (Esquema 27, Figura 18 y

Tabla 3).
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OH Extractos

127
OH
HO:@)\/OH 4»6[12"’“3“008 CO:@)\/OH
HO AcO
3 )k k "

40 °C OH
HO:©)\/OAC
AcO
130

Esquema 4. O-Acetilacion de DHPG 3 catalizada por extractos enzimaticos'*3147

JLJ‘m i ] “JUUM

ol VI RN

T T T T T T
7.0 65 6.0 55 5.0 4.5

T T
4.0 35 ppm

Figura 2. Espectros comparativos de *H-RMN (300 MHz) de la acetilacion catalizada
por extractos enzimaticos. DHPG 3 (arriba) y crudo de reaccion (abajo)43147
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Compuesto  2B122 1B89 2B120 HR21-6 CALB

3 39% 30% 32% 34% 47%
126 17% 16% 14% 12% 10%
127 16% 16% 13% 11% 10%
128 15% 18% 22% 23% 20%
129 7% 11% 10% 11% 7%
130 7% 9% 9% 9% 6%

Tabla 3. Conversion medida por *H-RMN de la O-acetilacion catalizada por extractos
enzimaticost43147

Con estos datos podriamos afirmar que:

1. El DHPG es peor sustrato que el HT, dado que el grado de
conversion es sensiblemente menor, situdndose entre un 61%
para el Terribacillus y un 70% para el Enterobacter.

2. Al igual que con el HT, la regioselectividad es pequefia,
siendo los derivados monoacetilados, los mayoritarios.

3. La suma de los regioisdmeros monoacetilados en el catecol
126 y 127, sigue siendo la fraccion mayoritaria seguida del
monoacetilado en la cadena alifatica, siguiendo una tendencia
analoga al HT.

4. No se detectan compuestos que presenten el grupo acetilo

sobre el hidroxilo bencilico.

Finalmente, las reacciones con el alcohol protocatecuico 120
pudieron realizarse segun las condiciones utilizadas para el HT al no
existir problemas de solubilidad del sustrato en el agente acilante. Al
igual que en los casos anteriores, se pudo determinar mediante *H-RMN
la proporcién en la que se forman los distintos derivados parcialmente

acetilados (Esquema 28, Figura 19, Tabla 4).
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HO:©/\OH ACO:©/\OH
+
AcO HO
131 132
Extractos
HO enzimaticos HO AcO
(o) +
HO J\ HO AcO
)J\O
120 133 134
Celita, 40 °C

HO AcO

OAc OAc

2
3

AcO HO
135 136

Esquema 5. O-Acetilacion del alcohol protocatecuico 120 catalizada por extractos
enzimaticos!43147

: |
J’ ‘UUU\UL ‘\t

) ‘”UU{UI‘M /\J k

73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 ppm

Figura 3. Espectros comparativos de *H-RMN (300 MHz) de la acetilacion catalizada
por extractos enzimaticos. Alcohol protocatecuico 120 (arriba), alcohol
protocatecuico monoacetilado 133 (central) y crudo de reaccién (abajo)*43147
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Compuesto  2B122 1B89 2B120 HR21-6 CALB

120 22% 12% 10% 10% -
131 22% 24% 35% 27% 5%
132 19% 20% 29% 23% -
133 20% 24% 13% 21% 82%
134 3% 1% 2% 1% -
135 7% 10% 6% 9% 9%
136 7% 9% 5% 9% -

Tabla 4. Conversion medida por *H-RMN de la O-acetilacion catalizada por extractos
enzimaticos 143147

De los valores mostrados en la Tabla 4 se deduce que:

1. El grado de conversion se sitda en una posicion intermedia

entre los obtenidos para el HT y el DHPG, con valores entre

el 78% para el extracto procedente del Terribacillus y el 90%

para los extractos de la Pseudomonas y el Bacillus.

En relacién a la regioselectividad, se observa de nuevo que

los productos mayoritarios son los monoacetilados en el

anillo aromatico 131y 132.

Como resumen, las lipasas bacterianas estudiadas parecen tener

una moderada preferencia por la acilacion en el anillo aromético. Esta

regioselectividad contrasta con la que presenté la CALB sobre el HT y

el alcohol

protocatecuico,

con

la que se consigue acetilar

preferentemente el hidroxilo alifatico. Curiosamente, esta lipasa no

resulté ser eficaz en la acetilacion del DHPG.
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3.3. Reacciones de acetilacién en carbohidratos

De manera similar a lo realizado sobre compuestos fenolicos,
primeramente se exploré la actividad catalitica de los extractos
lipoliticos suministrados por el grupo de la Prof. Mellado en la O-
acetilacion en mono y disacaridos para asi obtener informacién de la
regioselectividad de dichas reacciones quimioenzimaticas. Para ello, se
seleccionaron como modelo tres carbohidratos no reductores totalmente
desprotegidos: la metil a-D-glucopiranosido 137, la a,a-trehalosa 138 y

la sacarosa 139.

De manera similar a lo realizado para la acetilacion del DHPG 3,
se us6 DMF como disolvente debido a problemas de solubilidad con el

agente acilante y acetato de isopropenilo como dicho agente acilante.

Para los dos disacaridos 138 y 139, incluso con tiempos de
reaccion largos (200 h) y temperaturas relativamente altas para este tipo
de reacciones (60 °C); no so6lo se observd un bajo grado de conversion,
sino también una baja regioselectividad que se traducia en una mezcla

compleja de productos.

Unicamente con el glucopiranésido 137 se obtuvo un éxito
moderado ya que, aunque el grado de conversion de la O-acetilacion no
era elevada tras 100 h a 60 °C, la regioselectividad si fue aceptable
cuando se empleo el extracto procedente de Bacillus pumilus (Esquema
29), observandose solo la formacion del monoderivado acetilado en O-6
140 y el diacetilado en O-4 y O-6 141 en relacion 1:2.8, tal y como se
dedujo del espectro de *H-RMN del crudo de reaccion (Figura 20).
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OH iOJ\

OAc OAc
HO (0] HR21-6 HO (0] AcO (0]
HO OH DMF HO OH ° OH
(0] OMe

+ H
OMe  gp°C, 105 h Me
137 140 141

Esquema 6. O-Acetilacion del metil a-D-glucopiranésido 137 catalizada por el
extracto enzimatico procedente de Bacillus pumilus#’
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Figura 4. Espectro parcial comparativo de *H-RMN (500 MHz) de la acetilacion del
metil a-D-glucopiranésido 137. Compuesto 140 (A), compuesto 137 (B), crudo de
reaccion (C)

3.4. Reacciones de desacilacion en polifenoles procedentes del olivo

Explorada la via de la acetilacion con las lipasas nativas y
concluyendo que su baja regioselectividad dificultaba el aislamiento de
derivados parcialmente acetilados, nos propusimos analizar la eficacia
de dichas lipasas en reacciones de O-desacetilacion, en presencia de
metanol, de los derivados peracetilados 142, 2 y 40, derivados de HT,

DHPG vy alcohol protocatecuico, respectivamente. Como las reacciones
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de acetilacion habian ocurrido preferentemente sobre los hidroxilos del
fragmento de catecol, cabia pensar que la desacetilacion también se diera
en mayor medida en dichas posiciones, de tal forma que los productos

acetilados en la cadena lateral 29, 143 y 133 fueran los mayoritarios

(Esquema 30).
ACO:©/\/OAC HO:©/\/OAC
AcO HO

142 29

OAc OAc
AcO OAc Extractos enzimaticos HO OAc
AcO ROH HO
2 143
AcO HO
c :@/\O Ac :@/\0AC

AcO HO

40 133

Esquema 7. Productos esperados de la O-desacetilacion quimioselectiva sobre los
derivados peracetilados

De hecho, la reaccion de O-desacetilacion del HT peracetilado
142 demostr6 ser totalmente quimioselectiva para los acetilos
aromaticos, obteniéndose como se habia previsto, el correspondiente
derivado monoacetilado 29 con excelentes rendimientos (90% a
cuantitativo) para los extractos de todas las cepas (Esquema 31), lo que

permite utilizar ese procedimiento con fines preparativos.
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AcO OAc Extractos enzimaticos HO OAc
D/\/ — D/\/
AcO HO

40°C, 18 h
142 29

Esquema 8. O-Desacetilacion regioselectiva del HT peracetilado 142 catalizada por
extractos enzimaticos43147

Sin embargo, la desacetilacion del compuesto 2 empleando
MeOH condujo a un derivado inesperado. En las primeras reacciones,
durante la monitorizacion mediante TLC, se observo tras un periodo de
reaccion de 24 h, no sélo un producto de reaccion sensiblemente mas
polar, sino que también quedaba sin reaccionar gran cantidad de
producto de partida. No obstante, si la reaccion de metandlisis se llevaba
a cabo en presencia de gel de silice, se observaba la casi desaparicion del

producto de partida y la formacién de un Gnico producto.

Tras analizar dicho producto por RMN y masas, se dedujo que la
estructura del compuesto no era la del diacetilado 143 esperado, sino la
de 30, formado por la sustitucién en la posicion bencilica del grupo
acetoxi por el grupo metoxi junto con la metanolisis de los dos acetatos
del anillo aromatico (Esquema 32).

OAc OMe
AcO OAc  Extractos enzimaticos HO OAc

AcO MeOH HO

2 30

Esquema 9. O-Desacetilacion regioselectiva del DHPG peracetilado 2 catalizada por
extractos enzimaticos
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Adicionalmente, se comprob6 que el calentamiento a reflujo del
peracetilado 2 en metanol conteniendo gel de silice, no promueve
reaccion alguna, por lo que se concluye que éesta no induce per se el
proceso, aunque si aumenta considerablemente la actividad catalitica de
los extractos enzimaticos empleados. De hecho, si las reacciones se
realizaban en presencia de una cantidad de gel de silice en peso el doble
de la cantidad de sustrato 2, se llegaba a una conversion completa en
favor de 30, el cual pudo ser aislado del medio de reaccion con
rendimientos del 90% después de usar el extracto de Terribacillus y del
72% con el extracto de Bacillus. Este aumento en el grado de conversion
de la reaccion esta en concordancia con los resultados obtenidos por
Bellot et al. en reacciones de transesterificacion mediadas por lipasas
cuando se emplean sustratos adsorbidos en gel de silice,*® pudiendo ser
explicado debido al papel ejercido por la silica como reservorio de

intermedios de reaccién polares.

Esta reaccion pudo ser extendida a otros alcoholes alifaticos,
siendo necesarios mayores tiempos de reaccién y mayores cantidades de
extracto enzimatico a medida que el alcohol aumentaba en nimero de
carbonos. Los intentos de reaccion con alcoholes secundarios fueron

infructuosos (Esquema 33, Tabla 5).

148 Bellot, JC; Choisnard, L; Castillo, E; Marty, A. Enzyme Microb. Technol. 2001, 28,
362-369.
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AcO

AcO

OAc

Extractos enzimaticos

ROH

30 R =Me
31R=Et
32R=Pr
33R=Bu

HO

HO

OR
OAc

30-33

Esquema 10. Reacciones quimioenzimaticas sobre 2 catalizada por extractos
enzimaticos'43147

2B122 (Terribacillus)

HR21-6 (Bacillus)

Compuesto Rto Rto
E/S t (h) E/S t (h)

(%) (%)

30 2:1 72 90 1.1 48 79

31 2:1 98 52 1:1 24 55

32 2:1 168 40 1:1 48 57

33 2:1 168 44 1.1 48 61

Tabla 5. Condiciones de reaccién y rendimientos de productos aislados en la O-
desacetilacién de 2. Todas las reacciones se hicieron en presencia de silica gel en

relacion 2:1 (p/p) respecto del sustrato 2143247

Las estructuras fueron confirmadas por EM y RMN siendo

caracteristicas en los espectros de protones, las sefiales correspondientes

a la cadena lateral entre 4.0 y 4.5 ppm, junto con las sefiales del grupo

alcoxilo (Figura 21).
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IR JUU
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T
7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 20 15 1.0 ppm

Figura 5. Espectros comparativos de *H-RMN (300 MHz) de la O-desacetilacion de 2.
En orden ascendente: 30-33

Por tanto, tras la reaccién enzimatica, no sélo se produce se
desacilacion gquimioselectiva de los acetilos aromaticos respetando el
acetilo sobre el extremo de la cadena lateral, sino también la sustitucion
de un grupo acetoxi en posicion bencilica por un grupo alcoxilo. En
primer lugar, el proceso de transesterificacion debe transcurrir a través
de un mecanismo generalmente aceptado que incluye la participacion de
una triada de residuos de Ser-His-Asp,'*° donde el grupo —OH de la
serina (Esquema 34) acttia como nucle6filo atacando al grupo carbonilo
del acetilo aromatico para llegar al intermedio tetraédrico (I). El acetilo
gueda sobre el —OH de la serina (intermedio acetilo-enzima) y se libera
la molécula desacetilada ArOH con ayuda de su protonacion por el

residuo de histidina (Esquema 34).143 A través del intermedio tetraédrico

149 Kobayashi, S. Proc. Japan Acad. Ser. B Phys. Biol. Sci. 2010, 86, 338-365.
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Il se explica la regeneracion de la enzimay la acetilacion del alcohol en
la transesterificacion.

Lipasa libre Intermedio tetraédrico |
O
ArO—<" (S)
Me
ArOH
Intermedio tetraédrico Il Intermedio acetilo-enzima

Lipasa
libre ;

AcOR

Esquema 11. Mecanismo de O-desacetilacion catalizada por lipasas
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Por otro lado, una posible explicacion para el proceso de
alcoholisis pueda partir de un intermedio tetraédrico analogo a (1), pero
considerando el grupo acetilo en posicion bencilica (Esquema 35). Dicho
intermedio tetraédrico (I’), generado a partir de un ataque nucleofilo del
residuo de la serina al carbonilo en posicion bencilica, que podria
evolucionar hacia la expulsion de un grupo acetoxi (AcO~) como
consecuencia del efecto electron donante del hidroxilo fendlico en
posicion para. En consecuencia, se formaria un intermedio catidnico
oxocarbenio muy polar que puede adicionar una molécula de alcohol

obteniéndose el producto de sustitucion.'*®

Lipasa libre Intermedio tetraédrico I'

OAc O

Ac
)\
~
OH \
OH o
CoH %

~ ® OH )koe
Lipasa libre

R'(')Hl
OR

‘. 4 HO OAc O
4
lipasa lipasa HO AOH

Esquema 12. Mecanismo propuesto de formacidn del éter en posicion bencilica,
catalizada por lipasas

Debido a que la desacetilacion del grupo acetilo en el extremo de
la cadena alifatica no fue posible con ninguna de las lipasas ensayadas,
Ilevamos a cabo dicha reaccion con Cs,CO3z en MeOH y en presencia de
1 equiv de ascorbato sddico con objeto de minimizar la degradacion por

oxidacion durante la desacilacion basica (Esquema 36).
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OR Cs,CO4 OR
HO OAc ascorbato sédico HO OH

HO MeOH HO

30-33 30y 34R = Me 34-37
31y 35R = Et
32y36R=Pr
33y37R=Bu

Esquema 13. Desacetilacion quimica de los éteres de DHPG

Si bien los rendimientos fueron de discretos a moderados (31%-
65%), esta via nos dio acceso a los éteres de DHPG 34-37 totalmente
desacetilados. Las estructuras de los compuestos fueron determinadas
mediante RMN y EM observandose la ausencia de grupos acetilos con
el consiguiente apantallamiento de los protones H-2 hasta 3.65 ppm
(Figura 22).

o JUM A t
hl L mt

Jﬂ o J L Uu"wmlm’\.\ J“L
i b -

T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 ppm

—

Figura 6. Espectros comparativos de *H-RMN (300 MHz) de la desacetilacion de los
éteres de DHPG. En orden ascendente: 34-37
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Paralelamente, se analiz6 la posibilidad de realizar directamente
la sintesis quimica de los distintos éteres 34-37 a partir de DHPG usando
alcoholes alifaticos y catalisis &cida. Asi mismo, la protonacion del
DHPG promovida por medios alcohdlicos acidulados a pH 0-0.5,
condujo a la sintesis de los éteres 34-37 de forma limpia, en cortos
tiempos de reaccion (30-45 minutos) y a temperatura ambiente con
rendimientos del 90% a cuant. Para evitar problemas derivados de la
presencia de agua en el medio, decidimos generar in situ el acido
mediante la adicion de una cantidad controlada de AcCl sobre una
disolucion alcohdlica de DHPG. No obstante, la sintesis de analogos de
cadena grasa empleando octanol y dodecanol, se tuvo que modificar, ya
que estos dos alcoholes no son volatiles. De este modo, ademas de AcCl
se utiliz6 1,4-dioxano como disolvente y tamiz molecular de 3A activado
para asegurar la ausencia de humedad, junto con 8-10 equiv del alcohol
correspondiente. Ello proporciond ambos productos, aunque con tiempos
de reaccion sensiblemente mayores (Esquema 37).

OH OR
HO OH AcCl HO OH

ROH, 1,4-Dioxano*
HO HO

3 34 R =Me 34-39
35R=Et
36 R=Pr
37 R=Bu
*38 R = Octilo
*39 R = Dodecilo

Esquema 14. Sintesis quimica de los éteres de DHPG

Retomando las reacciones de desacetilacion catalizadas por

lipasas, la alcoholisis de los acetilos fendlicos junto con la sustitucion de
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un grupo acetoxi en posicion bencilica por un grupo metoxi también se
repitio en el tratamiento del alcohol protocatecuico peracetilado 40 con
MeOH en presencia de extracto de lipasas. Sin embargo, los intentos por
conseguir la sustitucion con otros alcoholes fueron infructuosos

obteniéndose mezclas complejas (Esquema 38).

Ho:©/\OH Ac,0  AO oAc HR21-6 MO OMe
—_— —_—
HO Py AcO MeOH  HO
40°C, 24 h
120 40 41

Esquema 15. O-Desacetilacion regioselectiva del alcohol protocatecuico peracetilado
40 catalizada por lipasas de Bacillus pumilus43147

3.5. Reacciones de desacilacion en carbohidratos

Habida cuenta de los discretos resultados obtenidos en la
acilacion de los compuestos fendlicos y los azucares (apartados 3.2 y
3.3), que contrastan con los éxitos cosechados en la desacilacion de
polifenoles, decidimos ensayar también las desacilaciones con los
derivados peracetilados de los carbohidratos seleccionados en el

apartado 3.3.

En el caso de metil a-D-glucopiranosido peracetilado 144, la
desacetilacion regioselectiva se llevo a cabo a temperatura ambiente en

MeOH y con una relacion enzima/sustrato 1:2 (p/p) (Esquema 39).
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OAc OH OAc

Extractos
Aco/ﬁ‘ enzimaticos Ho/ﬁ‘ . Ho/m
e OACOMe MeOH " OHOMe " OHOMe
144 137 140

Esquema 16. O-Desacetilacion regioselectiva de a-D-glucopirandsido peracetilado
144 catalizada por extractos enzimaticos'*’

Con el extracto 2B122 procedente de Terribacillus tan solo se
alcanzo un grado de conversion del 28% (medido por *H-RMN) tras 12
h de reaccion, aunque la regioselectividad observada fue alta dado que
solo se formo el derivado monoacetilado en O-6 140 (Tabla 6). Mejores
conversiones se observaron con los extractos de 1B89 (Enterobacter) y
HR21-6 (Bacillus), donde se alcanz6 un 84% y un 86% respectivamente
tras s6lo 6 h. En ambos casos, la regioselectividad observada también fue
alta siendo de nuevo los productos formados el monoacetilado 140 y el
compuesto de partida 137 (Tabla 6). A efectos comparativos, las lipasas
comerciales CALB y BCL fueron usadas en las mismas condiciones sin

que se detectara reaccion alguna incluso tras largos periodos de reaccion.

Conversion (%, *H-RMN)

Lipasa/Microorganismo t (h)
144 137 140
2B122 (Terribacillus) 72 0 28 12
2B89 (Enterobacter) 16 64 20 6
HR21-6 (Bacillus) 14 65 21 6
CALB (C. antarctica) 100 0 0 22
BCL (P. cepacea) 100 0 0 22

Tabla 6. Composicién del crudo de reaccidn en la O-desacetilacion de 144 catalizada
por extractos enzimaticos'4’
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Para la desacetilacion regioselectiva de la trehalosa peracetilada

145, se usaron las mismas condiciones de reaccion (Esquema 40).

OAc
AcO 0
AcO HO
AcO
(0]
Q\_oH
OAc
AcO Q o 42 Aco” OH
AcO AcO Etractos enzimaticos
AcO 0N +
MeOH
0o OAc ta OR
RO% o
145 Aco” OAC RO=—10
(0]
Q\_oH
43 R =Ac

138R=H pHo~ ©OH

Esquema 17. O-Desacetilacion regioselectiva de la trehalosa peracetilada 145
catalizada por extractos enzimaticos'4’

Los extractos enzimaticos ensayados (2B122, 1B89 y HR21-6)
alcanzaron altos grados de conversion, entre el 71y el 84%, en tiempos
de reaccion relativamente cortos (Tabla 7). También en todos los
extractos se observO una especial e interesante regioselectividad dado
que las lipasas desacetilaron Unicamente uno de los anillos de glucosa
total o parcialmente, dejando el segundo completamente acetilado, lo
permite la eficaz desimetrizacion catalizada por lipasas de la o,a-
trehalosa en un solo paso. Esto nos proporciond dos productos
mayoritarios y no descritos hasta la fecha, el 2,3,4,6,6’-penta-O-acetil-
o,a-trenalosa 42 'y el 2,34,6-tetra-O-acetil-o,a-trehalosa  43.

Nuevamente, no hubo reaccion utilizando lipasas comerciales.
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_ ) ) Conversion (%, 'H-RMN)
Lipasa/Microorganismo t (h)
145 42 43 138

2B122 (Terribacillus) 11 34 38 17 12
2B89 (Enterobacter) 6 26 39 29 7
HR21-6 (Bacillus) 9 35 40 16 7
CALB (C. antarctica) 100 0 0 0 22
BCL (P. cepacea) 100 0 0 0 22

Tabla 7. Composicién del crudo de reaccidn en la O-desacetilacién de 145 catalizada
por extractos enzimaticos'4’

Debido a que los compuestos 42 y 43 no habian sido previamente
descritos, se realizo una purificacion cromatografica a partir del crudo
obtenido con el extracto HR21-6 (Bacillus pumilus) con el objetivo de
cuantificar los productos y caracterizarlos mediante RMN y EM,
obteniéndose ambos compuestos con un rendimiento del 29% y 49%

respectivamente (Figura 23).

H. l' ‘
H-1
H3 ’ He6a H-6b
1 u Ty s -
| | D 1%\ - | 3
H-1 H-1’ ne
B3 { He 5 B2 Hew Hoa
| } ik Il /| BS ) R
UL | J‘. ' | - M _‘ ) o' | e
3 HI | I | H-6b
) ll H-4 l H2 ;' | H'6‘| J
| ] | l | 1 | ~‘. HS
) LY (R OSSN _/- SRR 4 U6 I - VUL ALE |
’ \
H 1 \ H-6b
)ll ‘1 l’ f uLl H-6 i(42)
______..Luv"'la‘ ”\132\#0-—‘“ & e .NJ‘" "\,\\/ '\ \/ ”'h%-\.
; 55 50 , ’ s 40

Figura 7. Espectros parciales comparativos de *H-RMN (500 MHz) de la
desacetilacion de la trehalosa peracetilada 145. En orden ascendente: crudo, 145, 42 y
43
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La desimetrizacion de la trehalosa es un proceso complejo desde
el punto de vista quimico ya que es un compuesto con simetria C, con 8
hidroxilos quimicamente similares. Una posible una alternativa usando
procedimientos quimicos es la formacion de un enlace a,0-1,1-
glucosidico entre dos unidades de glucosa previamente derivatizadas de

distinta manera.

Ciertos derivados de trehalosa con diferentes sustituyentes en
ambos anillos de glucosa son objeto de interés en el campo de la Quimica
Medicinal,* ya que son el punto de partida para llegar a sulfolipidos O-
acilados que guardan similitud con algunos metabolitos encontrados en
la pared celular de la bacteria Mycombacterium tuberculosis,
responsable de la tuberculosis. Los sulfolipidos de trehalosa naturales
juegan un papel importante en la inmunopatogénesis de la infeccion ya
que permiten la adhesion y penetracién de la bacteria en el interior de los
macrofagos y permiten su supervivencia al inhibir o interferir en la
respuesta inmune.’® Por esta razén se ha postulado que derivados
parcialmente acilados de la trehalosa puedan modular la infeccion®®? y
ahi radica el interés por esta nueva metodologia, como eficaz via de

acceso a compuestos cabeza de serie en nuevos potenciales tratamientos.

Finalmente, la desacetilacién regioselectiva de la sacarosa
peracetilada 146 se llevd a cabo con los tres extractos lipoliticos
(Terribacillus 2B122, Enterobacter 2B89 y Bacillus HR21-6)

empleados sobre la trehalosa y en las mismas condiciones de reaccion,

150 Wu, CH.; Wang, CC. Org. Biomol. Chem. 2014, 12, 5558-5562.

151 Schorey, JS; Carroll, MC; Brown, EJ. Science 1997, 277, 1091-1093.

152 Gilleron, M; Stenger, S; Mazorra, Z; Wittke, F; Mariotti, S; Bohmer, G; Prandi, J;
Mori, L; Puzo, G; De Libero, G. J. Exp. Med. 2004, 199, 649-659.

122



3. Sintesis quimioenzimatica de derivados lip6filos de compuestos fendlicos y
carbohidratos

consiguiéndose nuevamente altos grados de conversion (del 82 al 90%).
La regioselectividad en todos los casos recordo a la ya comentada para
la trehalosa peracetilada ya que los dos compuestos obtenidos, la
2,3,4,6,1°,6’-hexa-O-acetilsacarosa 44 y la 2,3,4,6,6’-penta-O-
acetilsacarosa 45 corresponden a la desacetilacion unicamente del anillo
de fructosa, dejando inalterado el anillo de glucosa (Esquema 41, Tabla
8).

OAc
AcO 0 OAc
AcO ACO
c
o o _OH
OAc = OAc
AcO o] OAc Etractos enzimaticos 44
AcO
AcO OAc MeOH
o 00— ta
OAc OAc
OAc AcO O OH
AcO
146 AcO OH
o} 0—
OAc
OH
45

Esquema 18. O-Desacetilacion regioselectiva de la sacarosa peracetilada 146
catalizada por extractos enzimaticos'4’

Conversion (%, *H-RMN)

Lipasa/Microorganismo t (h)
146 44 45
2B122 (Terribacillus) 10 38 52 4
2B89 (Enterobacter) 18 43 39 75
HR21-6 (Bacillus) 14 44 42 8.5
CALB (C. antarctica) 100 0 0 10
BCL (P. cepacea) 100 0 0 10

Tabla 8. Composicién del crudo de reaccidn en la O-desacetilacién de 146 catalizada
por extractos enzimaticos'4’
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Estos resultados vendrian a complementar a los publicados por
Ong et al.’®® sobre la desacetilacion regioselectiva de la sacarosa
peracetilada 146 mediante catalisis enzimatica con lipasa de Candida
cylindracea obteniendo derivados parcialmente acetilados, en los que la
desacilacion solo ocurre en la unidad de glucosa, es decir con una
regioselectividad totalmente distinta a la observada con nuestros
extractos. Por otro lado, en la bibliografia existen procedimientos
quimicos de sintesis para los compuestos 44 y 45 via desacetilacion sin
embargo, la separacién es tediosa y los rendimientos bajos ya que se

forman mezclas complejas.*>*

Tal y como se procedid para los derivados parcialmente
acetilados de la trehalosa, los analogos 44 y 45 fueron purificados a partir
del crudo obtenido del extracto HR21-6 (Bacillus pumilus) con un 26%
y 27% de rendimiento respectivamente. Tal y como se indica en la Tabla

8, con las lipasas comerciales los resultados fueron negativos.

Los resultados encontrados para la desacetilacion regioselectiva
de la trehalosa y la sacarosa peracetiladas con los extractos de lipasas
sugieren que una vez que una de las unidades del disacarido empieza a
ser desacilada, interacciona de manera méas favorable con los
aminoacidos del sitio activo hasta que es desacilado total o casi
totalmente, mientras que la unidad acetilada es respetada.

153 Ong, GT; Chang, KY; Wu, SH; Wang, KT. Carbohydr. Res. 1993, 241, 327-333.
1% Haines, AH; Konowicz, PA; Jones, HF. Carbohydr. Res. 1990, 205, 406-409;
Capek, C; Vydra, T; Sedmera, P. Collect. Czech. Chem. Commun. 1988, 53, 1317—
1331.
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3.6. Reacciones de acilacion y/o desacilacién en oleuropeina y
derivados

Teniendo en cuenta todos los resultados que hemos obtenido en
las reacciones de acetilacion y desacetilacion, en compuestos fendlicos
por una parte y en carbohidratos por otra, decidimos ensayar sobre un
nuevo sustrato, la oleuropeina 71 (Figura 24), una molécula que contiene

en su estructura tanto el fragmento de catecol como la unidad de

HO 0._0O
o
HO TN
OH

0
HO
Hmo

OH

carbohidrato.

Figura 8. Estructura de la oleuropeina

Debido a que las acilaciones con las lipasas nativas no fueron
altamente regioselectivas como demostraron los primeros ensayos, se
descartd dicha via en favor del uso de lipasas comerciales. En la
bibliografia existen numerosos ejemplos de acilaciones de glicosidos,
fundamentalmente glucosa y galactosa, empleando grupos acilo de
diferente longitud de cadena. La lipasa mas empleada es la procedente
de Candida antarctica,’> aunque también se han reportado resultados
positivos empleando lipasas como la de Candida rugosa y esterasas

como la acetil esterasa de Trichoderma reesei. La regioselectividad suele

15 Davis, RA; Fettinger, JC; GH, J. J. Org. Chem. 2014, 79, 8447-8452.
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ser buena en la mayoria de los casos detectandose una tendencia general
a la acilacion en el hidroxilo en C-6 cuando se emplean lipasas!>>% y

en el hidroxilo en C-3 cuando se emplean esterasas.™®’

Desde el punto de vista farmacoldgico, nuestra estrategia es la de
aumentar la biodisponibilidad de compuestos bioactivos a través de un
aumento en su lipofilia, pero si también tenemos en cuenta la
farmacocinética, es mas conveniente acilar en la posicion 6 del azucar.
Modificar esta parte de la molécula puede entorpecer los mecanismos
naturales de metabolizacion y excrecion favoreciendo su acumulacion en

el organismo y por tanto, su biodisponibilidad.**®

A la hora de escoger la lipasa adecuada nos decantamos por la
lipasa de Thermomyces lanuginosus TLL ya que segun los antecedentes,
nos proporcionaria la regioselectividad adecuada, resultaba una lipasa
méas economica que la CALB y ademéas era capaz de actuar en
disolventes organicos méas verdes como los alcoholes o al acetato de

etilo.™®

De hecho, todas las acilaciones catalizadas por la lipasa TLL
soportada en Immobead 150 (un soporte hidrofébico para la

inmovilizacion de lipasas) fueron totalmente regioselectivas

1% Kim, MJ; Choi, MY Lee, JK; Ahn, Y. J. Mol. Catal. B Enzym. 2003, 26, 115-118.
157 Biely, P; Cziszarova, M; Wong, KKY; Fernyhough, A. Biotechnol. Lett. 2014, 36,
2249-2255.

1%8 pérez, JA.; Hernandez, JM; Trujillo, JM; L6pez, H. En Studies in Natural Products
Chemistry; 2005; Vol. 32, pp 303-363.

159 Larrosa, M; Tomé-Carneiro, J; Yéafiez-Gascon, MJ; Alcantara, D; Selma, MV;
Beltran, D; Garcia-Conesa, MT; Urban, C; Lucas, R; Tomas-Barberan, F; Morales, JC;
Espin, JC. J. Med. Chem. 2010, 53, 7365-7376.
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obteniéndose los correspondientes 6°’-O-acil oleuropeinas de acetilo 46,
butanoilo 47 y octanoilo 48. En todas las reacciones se usaron como
agentes acilantes los correspondientes esteres de vinilo en un exceso de

20 equiv, calentando a 60 °C en 'BUOH (Esquema 42).

HO 0._0O HO
HO TN RO  HO
BuOH
60 °C

71 46 R = COCH5 (57%) 46-48
47 R = CO(CH,),CHj3 (74%)
48 R = CO(CH,)sCH3 (56%)

Esquema 19. O-Acilacion regioselectiva de la oleuropeina 71 catalizada por la lipasa
de Thermomyces lanuginosus (TLL)

Las estructuras fueron confirmadas por EM y RMN,
especialmente por el desapantallamiento en torno a 4.4 y 4.2 ppm
observado en *H-RMN para los H-6"" del azlicar como consecuencia de

la acilacion (Figura 25).

127



3. Sintesis quimioenzimatica de derivados lip6filos de compuestos fendlicos y
carbohidratos

H-6b’’ 48

i
il
Al

H-Gaa7 0047

\ A~
N

I
[
|

i
I\,

m [

—
‘\
h \
(]
|V
‘ |

N
AV
N \

H-6a’" 71 H-6b>" 71

N

T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
4.45 4.40 4.35 4.30 4.25 4.20 4.15 4.10 4.05 4.00 3.95 3.90 3.85 3.80 3.75 3.70 3.65 ppm

Figura 9. Espectro parcial comparativo (300 MHz) de la acilacién regioselectiva de la
oleuropeina catalizada por TLL. En orden ascendente, 71, 46-48

Algunos autores describen!®1%® que existe un aumento
significativo de la actividad de muchas lipasas utilizando como
disolvente liquidos iénicos como Bmim-PFg (hexafluorofosfato de 1-
butil-3-metilimidazolio), por lo que analizamos el papel de dicho
disolvente inicialmente en la monoacetilacién regioselectiva de la
oleuropeina 71. Sin embargo, la mejora en el rendimiento de tan sélo 5
puntos porcentuales (63% para la acetilacion), y el hecho de estar
obligados a emplear grandes volimenes de 'BUOH para extraer el

producto tras la finalizacién de la reaccién junto con la posterior

160 Ganske, F; Bornscheuer, UT. Org. Lett. 2005, 7, 3097-3098.
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purificacion cromatogréfica para retirar los restos del liquido idnico,
desaconsejan el uso de este disolvente.

Respecto a las reacciones de desacetilacion, dos sustratos fueron
objeto de estudio con las lipasas nativas, el ligstrésido y la oleuropeina
peracetilados 147 y 148 (Figura 26). No sélo el ligstrésido 147 es un
sustrato interesante en el sentido de que, analogamente a la oleuropeina
peracetilada, conforma un reto sintético para las lipasas debido a que
existe en una misma molécula 4 tipos de ésteres distintos; sino que estan
descritas muy pocas transformaciones quimicas para dicho compuesto

probablemente debido a su escasa disponibilidad.

A
/@/vo\fo COOMe CODNOYO COOMe
AcO N AcO I

147 148

Figura 10. Estructuras del ligstrésido y la oleuropeina peracetilados 147 y 148

En nuestro grupo de investigacion, la fuente de oleuropeina son
las hojas de olivo, variedad picual. Su aislamiento se realizaba mediante
secado de las mismas y extraccion con H>O-EtOH siguiendo un
procedimiento descrito por Stamatopoulos et al.iErrort Marcador no definido.
que da como resultado un polvo rico en oleuropeina acompafado de
pequefias cantidades de ligstrésido. Debido a la parecida movilidad
cromatografica en gel de silice de ambos compuestos, su separacion se
abordd mediante acetilacion previa en Ac.O/Py seguida de
cromatografia en ciclohexano-AcOEt de los correspondientes derivados
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peracetilados. Esta estrategia nos proporciond el acceso a ambos
sustratos puros para el posterior estudio de las desacetilaciones con las

lipasas nativas.

En primer lugar, la desacetilacion del ligstrésido y la oleuropeina
peracetiladas 147 y 148 se realiz6 con las lipasas 2B120 (Pseudomonas)
y HR21-6 (Bacillus) calentando a 40 °C en MeOH (Esquema 43), siendo
la reaccion sensible respecto al tiempo y sobre todo de la cantidad de
extracto empleado. La reaccion de desacetilacion en presencia de HR21-
6 era mas dificil de controlar ya que se conseguia un alto grado de
desacetilacion en un tiempo relativamente corto y con poca selectividad.
En consecuencia, en pocas horas se detectaba una alta proporcion de
derivados completamente desprotegidos 84 6 71, junto a una pequefia
proporcion de los derivados tetraacetilados en la unidad de glucosa 49 6
50, y de los compuestos peracetilados de partida 147 6 148. Los mejores
resultados se obtuvieron con el empleo del extracto procedente de la
Pseudomonas ya que permitio la desacetilacion regioselectiva de ambos
compuestos, obteniéndose en los dos casos los derivados acetilados en el
anillo de aztcar 49 6 50 con rendimientos moderados (35 y 51%,
respectivamente) (Tabla 9). Con la lipasa 2B122 procedente del
Terribacillus también se pudo obtener la oleuropeina tetraacetilada

aunque el rendimiento disminuy6 hasta el 22%.
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R! 0._0 1
AcO TN HO N

Extractos enzimaticos

AcO = o) R20 = o)
MeOH, 40 °C
AcO Q6 R20 o}
AcO R20
OAc OR?
147R" =H 49R"=H,R?=Ac
148 R'= AcO 84R'=H R2=H

50 R'=OH, R2= Ac
71R'=0OH,R2=H

Esquema 20. O-Desacetilacion regioselectiva de 147 y 148 catalizada por extractos

enzimaticos
Rendimiento Rendimiento
Lipasa (%) t (h) (%) t (h)
49 84 50 71
2B120 \ 35 0 20 51 0 20
28122 \ ; ; ; 22 16 12
HR21-6 \ 0? 562 20 (0)° (53)° 14

Tabla 9. Rendimientos de compuestos aislados tras la O-desacetilacion de 147 y 148
catalizada por extractos enzimaticos. Rendimientos obtenidos usando una relacion
extracto/sustrato (p/p): #1:1. °1:2

Las estructuras de los compuestos 49 y 50 fueron resueltas
mediante espectroscopia de masas y RMN mono y bidimensional (Figura
27).
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Uil

T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

Figura 11. Espectros comparativos de *H-RMN (300 MHz) de 49 (arriba) y 50 (abajo)

T T T T T T 1
45 4.0 35 3.0 25 2.0 ppm

Mediante el empleo de las distintas lipasas hemos conseguido el
acceso a una bateria de derivados del ligstrésido y la oleuropeina
acilados en distinto grado. Dichos compuestos, junto con los compuestos
desprotegidos de partida 84 y 71 y sus derivados peracetilados 147 y 148,
nos permiten modular su lipofilia en la bisqueda de cambios
beneficiosos en sus propiedades biolégicas al mejorar su balance
hidrofilo-lipofilo, que favorezca su entrada en células a través de las

membranas plasmaticas que son de naturaleza lipidica.

3.7. Reacciones de acilacion/desacilacién con lipasas nativas puras

Hasta ahora, hay que destacar que todas las reacciones con las
lipasas nativas de este capitulo, han sido realizadas con un extracto crudo
de enzimas, separadas de las bacterias por centrifugacion, dializadas y
liofilizadas. Es un método simple y barato que permite ser escalado y que
suministra mezclas de enzimas y otras proteinas, excretadas por las

bacterias al medio de cultivo. Como hemos demostrado, estos extractos
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enzimaticos son capaces de catalizar reacciones quimioenzimaticas que
nos permiten sintetizar nuevas familias de compuestos fendlicos

antioxidantes y con un potencial bioactivo ain por explorar.

El siguiente paso en esta investigacion, ha sido aislar la enzima o
enzimas responsables de las transformaciones observadas, y purificarlas
para poder analizar los posibles cambios en reactividad y regio y
quimioselectividad al usar las enzimas puras. Gracias a la colaboracion
con el grupo de investigacion de la profesora Mellado, hemos tenido
acceso hasta ahora, a una enzima pura procedente del extracto HR21-6

de Bacillus pumilus.

Debido a los buenos resultados obtenidos en desacetilaciones,
comenzamos utilizando los tres compuestos fendlicos peracetilados
manejados hasta ahora: HT peracetilado 142, 3,4-dihidroxifenilglicol
peracetilado 2 y oleuropeina peracetilada 148, a dos temperaturas, 37 y
60°C yen 24 h.

La reaccién con 142 fue de nuevo completamente regioselectiva
hacia la desacetilacion de los ésteres del anillo aroméatico dando como
Unico producto, el monoacetilado esperado 29 (Esquema 44); sin
embargo en vez de utilizar una relacion sustrato/extracto enzimatico 1:1
(p/p) hemos utilizado con éxito la relacion 1500:1 sustrato/enzima

purificada, lo que confirma la alta actividad de la lipasa aislada.

ACOD/\/OAC Lipasa HR21-6 HOD/\/OAC
AcO MeOH HO

142 29

Esquema 21. O-Desacetilacion regioselectiva de 142 catalizada por la lipasa HR21-6
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La reaccion con el DHPG peracetilado en MeOH, también dio
como resultado el éter metilico esperado 30 sin embargo, todos los
intentos por reproducir la reaccion con EtOH y el resto de los alcoholes

fueron infructuosos, alcanzandose rendimientos anormalmente bajos

(Esquema 45).
OAc OMe
AcO OAc Lipasa HR21-6 HO OAc
AcO MeOH HO
2 30

Esquema 22. O-Desacetilacion regioselectiva de 2 catalizada por la lipasa HR21-6

Por ultimo, nos encontramos con un resultado inesperado en la
desacetilacion de 148 ya que, al contrario que sucedia con el extracto
original, con la enzima pura la quimioselectividad de la reaccion fue
total, detectdndose un Unico producto que resulté ser el tetraacetilado 50
(Esquema 46), lo que indica que la enzima purificada solo cataliza la

desacetilacion de los acetilos sobre el fragmento de catecol.

A H
CO:@/VO\[&O COOMe O:©/Vo\fo COOMe
AcO N 1 AN

Lipasa HR 21-6 HO

AcO = _— > AcO =
MeOH
AcO AcO
OAc OAc
148 50

Esquema 23. O-Desacetilacion quimioselectiva de 148 catalizada por la lipasa HR21-
6
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A continuacion, se presentan los datos de rendimientos

alcanzados por la lipasa pura (Tabla 10).

Compuesto  Sustrato/Enzima Convelr5|on Temperatura Tiempo
formado (0/p) (%, H- (°C) )
RMN)
82 60
29 1500/1 20
49 37
81 60
30 2000/1 24
19 37
5000/1 65 60
50 20
2500/1 36 37

Tabla 10. Datos relativos a la O-desacetilacion regioselectiva catalizada por la lipasa
HR21-6

Con respecto a los datos recogidos en la Tabla 10, una primera
observacion es que la conversion obtenida depende enormemente de la
temperatura ya que en todos los casos hubo una mejora notable al
calentar a 60 °C. Asi mismo, se puede observar que con la enzima pura,
ya no es necesario emplear las grandes cantidades de extracto de los
primeros ensayos, sSino que ahora N0S MOVEMOS en un rango en peso
entre 1500-5000 veces menor comparado con el peso de sustrato, es decir
una cantidad catalitica. Esto puede darnos una idea de la cantidad de

lipasa activa que habia en el extracto original.

Hemos observado que dicha lipasa pura parece ser muy activa
transesterificando en un medio metandlico, pero no en otros alcoholes ya
que en el caso de la desacetilacion de 2, las conversiones obtenidas en
EtOH eran muy pequefias, incluso con mayores cantidades de lipasa y
tiempos de reaccion. Por otra parte, ahora la desacetilacion de 148 si fue

totalmente quimioselectiva hacia la formacién de 50, no llegando a
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detectarse en el medio de reaccion el compuesto totalmente desacetilado
71.

Estos resultados nos indican que la lipasa purificada que
actualmente disponemos, se corresponderia con una de las lipasas que
debe contener el extracto original, pudiendo ser las restantes las
responsables de las transformaciones que no se han detectados en estos

ultimos ensayos.
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4. Transformacion quimica de fenoles secoiridoides

procedentes del olivo. Estrategias para su estabilizacion

En el presente capitulo se detallan la sintesis de compuestos
secoiridoides del AOVE mediante la reaccion de Krapcho y a partir de
compuestos fendlicos procedentes del olivo, ya sea del aceite o de la
hoja. Adicionalmente se detallaran algunas estrategias para la
estabilizacion de estos compuestos mediante proteccion o derivatizacion

de ciertos grupos funcionales.

4.1. Introduccion

En el aceite de oliva virgen extra (AOVE), aunque los
compuestos fendlicos constituyen la fraccion minoritaria, su
composicion es extremadamente complejatl®? y dependiente de una
gran variedad de factores agronémicos y técnicos como la variedad del
olivo,*®® el grado de maduracidn del fruto,%* las condiciones climaticas
e incluso la propia produccion del aceite en las almazaras.'®® No obstante

son los responsables de una innumerable variedad de -efectos

161 Christophoridou, S; Dais, P; Tseng, LH; Spraul, M. J. Agric. Food Chem. 2005, 53,
4667-4679.

162 Christophoridou, S.; Dais, P. Anal. Chim. Acta 2009, 633, 283-292.

183 VVinha, AF; Ferreres, F; Silva, BM; Valentao, P; GonCalves, A; Pereria, JA; Oliveira,
MB; Seabra, RM; Andrade, PB. Food Chem. 2005, 89, 561-568.

164 Kalua, CM; Allen, MS; Bedgood, DR; Bishop, AG; Prenzler, PD. J. Agric. Food
Chem. 2005, 53, 8054-8062.

185 de Torres, A; Espinola, F; Moya, M; Castro, E. Eur. Food Res. Technol. 2016, 242,
1709-1718.
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beneficiosos para la salud ya que son antioxidantes!®®1%” reconocidos,
actGan como antiinflamatorios,*®® disminuyen los niveles de LDL

oxidada®®®1 y ejercen un papel cardioprotector.t’

Dentro de esta fraccion destacan los fenoles secoiridoides como
los mayoritarios con gran diferencia respecto del resto, siendo el
oleocantal 57, la oleaceina 5372 y sus respectivos aglicones en su forma

aldehidica 65 y 66, los mas caracteristicos y abundantes'’® (Figura 28).

166 Dimitrios, B. Trends Food Sci. Technol. 2006, 17, 505-512.

167 Bendini, A; Cerretani, L; Carrasco-Pancorbo, A; Gémez-Caravaca, AM; Segura-
Carretero, A; Ferndndez-Gutiérrez, A; Lercker, G. Molecules 2007, 12, 1679-1719.
188 Cicerale, S; Lucas, L; Keast, R. Int. J. Mol. Sci. 2010, 11, 458-479.

189 Gimeno, E; de-la-Torre-Carbot, K; Lamuela-Raventos, RM; Castellote, Al; Fit6, M;
de-la-Torre, R; Covas, Ml; L6pez-Sabater, MC. Br. J. Nutr. 2007, 98, 1243-1250.

170 Marrugat, J; Covas, MI; Fitd, M; Schroeder, H; Mir6-Casas, E; Gimeno, E; Lopez-
Sabater, MC; de-la-Torre, R; Farre, M. Eur. J. Nutr. 2004, 43, 140-147.

171 pedret, A; Catalan, U; Fernandez-Castillejo, S; Farras, M; Valls, RM; Rubid, L;
Canela, N; Aragonés, G; Romeu, M; Castafier, O; de-la-Torre, R; Covas, MlI; Fitd, M;
Motilva, MJ; Sola, R. PLoS One 2015, 10e01291160.

172 Montedoro, G; Servili, M; Baldioli, M; Selvaggini, R; Miniati, E; Macchionii, A. J.
Agric. Food Chem. 1993, 41, 22282234,

173 Diamantakos, P; Velkou, A; Killday, KB; Gimisis, T; Meliou, E; Magiatis, P. et al.
Olivae 2015, 122, 23-33.
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/@/\/O\fo HO:©/\/O\’¢O
HO HO

% 0o = 0]
I I
) o
Oleocantal 57 Oleaceina 53
COOMe COOMe
0] 0]
HO © | © HO |
o) (0]
Forma aldehidica del aglicon Forma aldehidica del aglicon
del ligstrésido 65 de la oleuropeina 66

Figura 1. Estructuras de los fenoles secoiridoides mas importantes en los AOVEs

El oleocantal es un compuestos dialdehidico que, junto con la
oleaceina, fueron los dos primeros secoiridoides descubiertos en el aceite
de oliva por Montodoro en 1993.172 Se le atribuyen numerosas
propiedades biologicas entre las que destaca su actividad
antiinflamatoria,iError! Marcador no definido. gntiartritical’# y antitumoral,*”
ademas de ejercer una importante actividad en enfermedades
neurodegenerativas actuando en el cerebro al ser capaz de atravesar la

barrera hemato encefélica,}’® siendo efectivo en la estructura y

17 lacono, A; Gémez, R; Sperry, J; Conde, J; Bianco, G; Meli, R; Gémez-Reino, J;
Smith I11, AB; Gualillo, O. Arthritis Rheum. 2010, 62, 1675-1682.

175 Hodge, AM; English, DR; McCredie, MRE; Severi, G; Boyle, P; Hopper, JL; Giles,
GG. Cancer Causes Control 2004, 15, 11-20; LeGendre, O; Breslin, PAS; Foster, DA.
Mol. Cell. Oncol. 2015, 2, e1006077; Scotece, M; Gomez, R; Conde, J; Lopez, V;
Gomez-Reino, JJ; Lago, F; Smith I1l, AB; Gualillo, O. Curr. Med. Chem. 2013, 20,
2467-2475.

176 Heneka, MT. et al. Lancet Neurol. 2015, 14, 388-405.
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177

reactividad de las placas B-amiloides’" que segiin numerosos autores son

clave en las primeras etapas de la enfermedad del Alzheimer.

Hasta el afio 2007, la Unica via para acceder a oleocantal era
mediante su extraccion del aceite de oliva y posterior purificacion
cromatogréafica, algo no trivial, y sujeto a la variabilidad de la
composicion de la mezcla de secoiridoides del propio aceite. Fue
entonces cuando Amos B. Smith et al.1’8 disefian la primera, y hasta la
fecha, mejor sintesis total del oleocantal partiendo de D-lixosa 149 en 10

etapas y con un rendimiento global del 14% (Esquema 47).

o) / -
HO\,U‘\\\ 4 etapas i. LIHMDS, THF, -78 °C Meo%
- 0 X~ Yyo
R 50% / )< ii. metil bromoacetato o) . )<
HO  ©OH 0 HMPA, Me,Zn, -45 °C [
149 150 55% 151
2 etapas
68%
/@/\/O\fo ©/on
HO 153 H
HO ‘ HO z ‘
A_ O "
‘ 3 etapas 0 5 )<
74% (
57 5 b (o)
152

Esquema 1. Primera sintesis total del oleocantal a partir de D-lixosa 149

A partir de entonces, distintos grupos de investigacién han

intentado la sintesis total desde otras aproximaciones como la de Valli et

177 Abuznait, AH; Qosa, H; Busnena, BA; El Sayed, KA; Kaddoumi, A. ACS Chem.
Neurosci. 2013, 4, 973-982.
178 Smith 111, AB; Sperry, JB; Han, Q. J. Org. Chem. 2007, 72, 6891-6900.
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al.}”® y Takahashi et al.,*®° sin embargo no logran mejorar el proceso de
sintesis ya que, en la mayoria de los casos, el oleocantal que se obtiene
es el racémico y siempre el nimero de etapas y el rendimiento global son
peores. Actualmente se considera que la mejor via de acceso a este
compuesto, es a través de su aislamiento y purificacion desde el aceite

de oliva virgen extra.

Por otra parte, la oleaceina 53 es el segundo compuesto
secoiridoide dialdehidico que podemos encontrar dentro del perfil
fendlico del aceite de oliva. Desde el punto de vista estructural, guarda
una gran relacion con el oleocantal, diferenciandose solo en el fragmento

fenolico que en este caso es un catecol.

Debido a su similitud con el oleocantal, se le han atribuido
diversas propiedades bioldgicas analogas a 57, pero su menor estabilidad
dificulta en gran medida el estudio de su actividad farmacoldgica. Aun
asi, se ha comprobado que es un potente agente antiproliferativo'®® e
inhibidor de la enzima 5-lipoxigenasa implicada en la biosintesis de
leucotrienos.'® También se ha comprobado que es capaz de elevar el
nivel de la respuesta antiinflamatoria de los macrofagos en procesos

relacionados con la aterosclerosis,'® y que tiene la capacidad de tratar o

179 Valli, M; Peviani, EG; Porta, A; D’Alfonso, A; Zanoni, G; Vidari, G. Eur J. Org.
Chem. 2013, 20, 4332-4336.

180 Takahashi, K; Morita, H; Honda, T. Tetrahedron Lett. 2012, 53, 3342-3345.

181 Barbaro, B; Toietta, G; Maggio, R; Arciello, M; Tarocchi, M; Galli, A; Balsano, C.
Int. J. Mol. Sci. 2014, 15, 18508-18524.

182 \Vougogiannopoulou, K; Lemus, C; Halabalaki, M; Pergola, C; Werz, O; Smith Il1,
AB; Michel, S; Skaltsounis, L; Deguin, B. J. Nat. Prod. 2014, 77, 441-445.

183 Filipek, A; Czerwinska, ME; Kiss, AK; Wrzosek, M; Naruszewicz, M.
Phytomedicine 2015, 22, 1255-1261.
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prevenir las enfermedades relacionadas con la degradacion de las placas

aterosclerdticas.*®*

En cuanto a su preparacion, actualmente existen dos
procedimientos de sintesis. ElI primero (A) es a través de la
transformacion de la oleuropeina 71 en oleaceina mediante la reaccion
de desalcoxicarbonilacion de Krapcho en DMSO hiimedo y NaCl;'® y
el segundo (B), por medio de un calentamiento a reflujo en agua de la
desmetil oleuropeina o 4acido oleuropeinico 154 en presencia de
Er(OTf)3!8 (Esquema 48).

150 °C

\
o) (B) R = H, Er(OTf)3 H,0 A_ 0
HO 0 . ’
HO Reflujo ‘O

OH 53

71 R =Me
154 R=H

HO (0] O COOR
HO O (0]
HO 1 N (A) R = Me, DMSO, NaCl, H,0 :@/\/ \f
HO

Esquema 2. Semisintesis publicadas actualmente de la oleaceina 53

Ambas sintesis tienen la ventaja de que experimentalmente son
muy sencillas de realizar sin embargo, la publicada por Nardi et al. tiene
el inconveniente de partir de la desmetil oleuropeina que es un
compuesto de dificil acceso, siendo mejor la descrita por

Vougogiannopoulou et al. que parte de oleuropeina, una materia prima

184 Czerwinska, ME; Kiss, AK; Naruszewicz, MA; Filipek, A. Oleacein for treating or
preventing diseases resulting from atherosclerotic plaques, US20160008311 Al

185 Nardi, M; Bonacci, S; De Luca, G; Maiuolo, J; Oliverio, M; Sindona, G; Procopio,
A. Food Chem. 2014, 162, 89-93.
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facil de obtener en grandes cantidades y en un alto grado de pureza de la

hoja del olivo.'8®

Los aglicones de ligstrésido y oleuropeina en sus formas
monoaldehidicas 65 y 66 son los otros dos secoiridoides mayoritarios.
Estructuralmente hablando, al contrario que 57 y 53, mantienen cerrado
el anillo de seis miembros del fragmento de secoiridoide ademas del
grupo carboximetilo en C-4, también presente en los glucosidos

ligstrésido 84 y oleuropeina 71 de donde proceden.

De forma similar que en el caso del oleocantal 57, ambos
compuestos 65 y 66 pueden ser aislados y purificados del aceite de oliva,
siendo para 65 la Unica via de acceso a €l ya que es posible la semisintesis
de 66 a partir de oleuropeina 71 mediante el uso de B-glucosidasas. La
hidrolisis enzimatica de 71 en agua conduce al gem-diol del aglicon de
la oleuropeina 155 y su posterior redisolucion en disolventes apréticos
como acetona o cloroformo, conduce al aglicon en su forma

monoaldehidica 66 (Esquema 49).162

18 Sahin, S; Bilgin, M. Sep. Sci. Technol. 2012, 47, 2391-2398.
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HO 0._0
e
HO N :@N COOMe

B-Glucosidasa

155

Redisolucién en
Acetona o
Cloroformo

COOMe
HO:©/\/O X
(¢}

66

Esquema 3. Semisintesis de 66 a partir de oleuropeina catalizada con B-glucosidasas

Los compuestos 65 y 66 han sido poco estudiados, sin embargo
se sabe que el aglicon de la oleuropeina 66 es un potente antioxidante y
que junto a la oleaceina 53, protege a los globulos rojos del dafio
inducido por estrés oxidativo eliminando el H.0,,'® hasta el punto de

evitar en gran medida la hemolisis.*®

La desalcoxicarbonilacion de Krapcho, o simplemente reaccion
de Krapcho, es aquella que permite la descarboxilacién de un éster por
calentamiento en presencia o ausencia de un haluro inorganico. Los
sustratos que pueden sufrir esta reaccion son los ésteres malonicos y sus

derivados, asi como los p-cetoésters y los a-cianoésteres. La reaccion de

187 paiva-Martins, F; Fernandes, J; Rocha, S; Nascimento, H; Vitorino, R; Amado, F;
Borges, F; Belo, L; Santos-Silva, A. Mol. Nutr. Food Res. 2009, 53, 609-616.

188 paiva-Martins, F; Fernandes, J; Santos, V; Silva, L; Borges, F; Rocha, S; Belo, L;
Santos-Silva, A. J. Agric. Food Chem. 2010, 58, 135-140.
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Krapcho permite la eliminacion de uno de los carbonilos sin recurrir a
métodos como la hidrolisis que, segun sea el caso, pueden llegar a ser
inviables por la naturaleza del propio sustrato (Esquema 50).

RT X Disolvente polar aproético R X
R? COOR? H,0 y/o sal inorg. R?
Calor

X = COOR*, COR®, CN, NO,, SO,R®

Esquema 4. Esquema general de la reaccion de Krapcho

Es por ello que esta reaccion es una poderosa herramienta para
obtener compuestos e intermedios a los que mediante otras vias serian
imposibles o muy dificil de acceder, como por ejemplo la oleaceina 53
comentada anteriormente, el neurobloqueante muscular coccuvinina'® o

el sesquiterpeno silfiperfol-6-eno.%°

Mecanisticamente se plantean dos posibles rutas dependiendo del
tipo de sustrato utilizado. En el esquema 51 se muestra cémo los
malonatos de dialquilo, los B-cetoésters y los a-cianoésteres, sin
sustituyentes o monosustituidos en a, son capaces de reaccionar en
disolventes polares apréticos himedos como DMSO y DMF, en ausencia
de una sal inorganica que facilite la descarboxilacion. EIl agua presente
en el medio puede contener pequefias cantidades de aniones hidroxilo
que serian capaces de promover dicha desalcoxilacion. El carboxilato

189 Sano, T; Toda, J; Maehara, N; Tsuda, Y. Can. J. Chem. 1987, 65, 94-98.
190 Wright, J; Drtina, GJ; Roberts, RA; Paquette, LA. J. Am. Chem. Soc. 1988, 110,
5806-5817.
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intermedio generado perderia el grupo carboxilo en forma de CO:

generando un carbanion que termina captando un proton del agua.t®t

R!

R2 "COOR®

“OH _
&/ 3 on i 1
R! H
R1><\LOR —_ R%OR _~ROH R%\* GO, I HO . "¢

R? 'COOR3 R2 'COOR3 R2 'COOR3

R!

RZJ\KORS

O-

Esquema 5. Mecanismo de la reaccion de Krapcho en ausencia de sal

En el caso de derivados disustituidos o que presenten
impedimento estérico importante, es necesaria la adicion de una sal
inorganica como NaCN, NaCl o LiCl entre otras, para que sea posible la
descarboxilacién. De este modo, mediante anélisis de los productos de la
reaccion de Krapcho, se llega a la conclusion de que el anién de la sal
debe atacar al fragmento O-metilo del éster a descarboxilar en un proceso
similar a una Sn2. El carboxilato generado volveria a perder COz y
mediante captura de un proton del agua se obtendria el compuesto final
(Esquema 52).1%1

191 Krapcho, AP; Engelbert, C. En Organic Reactions 2013; Vol. 81, pp 1-535.

148



4. Transformacion quimica de fenoles secoiridoides procedentes del olivo. Estrategias
para su estabilizacién

R1
~ R? 'COOR?®
X :
1(0 R Q4 H.o R! H
R O/ -MeX R%O -COZ 2 \><
R? COOR3 R2 "COOR3 R* COOR®
R1
O
O-

Esquema 6. Mecanismo de la reaccidn de Krapcho con adicién de sal

4.2. Reaccion de desmetoxicarbonilacion de Krapcho sobre
compuestos fenolicos del olivo

4.2.1. Reaccion de Krapcho sobre la oleuropeina

La desmetoxicarbonilacion de Krapcho sobre compuestos
fendlicos la hemos llevado a cabo siguiendo el método descrito por
Vougogiannopoulou et al.’®? Dichos autores describen la obtencién de
oleaceina 53 con un rendimiento del 20%, por calentamiento de la
oleuropeina 71 en DMSO a 150 °C, en presencia de 2 equiv de NaCl y
10 equiv de agua (Esquema 48). Los espectros de protones de los crudos
de reaccion revelaron que efectivamente, 71 se consumia y aparecian las
sefiales caracteristicas del fragmento dialdehidico de 53, pero ademas,
revelaron la presencia de un segundo compuesto desconocido y no
descrito por los autores originales que no presentaba ninguna sefial para

proton de aldehido (Figura 29).
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H-3
(53)

H-1 (53)

Figura 2. Espectro de *H-RMN (300 MHz) en DMSO-ds del crudo de reaccion
resultante de la reaccion de Krapcho sobre 71. Las sefiales asignadas corresponden a
las sefiales caracteristicas de la oleaceina 53. Adicionalmente, se han marcado con un

circulo las sefiales de un segundo compuesto desconocido.

Hemos comprobado que la reproducibilidad de esta reaccion no
era la esperada ya que, en repetidas ocasiones lo que obtuvimos fueron
mayoritariamente productos de degradacion. Tratando de optimizar y
mejorar la reproducibilidad y el rendimiento, hemos llevado a cabo
experiencias cambiando el disolvente, el tipo de sal, el rango de
temperaturas y las cantidades de agua afiadidas. Finalmente, nuestro
objetivo pudo ser alcanzado haciendo reaccionar 71 en DMSO himedo,
sin adicion extra de agua y en ausencia de sal, obteniendo de esta forma
resultados totalmente reproducibles. Se comprob6 también que la
reaccion necesita de alta temperatura ya que, mediante monitorizacion
de la reaccion por H-RMN en DMSO-ds hiimedo a diferentes tiempos,
se constatd que la reaccion no comenzaba hasta alcanzar temperaturas

superiores a 145 °C.

Habida cuenta de la alta inestabilidad de 53 en gel de silice y otras

fases estacionarias,'® el aislamiento y purificacion de la oleaceina 53 y

192 Karkoula, E; Skantzari, A; Melliou, E; Magiatis, P. J. Agric. Food Chem. 2014, 62,
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el nuevo compuesto de estructura aun por determinar, se abordd
mediante acetilacion de la mezcla en DMSO, sin evaporacion del
disolvente para evitar una posible descomposicion, usando Ac20 en

exceso y una pequefia cantidad de DMAP como catalizador.

De esta forma, la purificacion cromatogréafica en gel de silice
permitio obtener la oleaceina acetilada (a la que llamaremos desde ahora
aceoleina) 51 con un 42% de rendimiento y el compuesto desconocido
acetilado 52 en un 15%. En el espectro de *H-RMN de 52 destacan las
sefiales caracteristicas de protones aldehidicos H-3 y H-1 a 9.6 y 9.2
ppm, asi como el desapantallamiento sufrido por las sefiales de protones
aromaticos que aparecen entre 7.5-7 ppm al encontrarse el compuesto

acetilado (Figura 30).

Figura 3. Espectro de *H-RMN (300 MHz) en CDCl; de la aceoleina 51

El espectro de *H-RMN del compuesto 52 muestra dos singuletes

para 1 y 3 protones a 7.50 y 3.73 ppm respectivamente, que también

600-607.
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encontramos en la oleuropeina 71 y los aglicones 65 y 66, ya que se
corresponden con el grupo COOMe y al alqueno H-3, ambos conjugados
y caracteristicos del fragmento secoiridoide. También se observa un
conjunto de tres sefiales a 6.14, 5.30 y 5.07 ppm para un proton cada una,
y que presenta las constantes de acoplamiento tipicas de tres protones de

tipo vinilo (Figura 31).

COOMe

H-3

Vinilo

Figura 4. Espectro de *H-RMN (300 MHz) en CDClI; del compuesto desconocido
acetilado 52

El resto de sefiales de la molécula se asemeja a las de la aceoleina
51y, con el dato de la masa molecular aportado por EM, dedujimos que
la estructura era la correspondiente al aglicon del oleurésido 52 (DOA,
Dehydrated Oleuroside Aglycone), pero en su forma deshidratada y
acetilada (Figura 32). Esta modificacion de la reaccion de Krapcho ha

sido objeto recientemente de una solicitud de patente.®

193 Fernandez-Bolafios, JG; Maya, |; Gonzalez-Benjumea, A. Uso del DMSO para la
sintesis de oleaceina y oleocantal. P201700241, 2017.
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HO 0._0
X
. AcO 0._0
HO N ¢ :@N \’4 COOMe
OH Xy AcO B

HO 5 A O
HO
OH - L
Aglicén del oleurdsido
Oleurosido 156 deshidratado acetilado 52

Figura 5. Estructuras del oleurésido 156 y su aglicon deshidratado 52

Por tanto, podemos concluir que:

a) El calentamiento de oleuropeina 71 en DMSO hdmedo a 150
°C durante 5 h, en lugar de 10 h como se recoge en la bibliografia,!®?
conduce a la obtencién de una mezcla de oleaceina 53 y del aglicon

deshidratado del oleurdsido 54.

b) La acetilacion in situ sin evaporacion del disolvente es
necesaria para aislar y purificar la oleaceina, aunque en su forma
acetilada, no descrita previamente (Esquema 53). Esta reaccion,

transcurre con un rendimiento global del 57% tras las dos etapas one-pot.

c) De la mezcla de reaccion acetilada también se obtiene un
nuevo compuesto 52, cuya estructura corresponde al aglicén del

oleurésido deshidratado y acetilado.
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ACO]@/\/OYO
¥z (0]
‘1, AN I
HO o

1) DMSO, 150 °C 51

ACO:©/\/OYO COOMe

X0

2) Ac,O/DMAP

52

Esquema 7. Reaccidn de desmetoxicarbonilacion de Krapcho sobre la oleuropeina 71
seguido de acetilacion

Sobre la base de que las condiciones 6ptimas para la reaccion que
hemos puesto a punto no hacen uso de una sal inorgénica y de que el
DMSO posee cierto cardcter nucleodfilo, hemos postulado que el
disolvente podria jugar el papel de la sal, captando el metilo del
intermedio 158 lo que daria lugar a trimetilsulfoxonio mas el
correspondiente carboxilato, cuya descarboxilacion con pérdida de CO>
conduciria a la formacion del compuesto 53 (Esquema 54).
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HO

HO

HO H,0

HO

7 157

HO HO

158

~
HO o\fo ol HO o\fo
-CO, ., % .,
HO O HO g

' ]
= O‘) Z (¢}
5 5 b

Esquema 8. Mecanismo propuesto para la reaccion de Krapcho sobre 71 en DMSO
himedo

Un hecho que reforzaria esta hipdtesis es que en el espectro de
'H-RMN en DMSO-ds, aparece a 3.17 ppm, un singulete que podria

corresponder al metilo de la especie trimetilsulfoxonio.

En el Esquema 55 se indica el mecanismo propuesto para la
formacion del DOA 54. Teniendo en cuenta que al medio se libera CO-
y un anion hidroxido, no es de extrafiar que exista una cierta cantidad de
bicarbonato, lo que proporcionaria un medio ligeramente béasico que
podria desprotonar en la posicion H-10 del intermedio 158. De ocurrir
esto, podria generarse otro intermedio de tipo enolato que atacaria
intramolecularmente a C-3. Finalmente, la abstraccion de un segundo

proton en C-4 generaria un carbanion estabilizado por la presencia del
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éster metilico que expulsaria el grupo hidroxilo en C-3 (Elcg) para

obtener el compuesto a,B-insaturado 54.

HO HO

HO

54

Esquema 9. Mecanismo propuesto para la formacion de 54 a partir de 71

Por ultimo, esta misma reaccion la hemos realizado por
calentamiento en un microondas cientifico (Anton Para Monowave 300
reactor) con objeto de observar si el rendimiento de la reaccién mejoraba,
observandose una clara disminucion de la cantidad de glucosa al término
de la reaccion, lo que al menos, facilita la posterior purificacion

cromatografica de los compuestos acetilados.

La desacetilaciobn de ambos catecoles 51 y 52 se realizd
satisfactoriamente a través de dos rutas (Esquema 56). Por un lado, la O-
desacetilacion quimioenzimatica con el extracto HR21-6 de Bacillus
pumilus en MeOH vy 40 °C, condujo a los derivados 53 y 54 en tan solo

3y 4 h respectivamente con rendimientos cuantitativos. Por otro lado, el
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tratamiento con 4 equiv de imidazol en MeOH a 40 °C durante 24 h
también proporciond a los dos compuestos desacetilados.
ACOQ/\/OYO HOQ/\/OYO
AcO " HO
= (0]
53

‘ A. Extracto de HR21-6
51 le} MeOH, 40 °C

B. 4 equiv imidazol

MeOH, 40 °C
AcO "N HO TN
O X0
52 54

Esquema 10. O-Desacetilacién quimioenzimatica de aceoleina 51 y DOA acetilado 52
(A) mediante catalisis enzimatica o bien (B) mediante catélisis quimica®®

Como se ha comentado, la inestabilidad de la oleaceina impide la
purificacion cromatografica del compuesto tras el tratamiento con
imidazol, por lo que la confirmacion de que la conversion de la
desacetilacion fue completa, sélo se pudo realizar mediante RMN de

protones (Figura 33).

Figura 6. Espectro de *H-RMN (300 MHz) de la oleaceina 53
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Por el contrario, el compuesto 54 si pudo ser purificado mediante
cromatografia en columna obteniéndose con un rendimiento del 32%. Su
estructura fue confirmada por RMN y EM confirmdndose la
desacetilacion al observarse un desplazamiento de las sefiales
correspondientes a los protones aromaticos por debajo de 7.00 ppm en
'H-RMN (Figura 34).

_.J T v e I
'?.IS ?f':' ETS c’f':' 555 55':' 455 4.I':' 355 3?':' IT.‘DST.

Figura 7. Espectro de *H-RMN (300 MHz) en CDClIs del aglicon deshidratado del
oleurésido (DOA) 54

Tras estos resultados, al comparar ambos métodos de sintesis
resulta mucho mas ventajoso, tanto en rendimiento y operatividad, la via
qguimioenzimatica pues evita el uso de columnas de gel de silice para la
purificacion de los productos, pudiéndose obtener ambos
exclusivamente por filtraciéon y lavados con agua en embudo de

decantacion.

4.2.2. Reaccion de Krapcho sobre otros fenoles de interés biolégico

Con el objetivo de extender la reaccion de Krapcho a otros

sustratos hemos llevado a cabo la reaccion tanto con los aglicones
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monoaldehidicos 65 y 66, como con un derivado de la oleuropeina
protegida en el grupo catecol con el grupo metilidendioxi 55. En la
naturaleza existe una amplia variedad de compuestos que presentan un
grupo catecol protegido con un puente de metilideno, asi como farmacos,
drogas o pesticidas entre los que podemos destacar el Tadalafilo, el

éxtasis o el PBO.

El Talafilo es componente de farmacos como Cialis y Adcirca,
aprobados por la FDA para el tratamiento de la disfuncion eréctil, la
hiperplasia prostatica benigna (Cialis) y la hipertension pulmonar arterial
(Adcirca). EI PBO es un compuesto orgéanico sencillo que se utiliza como
componente de ciertos pesticidas ya que tiene la propiedad de potenciar

la actividad de estos, aunque su actividad como pesticida per se es nula.

Una ventaja de disponer de moléculas bioactivas o
potencialmente bioactivas con este grupo, es que no solo permite
aumentar la lipofilia con la consiguiente mejora en su biodisponibilidad,
sino que el grupo metilidendioxi es facilmente eliminado por la accién
de las enzimas citocromo P450. Estas enzimas estan presentes en
especimenes de todo tipo (animales e incluso virus) y concretamente en
los humanos, el sistema citocromo P450 se encuentra en las membranas
de las células®® lo que convierte a todo profarmaco que incluya el grupo

metilidendioxi como protector en un buen candidato bioactivo.

Para la sintesis de la 3,4-O-metilidendioxi oleuropeina 55 se
siguié un procedimiento similar al publicado por Zelle y McClellan*®®

utilizando Cs2CO3 como base para generar el alcoholato y CH2Cl; en

194 Berka, K; Hendrychovd, T; Anzenbacher, P; Otyepka, M. J. Phys. Chem. A 2011,
115, 11248-11255.
195 Zelle, R. E.; McClellan, W. J. Tetrahedron Lett. 1991, 32, 2461-2464.
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DMF a 100 °C. El uso de 1.5 equiv de base, junto con 20 equiv de CH2Cl;
condujo a 55 (55%) tras 22 h de reaccion. No obstante, la sustitucion del
CH2Cl> por BrCICH: acelerd considerablemente la reaccion llegando al
compuesto deseado en tan s6lo 1 h de calentamiento con el mismo

rendimiento (Esquema 57).

CSZCO::,’ BrCICH2

DMF
100 °C

71 55

Esquema 11. Sintesis de 3,4-O-metilidendioxi oleuropeina 55

El producto fue caracterizado mediante RMN y EM,
confirmandose la insercién del metilideno por la aparicion del singulete

a5.90 ppm en el espectro de protones (Figura 35).

J Jﬁ« A BT s

T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 8.0 5.5 5.0 4.3 4.0 3.5 3.0 2.5 z.0 Tom

Figura 8. Espectro de *H-RMN (300 MHz) en CD3;OD de 3,4-O-metilidendioxi
oleuropeina 55

160



4. Transformacion quimica de fenoles secoiridoides procedentes del olivo. Estrategias
para su estabilizacién

La reaccion de Krapcho sobre 55 se llevé a cabo utilizando las
mismas condiciones optimizadas para la oleuropeina 71. El
calentamiento de 55 en DMSO hdmedo durante 5 h condujo a la
formacion del dialdehido 56 sin detectarse la formacion de un segundo
producto analogo al DOA, obtenido en la reaccion sobre 71 (Esquema
58).

o O\fo COOMe
. o} 0.__0
0 TN DMSO < :@N T
OH = O O 1, |
HO 0 ! 150 °C J_ o
HO '

OH 56 0

55

Esquema 12. Sintesis de 3,4-O-metilidendioxi oleaceina 56 mediante reaccién de
Krapcho sobre 55

El dialdehido 56 fue obtenido con un rendimiento del 37% tras
purificacion cromatografica y su estructura confirmada por
espectroscopia de RMN y EM, encontrando de nuevo las caracteristicas
sefiales de los protones del dialdehido entre 9.64 y 9.24 ppm, ademas del

singulete a 5.92 ppm de los protones del grupo metilideno (Figura 36).

Figura 9. Espectro de *H-RMN (300 MHz) en CDCl; de 3,4-O-metilidendioxi
oleaceina 56
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De la misma forma, la reaccion de Krapcho sobre los aglicones
monoaldehidicos de ligstrésido 65 y oleuropeina 66, obtenidos tras
purificacion cromatogréafica a partir de un extracto de polifenoles de
aceite de oliva virgen extra, fue realizada usando las condiciones
optimizadas para 71. En todos los ensayos, los aglicones fueron disueltos
en un volumen de DMSO humedo de forma que resultaran disoluciones
de concentracion 10 mg/ml. Se necesitaron 4 h de calentamiento para
transformar 66 en oleaceina 53, y 7 h para obtener oleocantal 57 a partir
de 65 (Esquema 59).

COOMe
R o DMSO R 00
N ' T
:©/\/ humedo )
(@] o] HO
0 |
HO | 150 °C J_ 0
o |
65R=H 57R=H @)
66 R = OH 53R = OH

Esquema 13. Reaccion de desmetoxicarbonilacion de Krapcho de los aglicones
monoaldehidicos 65 y 66 para dar oleocantal 57 y oleaceina 53, respectivamente®®

Por otra parte, la transformaciéon de los monoaldehidos en los
dialdehidos también fue posible cuando la reaccion fue llevada a cabo
sobre la mezcla de polifenoles extraido del aceite de oliva. Asi, es posible
transformar una mezcla original que contiene hasta 4 componentes
mayoritarios en una mezcla de tan los dos mas interesantes, el oleocantal
y la oleaceina, cuyo aislamiento y purificacion cromatografica se
simplifica notablemente de esta forma (Figura 37). El oleocantal puede
aislarse directamente por cromatografia en columna de la mezcla
obtenida, mientras que la oleaceina requeriria un paso previo de
acetilacion de la mezcla!® cuya separacion proporciona la aceoleina 53
y el oleocantal acetilado (aceocantal) 58, teniendo asi acceso a dos

compuestos lipofilos con un potencial farmacoldgico interesante.
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Resaltar también, que la aplicacion de la reaccion de Krapcho sobre un
extracto polifendlico procedente de aceite de oliva virgen extra aporta
una nueva e interesante via de acceso hacia el oleocantal 57, ya que
podria competir con la sintesis quimica a nivel industrial debido a su

mejor escalabilidad y viabilidad econdmica.

L o
IR

Nl

o - @W%
1L

L

T
8.5 8.0 7.5 1.0 ppm

Figura 10. Espectros parciales comparativos de *H-RMN (300 MHz) en DMSO-ds de
la region aldehidica y aromatica de (de abajo hacia arriba): oleocantal 57, oleaceina
53, mezcla de polifenoles tras la reaccion de Krapcho, aglicdn de ligstrésido 65 y
aglicon de oleuropeina 66

Las posibilidades que abre este método son muchas, ya que puede
permitir enriquecer aceites de oliva con extractos que practicamente sélo
contienen oleocantal y oleaceina aumentando considerablemente la
capacidad antioxidante y los efectos saludables de los nuevos aceites

enriquecidos.
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Finalmente, la desacetilacion de 51 y 58, mediante los
procedimientos ya mencionados en el Esquema 10 da como resultado la

obtencion de 53 y 57, cubriendo asi todo el abanico de posibilidades
(Esquema 60).1%

< o COOMe R 0. .0
:©/\/ X DMSO htmedo :@/\/ \’//
(0] (e} HO
HO i 150 °C P
0 |
65R=H 57R=H o
66 R = OH 53 R = OH
i. Extracto de HR21-6
MeOH, 40 °C Ac,0
o DMAP
ii. 4 Eq. imidazol
MeOH, 40 °C
DO
AcO i
5z O
|
58 R=H o
51 R = OAc
Esquema 14.

La capacidad de los aglicones para dar la reaccion de Krapcho
puede ser explicada atendiendo a la posibilidad de que existan en

equilibrio con una forma abierta (160, 161) que a su vez pueda
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evolucionar hasta el intermedio analogo a 158 (A) anteriormente citado
(Esquema 61).

57 R=H |

A 53 R =0OH ©

Esquema 15. Mecanismo propuesto de reaccion de Krapcho sobre los aglicones
monoaldehidicos 65 y 66

Dichos intermedios han sido recientemente detectados en el

aceite de oliva virgen extra tanto anterior como posteriormente al
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proceso de extraccion, denominandose oleokoronal (R = H) 160 y
oleomissional (R = OH) 161.1%

4.3. Derivatizacién de los secoiridoides dialdehidicos

En el presente apartado se describiran distintos procedimientos
sintéticos para obtener derivados de oleaceina 53 y/o oleocantal 57

mediante transformacion quimica de sus grupos aldehido.

4.3.1. Reacciones de reduccion de los grupos aldehido

Los primeros ensayos sobre la aceoleina 51 y el aceocantal 58, se
realizaron siguiendo el método empleado por Smith 11 et al.}”® para la
reduccién de ambos carbonilos empleando NaBH4 en MeOH a 0 °C. No
obstante, este método demostro ser ineficaz debido a desacetilaciones y
metanolisis de los compuestos, que fueron detectadas mediante *H-RMN

y provocadas posiblemente al pH basico generado por el reductor.

El uso de una fuente de hidruros més suave como es el
NaBH(OACc)s en medio &cido, permitié la reduccion quimioselectiva del
aldehido no conjugado de 51, pudiéndose obtener el correspondiente

alcohol 59 con un rendimiento del 46% (Esquema 62). Durante la

1% Diamantakos, P; Velkou, A; Killday, KB; Gimisis, T; Melliou, E; Magiatis, P.
Olivae, 2015, 122, 22-33.
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purificacion cromatografica, fue posible la recuperacion del producto de

partida no reaccionante.

AcO 0_0 AcO 0_0
:@N \f NaBH(OAC); \f
AcO AcO

| AcOH/THF
= O 0°C = OH
I I
51 o 59 ©
Esquema 16. Sintesis de 59 mediante reduccion regioselectiva del carbonilo no
conjugado

El compuesto fue caracterizado por RMN y EM detectando en el
espectro de protones la ausencia de la sefial sobre 9.6 ppm, indicativa del
aldehido no conjugado. En consecuencia, la aparicion de dos multipletes
a 3.39 y 3.28 ppm que corresponden a los protones del nuevo -CH>
formado, permitieron confirmar la reduccion del compuesto (Figura 38).

J@‘L—MJ’M@_JL\L _ ML_JJJ}L&MU’L ‘JJ

.JL ...».JLJL.)“L JL ,J\t IV\MJM
5 5.‘0 4‘.5 4‘0 3.‘5 3‘.0 215

T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 5.

T
20 ppm

Figura 11. Espectros comparativos de *H-RMN (300 MHz) en CDCl; de aceoleina 51
(arriba) y 59 (abajo)

Paralelamente, la reduccion quimioselectiva del grupo aldehido
conjugado fue posible mediante la modificacion del método empleado
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por Paiva et al.'® y que consiste en el empleo de NaBH4 en una
disolucion de MeOH acuoso tamponada a pH 6.8 en presencia de un
equiv de CeClz-6H20 (Esquema 63).

AcO 0.0
:@N \f NaBH, CeCl,
e ——
AcO e

| MeOH/H,0
A_ O pH 6.8

I
51 o)

.
¥e

yos

Esquema 17. Sintesis de 60 mediante reduccion regioselectiva del carbonilo
conjugado

o
|
Rony

Dicho alcohol 60 se purifico mediante cromatografia en gel de
silice obteniendo el segundo derivado monoreducido con un rendimiento
del 54%. El compuesto se caracterizd6 mediante RMN y EM,
detectdndose en el espectro de protones que dicho producto aparece

como una mezcla practicamente 1:1 de dos isémeros (Figura 39).

197 paiva-Martins, F; Gongalves, P; Borges, JE; Przybylska, D; Ibba, F; Fernandes, J;
Santos-Silva, A. Food Funct. 2015, 6, 2350-2356.
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u Al

T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 8.0 5.5 5.0 4.3 4.0 3.5 3.0 .5 z.0 Tom

Figura 12. Espectro de *H-RMN (300 MHz) en (CD3).CO del derivado monoreducido
en el aldehido conjugado 60

El correspondiente derivado desacetilado de 60, un posible
metabolito de la oleaceina 53, ha sido descrito como tal por Paiva, en
forma de mezcla isomeros configuracionales E/Z. No obstante,
experimentos de NOESY bidimensional realizados con el diacetilado 60
han permitido confirmar la retencién de la configuracion E del doble
enlace. La aparicién de idénticos efectos NOE para los H-8 y H-10 de
ambos isomeros permiten confirmar que el producto se obtiene como
mezcla de epimeros en C-3 (Figura 40).

ACO:©\/\ o ACO:©\/\ o
OH
AcO 0" N AcO " N, OH
Z H 74

60 (R) Me 60 (S) Me

Figura 13. Estructura de la mezcla de diastereoisomeros R/S de 60

Por ultimo, sefalar que el derivado desacetilado del compuesto

60 ha demostrado ser un buen protector de los globulos rojos frente a la
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hemolisis inducida por estrés oxidativo, al igual que la oleaceina 53 y el
aglicon de la oleuropeina 66,'%" por lo que su acetilado podria mostrar un
incremento de la actividad debido a su mayor biodisponibilidad.

4.3.2. Reacciones de acetalacion

Una via potencialmente fructifera para la obtencion de nuevos
derivados lipofilos de oleocantal y oleaceina es la transformacion en
acetales de sus grupos aldehidos. Asi, el tratamiento del derivado
acetilado 51 con etilenglicol en presencia de TFA como catalizador
acido, condujo a la acetalacion quimioselectiva del aldehido no
conjugado obteniéndose el derivado 61 con un rendimiento del 68%. La
monitorizacion de la reaccion mediante 'H-RMN empleando como
disolvente CDClIs, permitio establecer el empleo de 2 equiv de
etilenglicol, 0.5 equiv de TFA y 3 h de calentamiento a 50 °C como
condiciones Optimas (Esquema 64). Por otra parte, la mayor estabilidad
del oleocantal permitio su acetalacion selectiva dando 62 (84%) en las
mismas condiciones de reaccion, pudiéndose llegar al correspondiente

acetilado 63 mediante acetilacidn estandar en Ac2O/Py.

R! 0__0 2 equiv etilenglicol R! 0._0
:@N \f 0.5 equiv TFA \f
R20 ", T Rr2o ", o

| CDCl, J
= 0o 50°C = (0]

I I
o} o}
51 R'= OAc, R? = Ac 61 R'=0Ac, R?= Ac

57R'=R?=H 62R'=R?=H

Esquema 18. Acetalacion quimioselectiva de la aceoleina 51 y el oleocantal 5723
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Los compuestos acetilados aislados fueron caracterizados por *H-
RMN y EM, confirméandose la introduccion del grupo acetal en RMN de
protones debido a la desaparicion de la sefial a 9.6 ppm del proton
aldehidico y a la aparicion de un doble doblete a 4.68 ppm

correspondiente al nuevo H-3 (Figura 41).

| JUU CAL b
| L L Ml

T T T T T T T T
9.5 9.0 85 8.0 75 7.0 6.5 6.0

Figura 14. Espectros comparativos de *H-RMN (300 MHz) en CDCl; de los
monoacetales acetilados 61 (abajo) y 62 (arriba)

Por dltimo, el derivado acetalico de la oleaceina pudo ser
desacetilado con rendimiento practicamente cuantitativo, mediante el
uso del extracto enzimatico procedente de Bacilus pumilus en MeOH

(Esquema 65).

AcO O\fo HO O\fo
ACOQ/\/ . o) Extracto HR21-6 HOQ/\/ ‘., o)

= OJ MeOH, 40 °C = OJ

61 64

Esquema 19. O-Desacetilacién del monoacetal 61 mediante catalisis enzimatica'®®
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Los nuevos derivados desacetilados 62 y 64 fueron
caracterizados satisfactoriamente mediante RMN y EM, observandose el
apantallamiento por debajo de 7 ppm, de las sefiales que corresponden a
protones aromaticos, lo que confirma la desproteccion de los compuestos
(Figura 42).

| I

T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25

T T T
9.5 9.0 8.5

%g

ppm

Figura 15. Espectros comparativos de *H-RMN (300 MHz) en CDCl; de los
monoacetales desacetilados 62 (arriba) y 64 (abajo)
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5. Deteccidn, cuantificaciéon y aislamiento de fenoles
secoiridoides de interés bioldgico del aceite de oliva virgen

extra
5.1. Introduccién

El aceite de oliva virgen (AOV) o virgen extra (AOVE), un
ingrediente basico de la dieta de los paises mediterraneos desde la
antiguedad hasta nuestros dias, ha visto cdémo su popularidad no ha hecho
mas que aumentar en los ultimos afios. Como producto, no sélo hay que
resaltar su contenido caldrico calculado en unas 37.7 kJ/g gracias, en
mayor medida, a los &cidos grasos que contiene (fundamentalmente
insaturados); sino que también es un simbolo de gran valor historico,

cultural y econémico.

Como alimento, este aceite vegetal ha demostrado ser
excepcional y parte fundamental de la saludable dieta Mediterranea,
reconocida en 2010 por la UNESCO como Patrimonio Cultural
Inmaterial de la Humanidad. Tanto es asi que La Fundaciéon Dieta
Mediterranea ha colocado recientemente al aceite de oliva en el centro

de su famosa piramide.

Asi mismo, la Organizacion Mundial de la Salud ha puesto de
relieve que, desde el punto de vista de la salud, el mayor problema al que
se enfrenta el mundo occidental es el auge de las enfermedades crénicas.
Estas son fruto de malos habitos diarios entre los que destacan el
sedentarismo y la mala alimentacion, lo que a su vez se correlaciona con

el aumento en las Gltimas décadas de las enfermedades autoinmunes.
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Diversos estudios epidemiolégicos han demostrado que
Unicamente las dietas tradicionales como la asiatica y la Mediterranea
son capaces de amortiguar el aumento de estas enfermedades en la
poblacion. 198199200 | 5 explicacion estriba en que el aceite de oliva virgen
extra entre otros alimentos de esta dieta, aporta considerables efectos
beneficiosos fruto de su perfil graso, sus potentes antioxidantes o su
contenido en tocoferoles. De hecho, numerosos estudios realizados en
humanos han demostrado sus efectos positivos en el sistema
cardiovascular previniendo enfermedades coronarias, trombosis,
procesos inflamatorios?® y limitando el dafio producido por oxidacion

del ADN vy de lipidos de membranas celulares.?%?

5.1.1. Composicion del aceite de oliva virgen extra

En cuanto a su composicidén nos encontramos con que se trata de
una mezcla compleja que depende del tipo de aceituna, del grado de
maduracion, las condiciones climatolégicas y el estrés hidrico; asi como
a variables técnicas relacionadas con el proceso de produccion como las
condiciones de molturacion o el tiempo de batido o malaxacién.iEror!

Marcador no definido. - BromatolGgicamente, sus componentes pueden

198 Alarcon-de-la-Lastra, C; Motilva, V; Herrerias, J. Curr. Pharm. Des. 2001, 7, 933
950.

19 Martin-Pelaez, S; Covas, MI; Fito, M; Kusar, A; Pravst, I. Mol. Nutr. Food Res.
2013, 57, 760-771.

200 vvargas, AJ; Neuhouser, ML; George, SM; Thomson, CA; Ho, GYF; Rohan, TE;
Kato, I; Nassir, R; Hou, L; Manson, JE. Am. J. Epidemiol. 2016, 184, 23-32.

201 Covas, MI. Pharmacol. Res. 2007, 55, 175-186.

202 Fijtd, M; de-la-Torre, R; Covas, MI. Mol. Nutr. Food Res. 2007, 55, 1215-1224.
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dividirse en dos grandes familias, una mayoritaria que representa el 98-
99% en peso de naturaleza saponificable y otra minoritaria

insaponificable que llegaria hasta el 2%.

Como parte de la fraccion mayoritaria destacan:

Acidos grasos libres

Normalmente en pequefias concentraciones y procedentes de la
hidrdlisis parcial de los triglicéridos. La deteccion de variaciones en su
concentracion constituye una buena prueba acerca de posibles
adulteraciones y/o mal tratamiento en la produccién ylo
almacenamiento. Son los responsables de la acidez del producto,

elemento esencial a la hora de catalogar el aceite.

Como parte de los triglicéridos destacan los acidos grasos
monoinsaturados (en torno al 77.5%) frente a los saturados (en torno al
16.3%) y los poliinsaturados (en torno a 6.4%), siendo el &cido oleico el

mayoritario.

Triglicéridos

Conforman la fraccién mayoritaria dentro del grupo de los
compuestos saponificables. Como es sabido, son triésteres de glicerol y
acidos grasos, siendo estos iguales o diferentes en todas sus
combinaciones. Sin embargo, debido a la preponderancia de oleico en la
mezcla, existe una mayoria de triglicéridos con las tres cadenas grasas

insaturadas (trioleina aproximadamente 62% Yy oleico-oleico-linoleico
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4%), seguida de triglicéridos con dos cadenas insaturadas (oleico-oleico-
palmitico 29% y oleico-oleico-estearico 2%).2%

Mono y diglicéridos

Es una fraccion minoritaria que representa aproximadamente el
1.0-3.0%. Aunque en principio proceden de una biosintesis incompleta,
pueden ayudad a detectar adulteraciones o almacenamiento indebido ya
que se puede determinar la edad de un aceite por la variacion de la

relacién entre los 1,2 y 1,3-diacilglicéridos.

Por otra parte, en la fraccién minoritaria destacan:

Fosfolipidos y ceras

Todos ellos contienen acidos grasos. Entre los fosfolipidos
destaca la dioleilfosfatidilcolina, el dioleil fosfatidilinositol y la dioleil
fosfatidilserina (Figura 43), encontrandose en cantidades entre 40-135

ppm.204

203 Apbia, R; Perona, JS; Pacheco, YM; Montero, E; Muriana, FJ; Ruiz-Gutiérrez, V. J.
Nutr. 1999, 129, 2184-2191.

204 Cert, A; Lanzon, A; Carelli, AA; Albi, T; Amelotti, G. Food Chem. 1994, 49, 287—
293.
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O
O Oil—R
Q r—Lo 0 OH
O (@] R I
O-P-0O OH
0-P-07
(I)_ HO OH
OH
R = Acido oleico
Dioleil fosfatidilcolina Dioleil fosfatidilinositol
(@]
0 o-Lr
O_F|>_0 \NH3
O_ \ —
COO

Dioleil fosfatidilserina

Figura 1. Estructuras de los fosfolipidos mas importantes del aceite oliva

Las ceras encontradas en el aceite de oliva son ésteres de niumero
par de carbonos (entre 36 y 46) y su contenido no suele superar los 250
ppm. Se producen de forma natural, aunque su contenido puede
aumentar, por determinadas condiciones de almacenamiento y

produccion.?%®

205 Mucciarella, MR; Marsilio, V. Rivista Italiana delle Sostanze Grasse 1997, 74, 105—
112.
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Hidrocarburos
Se encuentran fundamentalmente terpenos como el escualeno

166, que representa el 40% de la fraccion minoritaria, y el B-caroteno

167, presente en pequefias cantidades (0,5-4 ppm) (Figura 44).

166

Figura 2. Estructura de los terpenos mayoritarios del aceite de oliva

Alcoholes

Se encuentran presentes alcoholes lineales con alto numero de
carbonos (21-28) y alcoholes terpénicos como la [-amirina, el
butirospermol o el cicloartenol presentes en grandes cantidades (1000-
1500 ppm).2%®

También se encuentra un grupo numeroso de esteroles entre los
que destacan el B-sitosterol 168, A-5-avenasterol 169, el campesterol 170
y los dioles eritrodiol 171 (150-1000 ppm?°’) y uvaol 172 (60-200 ppm)

208 | ozano Sanchez, J; Segura Carretero, A; Fernandez Gutiérrez, A. En Aceite de Oliva
Virgen: Tesoro de Andalucia. Composicion del aceite de oliva, Arguval Ediciones,
2010.

207 Kiritsakis, A; Markakis, P. Adv. Food Res. 1988, 31, 453-482.
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(Figura 45) siendo la concentracion total de esta familia sobre los 1130-
2650 ppm.2®

Figura 3. Estructuras de los mono y dialcoholes terpénicos mas importantes del aceite
de oliva

Tocoferoles

Estos fenoles con actividad antioxidante constituyen la Vitamina
E, y se encuentran principalmente en su forma a 173 (90-95%) y en
menor medida en la forma B 174 (<10%), aunque existe cierta
controversia sobre la presencia o no del 6-tocoferol 175 (Figura 46). Su
contenido depende de la variedad de la oliva, y en general, en aceites de
calidad su concentracion suele encontrarse en el rango de 100-300

ppm.206
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173 174

HO

175

Figura 4. Estructura de los tocoferoles del aceite de oliva

Compuestos fenolicos

Es la fraccion més heterogénea de todas y, como se ha comentado
en el capitulo anterior, responsable de multitud de efectos beneficiosos
para la salud, ademas de conferirle al aceite de una defensa natural frente
al enranciamento. Su concentracion total es muy variable y dependiente
de multitud de factores, aunque se considera que el rango se encuentra
entre los 200-1500 ppm. Surgen durante la maduracion de la oliva y
durante los procesos de produccién del aceite donde tienen lugar una

serie de procesos enzimaticos que dan lugar a los compuestos detectados.

A parte de los acidos fendlicos (cafeico, p-cumarico, siringico,
vanilico, ferulico, protocatecuico y p-hidroxibenzoico) que se
encuentran en muy pequefias cantidades (<1 ppm), encontramos
alcoholes fendlicos como el HT 67 y el tirosol 153 que se encuentran en

pequefia proporcion (sobre 14 ppm y 27 ppm respectivamente). 208

Los secoiridoides suelen ser los mas abundantes y de los que aln

se siguen encontrando nuevos derivados. Son exclusivos de la familia

208 Owen, RW; Mier, W; Giacosa, A; Hull, WE; Spiegelhalder, B; Bartsch, H. Food
Chem. Toxicol. 2000, 38, 647-659.

182



5. Deteccion, cuantificacion y aislamiento de fenoles secoiridoides de interés biol6gico
del aceite de oliva virgen extra

Oleaceae y se pueden catalogar como derivados de los glucosidos
ligstrosido y oleuropeina. La concentracion de los secoiridoides es
altamente variable y actualmente su cuantificacion es objeto de cierta
controversia. Destacan el oleocantal 57, la oleaceina 53, con remarcables
propiedades bioldgicas que ya fueron comentadas en el capitulo 3, y los
aglicones monoaldehidicos del ligstrésido 65 y oleuropeina 66.

Entre los lignanos destacan el (+)-1-pinoresinol 176 y (+)-1-

acetoxipinoresinol 177 (Figura 47).2%°

OH
o LI
' OMe

Hre IR
MeO e
0
HO
176 R=H

177 R = OCOMe

Figura 5. Estructuras del pinoresinol 176 y acetoxipinoresinol 177

Los flavonoides, con interesantes propiedades bioldgicas,
también estan presentes en el aceite de oliva de forma muy diversa.
Existen derivados hidroxilados, isoprenilados, metilados y glicosilados.

Ejemplos tipicos son la luteolina 178 y la apigenina 179 (Figura 48).

209 Brenes, M; Hidalgo, FJ; Garcia, A; Rios, JJ; Garcia, P; Zamora, R; Garrido, A. J.
Am. Oil Chem. Soc. 2000, 77, 715-720.
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178 R=H
179 R =OH

Figura 6. Estructuras de la luteolina 178 y la apigenina 179

5.1.2. Extraccion, separacion y cuantificacion de la fraccidn fendlica

del aceite de oliva

La fraccion fenodlica del aceite de oliva la componen hasta la
fecha unos 36 compuestos distribuidos en las diversas subfamilias
anteriormente comentadas, y cuya estructura y concentracion son muy
variables. Este hecho ha desembocado en el desarrollo de multitud de
propuestas para la deteccion y cuantificacion de esta fraccién variando
el método de extraccion de los fenoles y la técnica de caracterizacion y

caracterizacion.

Respecto a las técnicas de extraccion de los fenoles encontramos
dos tendencias, la extraccion liquido-liquido (LLE, por sus siglas en

inglés) y la extraccion en fase solida (SPE, por sus siglas en inglés).

De las técnicas empleadas a lo largo de los Gltimos afios para la
caracterizacion, destaca principalmente la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). Otras técnicas menos empleadas son por la

electroforesis capilar (CE)?° y la cromatografia de gases.

210 Ballus, CA; Meinhart, AD; Bruns, RE; Godoy, HT. Talanta 2011, 83, 1181-1187.
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Considerando mas detenidamente las técnicas de extraccion, las
LLE se basan en el empleo de disolventes polares tales como metanol
puro 0 mezclas de metanol/agua, previa disolucion del aceite en un

disolvente apolar como el hexano o el éter de petrdleo.?!!

Hoy dia no existe unanimidad en la eleccion de la fase
extractante; asi, Montedoro proponia en 1969 la extraccion con
MeOH/agua 80:20 (v/v) previa disolucion del aceite en una mezcla de
hexano-éter de petroleo 1:0.9:0.1 (aceite/hexano/éter de petrdleo). Sin
embargo, en 1992 el propio Montedoro se corregiria proponiendo como
mejor opcion el MeOH/agua 60:40,?!! para después escoger el MeOH
puro aludiendo mejores porcentajes de recuperacion ya que se evitaba la
formacion de emulsiones.?!? No obstante, parece que la corriente
mayoritaria es la de adoptar la mezcla MeOH/agua 60:40, siempre bajo

la premisa de obtener recuperaciones mas altas.?*3

Mencionar que las mezclas MeOH/agua ademas de dar buen
resultado para la extraccién, también son disolventes baratos y poco
peligrosos; no obstante, se han usado otros disolventes para la LLE como

la DMF o el MeCN con buenos resultados.?4

211 Montedoro, G; Servili, M; Baldioli, M; Miniati, E. J. Agric. Food Chem. 1992, 40,
1571-1576.

212 Angerosa, F; d’Alessandro, N; Konstantinou, P; Di Giacinto, L. J. Agric. Food
Chem. 1995, 43, 1802-1807.

213 Ballus, CA; Meinhart, AD; de Souza Campos Jr, FA; Bruns, RE; Godoy, HT. Food
Chem. 2014, 146, 558-568.

214 Karkoula, E; Skantzari, A; Melliou, E; Magiatis, P. J. Agric. Food Chem. 2012, 60,
11696-11703.

185



5. Deteccion, cuantificacion y aislamiento de fenoles secoiridoides de interés biol6gico
del aceite de oliva virgen extra

En cuanto a las extracciones en fase solida, éstas surgieron en
torno al afio 2000 en un estudio comparativo de la LLE y el SPE
mediante el uso de cartuchos Cg de Alltech.?®® Los buenos resultados
obtenidos fomentaron su uso extendiéndose a otros tipos de adsorbentes
como los de tipo amino, los de tipo diol,?® los de tipo Cs y C1sy un tipo

especial denominado “endcapped” Cig.?’

Estudios comparativos demostraron que los cartuchos de tipo diol
arrojaban mejores resultados seguido de los C1g y los Cg, desaconsejando
los de tipo amino y endcapped Cig al detectarse alteraciones en la
muestra y obtener a menudo artefactos extraios.?'821° Una limitacion a
tener en cuenta es que una mala eleccion de la capacidad del cartucho

tiene consecuencias negativas en su capacidad de extraccion.

Como se comento anteriormente, el HPLC es la técnica mas
empleada para la separacién de los compuestos fenélicos tanto en fase
normal como reversa, siendo comunes las fases estacionarias de gel de
silice y Cus, respectivamente; aunque en la practica totalidad de los casos
se opta por la fase reversa ya que se obtienen mejores separaciones y

reproducibilidades.

215 Pirisi, FM; Cabras, P; Cao, CF; Migliorini, M; Muggelli, M. J. Agric. Food Chem.
2000, 48, 1191-1196.

216 Mateos, R; Espartero, JL; Trujillo, M; Rios, JJ; Ledn-Camacho, M; Alcudia, F; Cert,
A. J. Agric. Food Chem. 2001, 49, 2185-2192.

217 1 iberatore, L; Procida, G; d’Alessandro, N; Cichelli, A. Food Chem. 2001, 73, 119—
124,

218 Bendini, A; Bonoli, M; Cerretani, L; Biguzzi, B; Lercker, G; Gallina-Toschi, T. J.
Chromatogr. A 2003, 985, 425-433.

219 Gémez-Caravaca, AM; Carrasco-Pancorbo, A; Cafabate-Diaz, B; Segura-Carretero,
A; Ferndndez-Gutiérrez, A. Electrophoresis 2005, 26, 3538-3551.
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La fase movil a menudo estd compuesta por agua y un segundo
disolvente organico miscible como MeOH o MeCN, siendo también muy
comdn, la adicién de acidos al agua como el AcOH, el HCOOH, el
HCIO4 o0 el H3PO4 con el fin de mejorar la separacion de los compuestos.
Las sucesivas columnas que se vienen desarrollando de tamafios de
particula cada vez menores, también ayudan en la separacion de los picos

de los cromatogramas.

La cromatografia de gases se ha usado eventualmente para el
analisis de los fenoles tanto a nivel cualitativo como cuantitativo.?%° Sin
embargo, existen dos grandes limitaciones en el uso de esta técnica ya
que, en comparacion con el HPLC muy pocos compuestos son
volatilizables per se. Esto hace que sea necesario un paso previo de
derivatizacion, normalmente trimetilsililacion, para efectuar el analisis,
aunque las altas temperaturas requeridas siguen poniendo en riesgo la

integridad de los analitos.

En los ultimos afios, algunos grupos de investigacion han
desarrollado métodos analiticos basados en la electroforesis capilar para
la cuantificacion de la fraccion fendlica del aceite de oliva. Esta técnica,
una vez optimizada, resulta sencilla de realizar y no conlleva procesos
laboriosos como en el caso de la cromatografia de gases ni largos tiempos
como el HPLC. Una ventaja frente al HPLC, es que la electroforesis
capilar se ha vuelto compatible con disolventes organicos,??* algo que

facilita la etapa de concentracion de la muestra. Aun asi, es inferior frente

220 Garcfa-Villalba, R; Pacchiarotta, T; Carrasco-Pancorbo, A; Segura-Carretero, A;
Fernandez-Gutiérrez, A; Deelder, AM; Mayboroda, OA. J. Chromatogr. A 2011, 1218,
959-971.

221 Steiner, F; Hassel, M. Electrophoresis 2000, 21, 3994-4016.
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al HPLC en términos de sensibilidad y reproducibilidad de los
resultados, ademas de su escasa capacidad para acoplar distintos
detectores a parte del UV, como la EM o la RMN, que si se acoplan con

éxito para el HPLC.

En cuanto a los detectores empleados, el UV y el DAD (diode
array detector, detector de red de diodos) son los mas habituales en la
cromatografia liquida y el detector de ionizaciéon de llama (FID), en
cromatografia de gases. Concretamente, el Unico método analitico
aceptado internacionalmente por el Consejo Oleicola Internacional
(COQl) para la cuantificacion de la fraccion fendlica emplea HPLC con
un detector de UV.??? En los ultimos afios, se ha aprovechado la
versatilidad y la capacidad de los cromatdgrafos para acoplar distintos
tipos de analizadores de espectrometria de masas. Dentro de éstos, los
mas usados son los de tiempo de vuelo acoplado o no con un cuadrupolo
(TOF?2® 0 QTOF?*) y los de trampa idnica (IT).??® Esto ha permitido
conocer la existencia de nuevos compuestos, aunque coincidieran en el
mismo pico del cromatograma, y dilucidar sus estructuras mediante el

analisis de las masas moleculares y los correspondientes fragmentos.

Mencion especial merece el uso de la Resonancia Magnética
Nuclear para la deteccion y cuantificacion de los compuestos fendlicos.

222 Consejo Oleicola Internacional (COI). Determinacién de los biofenoles de los
aceites de oliva mediante HPLC 2009, COI/T.20, Doc.20

223 Bakhouche, A; Lozano-Sanchez, J; Ballus, CA; Bendini, A; Gallina-Toschi, T;
Fernandez-Gutiérrez, A; Segura-Carretero, A. Talanta 2014, 127, 18-25.

224 Capriotti, AL; Cavaliere, C; Crescenzi, C; Foglia, P; Nescatelli, R; Samperi, R;
Lagana, A. Food Chem. 2014, 158, 392-400.

25 Fy, S; Segura-Carretero, A; Arrdez-Roman, D; Menéndez, JA; de la Torre, A;
Fernandez-Gutiérrez, A. J. Agric. Food Chem. 2009, 57, 11140-11147.
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Esta técnica permite cuantificar con seguridad los compuestos
secoiridoides debido a que la region aldehidica (9-10 ppm) en *H-RMN
es relativamente limpia;*®22# el resto de los compuestos fendlicos
presentan en general sefiales superpuestas en distintas zonas del espectro.
El problema se puede solventar utilizando un sistema de HPLC acoplado
a cartuchos SPE que se conectan al equipo de RMN; este sistema HPLC-
SPE-RMN constituye una poderosa herramienta que une la capacidad de
separacion de la cromatografia liquida con la capacidad de

caracterizacion y cuantificacion de la RMN. 12

La mayoria de las publicaciones en los que se cuantifican
compuestos fendlicos de los AOVESs se basan en variaciones del método
COl, es decir HPLC con deteccion por UV. El método oficial se basa en
el célculo de un factor de respuesta del tirosol usado como patron externo
y del factor de respuesta del &cido siringico usado como patron interno
ambos medidos a 280 nm. Las sefiales para cada compuesto registradas
a esa longitud de onda se cuantifican en base a ese factor obteniéndose
los datos de concentracion.

Otros métodos propuestos en la bibliografia, normalmente
utilizan como patrones externos y/o internos, oleuropeina, HT o acido p-
cumarico, buscando que los patrones se asemejen a los compuestos
analizados, sin embargo, esta solucién es parcial al no existir patrones
comerciales de todos los compuestos que hoy en dia pueden determinarse
por HPLC. Este problema incide especialmente en los secoiridoides,
dado que su purificacion es complicada y costosa lo que hace dificil
disponer de curvas de calibrado. Ademas, tenemos el problema adicional
de la estabilidad de la oleaceina, especialmente dificil de obtener sin una

derivatizacion previa que la estabilice. También, no hay que obviar las
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modificaciones quimicas que se introducen en estos compuestos
aldehidicos durante la elucion con soluciones metanodlicas ya que se
forman hemiacetales y acetales; estos ultimos favorecidos si se incluyen

acidos en la fase movil.

La técnica de la RMN evita el problema de la de la alteracion
estructural durante la elucién ya que tras la extraccion de la fraccion
fenolica y evaporacion del disolvente se realiza el registro de los
espectros minimizando los efectos de alteracion de la elucion. Para la
cuantificacion de los compuestos aldehidicos basta con realizar la
integracion de las correspondientes sefiales utilizando un patrén interno
que proporcione una sefial de grupo formilo y bien resuelta en una region

alejada de las otras sefiales de formilo.

5.2. Eleccién de la fase extractante

Para la eleccion de la fase extractante se realizaron pruebas en
AOVE con distintos disolventes y comprobando en cada caso la cantidad
de dialdehidos extraida (Tabla 11).
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_ Dialdehidos
Entrada Ciclohexano Extractante
(ppm)
1 Si MeCN 52.9
MeOH-agua
2 Si 71.2
(4:6)
MeOH-agua
3 No 25.2
(4:6)
MeOH-agua
5a Si (4:6) NaHSO3 49.3
(org)
MeOH-agua
5b Si (4:6) NaHSOs 11.7
(ac)

Tabla 1. Optimizacién de la fase extractante

El resultado de las dos primeras entradas permite diferenciar la
capacidad de extraccién entre el acetonitrilo y la mezcla MeOH-agua
constatando que se recupera mayor cantidad de dialdehidos con MeOH-
agua (4:6). La comparacion por otra parte, de las entradas 2 y 3, deja
patente que la disolucion del AOVE en un disolvente apolar como el
ciclohexano mejora los resultados debido a la disminucion de la

viscosidad de la fase apolar.

En cuanto a las dos dltimas entradas, se ensayé un método

patentado por Estanove et al.??® que se basa en la adicion de 60 ppm de

226 Estanove, C; Pruvost, F; Saldmann, F. Method for enriching an extract containing
oleocanthal. W0O2008/107557 A1, 2008.
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NaHSO3 (60 mg/kg de aceite) al AOVE para que se formen los productos
de la adicion bisulfitica ya que al estar cargados negativamente serian
faciles de extraer en MeOH-agua (4:6). Tras la extraccion, es necesario
acidificar el extracto con HCI hasta pH 3 para revertir los productos de
la adicion hasta la funcion aldehido. La evaporacion del MeOH en el
rotavapor y extraccion de la solucion acuosa remanente con CH2Cl;
permite la obtencién de los secoiridoides. Como puede observarse en la
Tabla 1, los secoiridoides se reparten entre la fase de diclorometano y en

la fase acuosa en una relacion 42:10.

Con todo ello, se puede concluir que el mejor método de
extraccion es el aquel que requiere una dilucién previa con ciclohexano

y una fase extractante compuesta por MeOH-agua (4:6).

5.3. Método de analisis de los secoiridoides del aceite de oliva

mediante Resonancia Magnética Nuclear de protones

Una cierta cantidad de aceite de oliva (entre 5y 100 g) se disuelve
en ciclo hexano a razon de 0.5 ml de disolvente/g de aceite. Una vez
homogeneizado, se afiade la disolucion extractante en relacion 0.5 mi/g
aceite consistente en MeOH-agua (4:6) y se agita durante 20 min.
Posteriormente, las mezclas se centrifugan a 4000 r.p.m. durante 5 min
y se recupera la fraccion hidroalcoholica. EI proceso se repite solo una
segunda vez ya que la cantidad de compuestos fendlicos es muy pequefia
en la tercera extraccion, no detectandose sefiales de dichos compuestos
tras la tercera extraccion. Las fracciones polares se unen, se afiade
exactamente 1 ml de una disolucion de 3,4-dimetoxibenzaldehido (0.5

mg/ml) en MeOH y se concentra a sequedad. Una vez perfectamente
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seco, se prepara la muestra para *H-RMN disolviendo en CDCls y se
registra el espectro. Las sefiales de interés se encuentran en la region de
9-10 ppm, usando para la cuantificacion los dos pseudo tripletes en torno
a 9.64-9.62 ppm para oleocantal 57 y oleaceina 53, y los dos dobletes en
torno a 9.52-9.50 ppm para los aglicones monoaldehidicos de ligstrésido
65 y oleuropeina 66. Estas dos sefiales pueden obtenerse de forma
totalmente resueltas si las muestras se encuentran totalmente libres de

disolvente antes de su disolucion en CDCls (Figura 49).

57 57

53 65 53

9.85 9.80 9.75 9.70 9.65 9.60 9.55 9.50 9.45 9.40 9.35 9.30 9.25 ppm

Figura 7. Espectro modelo de la regién aldehidica de interés para la cuantificacion de
los derivados secoiridoides. Oleaceina (53), oleocantal (57), aglicon aldehidico del
ligstrésido (65) y aglicon aldehidico de la oleuropeina (66)

4.4. Cuantificacion de secoiridoides de aceites de oliva

A continuacion, se presentan datos relativos a la cuantificacion
de los 4 secoiridoides empleando el método descrito anteriormente
(Tablas 12, 13 y 14). Las muestras corresponden a una serie de aceites
de oliva virgen extra monovarietales (excepto Dept.30) procedentes de

una cooperativa sevillana de la comarca Sierra Sur.

En algunas muestras el analisis se realiz6 por triplicado para ver

la reproducibilidad del método, calculandose el error como desviacién
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estandar. Las entradas marcadas en azul corresponden a aceites de
cosecha temprana.
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Aglicon Aglicon
Muestra Oleocantal Oleaceina Dialdehidos aldehidico del  aldehidicodela  Monoaldehidos
(ppm) (ppm) (ppm) ligstrésido oleuropeina (ppm)
(ppm) (ppm)
Dep.2
(Hojiblanca) 24.7 2.97 27.7 3.76 13.1 16.8
Dep.6
(Hojiblanca) 68.7 68.7 6.47 57.2 63.7
Dep.7
(Hojiblanca) 68.5 68.5 28.5 28.5
Dep.8
(Manzanilla) 56.2 35.6 91.8 10.9 71.3 82.1
Dep.9 46.2 20.8 67.0 8.42 48.2 56.6
(Manzanilla)
Dep.10 67.3+692  524+173  119+6.95 Solapados 121+5.23
(Manzanilla)
Dep-I= 36.0 23.0 58.9 8.49 72.2 80.7
(Manzanilla)
Dep.13 55.5 29.0 84.4 15.8 56.0 71.8
(Manzanilla)
Dep.14
Dep.1/ 225 1.25 23.8 3.26 12.0 15.2
(Manzanilla)

Tabla 12. Cuantificacion por *H RMN de los secoiridoides oleocantal, oleaceina, y los aglicones monoaldehidicos del ligstrésido y de la oleuropeina
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Aglicon Aglicon
M Oleocantal Oleaceina Dialdehidos aldehidico del  aldehidicodela  Monoaldehidos
uestra R .
(ppm) (ppm) (ppm) ligstrosido oleuropeina (ppm)
(ppm) (ppm)
Dep.18 65.1 £ 2.06 415428 106 £ 3.57 19.7 £5.47 112 £8.15 132 £9.63
(Manzanilla)
Dep.20 47.1 33.5 80.7 12.4 66.0 78.4
(Manzanilla)
Dep.21 Solapados 88.8 £ 4.58 17.2+2.11 948 +17.6 111
(Manzanilla)
Dep.22 Solapados 103 +18.6 11.4 +0.890 71.0+7.41 824 +7.41
(Manzanilla)
Dep.23 25.0 11.2 36.2 7.44 30.4 37.9
(Manzanilla)
Dep.25 37.7 37.7 57.2 57.2
(Manzanilla)
Dep.27 37.3 25.1 62.5 13.3 76.6 89.9
(Manzanilla)
Dep.28 Solapados 51.1 7.01 42.2 49.2
(Manzanilla)
Dep.29 5424315  391+894  933+805  11.1+0.475 83.3 + 9.05 94.4+8.71
(Manzanilla) 2+3. 1+8. 3+8. 1+0. 3109 4 +£8.
Dep.30
(Hojiblanca + 68.1 66.9 135 12.4 57.1 69.5

Manzanilla 75%o)

Tabla 13. Cuantificacién por *H RMN de los secoiridoides oleocantal, oleaceina, y los aglicones monoaldehidicos del ligstrésido y de la oleuropeina
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Aglicon Aglicon
Muestra Oleocantal Oleaceina Dialdehidos aldehidico del  aldehidicodela  Monoaldehidos
(ppm) (ppm) (ppm) ligstrésido oleuropeina (ppm)
(ppm) (ppm)
Dep.31
(Arbequina) 23.1 12.2 35.3 0 0 0
Dep.32 55.7 39.6 95.3 18.3 115 134
(Manzanilla)
Dep.33 50.1+1.03  434+466  102+4.72 136 +3.15 105 + 14.7 119 +17.7
(Manzanilla)
Dep.34
(Manzanilla) Solapados 103 +6.78 83.7 + 3.59 103 +2.83 186 + 6.26
Dep.36
(Hojiblanca) Solapados 91.4 9.13 63.6 72.7
Dep.37 56.0 43.0 99.0 92.4 107 199
(Manzanilla)
Dep.38
(Arbequina) 26.3 11.7 38.0 0 0 0
Dep.39 Solapados 144 +0.641 21.8+1.41 117+11.8 138+ 13.1
(Manzanilla)
Dep.40
(Manzanilla) Solapados 99.7 Solapados 108
Dep.4l Solapados 91.4 +9.88 9.59 + 1.99 80.0 £ 15.9 89.6 £ 17.8
(Manzanilla)

Tabla 14. Cuantificacion por *H RMN de los secoiridoides oleocantal, oleaceina, y los aglicones monoaldehidicos del ligstrésido y de la oleuropeina
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Tras los analisis podemos extraer algunas conclusiones. Los
aceites con mayor concentracion de dialdehidos son Dept.39 y 30 con
144y 135 ppm, respectivamente, de variedad manzanilla. Los que tienen
mayor contenido de aglicones monoaldehidicos son Dept.37, Dept.34
con 199 y 186 respectivamente, también de la variedad manzanilla.
Destacar que los més prometedores para el aislamiento cromatogréfico
en gel de silice de oleocantal son Dept.31, Dept.38 de la variedad
arbequina, ya que su contenido en aglicones es nulo, lo que permite una

coémoda purificacion cromatografica.

También hemos utilizado el método de cuantificacion por *H
RMN puesto a punto por el Dr. Prokopios Magiatis de la Universidad de
Atenas. Su propuesta se basa en una cuantificacion realizada mediante la
interpolacion en una recta de calibrado. Estas rectas, se encuentran
disponibles para 4 compuestos, los dialdehidos oleocantal y oleaceina, y
los aglicones monoaldehicos del ligstrosido y la oleuropeina. Todas ellas
han sido construidas mediante la adicion de cantidades conocidas de cada
uno de los compuestos a un aceite de oliva que de manera natural no
contiene estos fenoles. Tras la extraccion de la fraccion fendlica
realizada con MeCN, se lleva a sequedad y se realiza un espectro de
protones en CDCl3 referenciando la integral a la sefial del grupo formilo
del siringaldehido usado como referencia interna. A dicha integral, se le
asigna la concentracion de la correspondiente disolucion patron en aceite
como una manera de corregir las pérdidas de fenoles por una extraccion

incompleta, 24192

A continuacion, se presenta la cuantificacion de los 4
secoiridoides aldehidicos mencionados que corresponde a 5 AOVEs de

tipo gourmet ademas de un aceite de acebuche (Mudgjar), todos ellos
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espafoles (Tabla 14). Todas las muestras siguieron el mismo tratamiento
que consistié en la disolucion de 5 g de aceite en 25 ml de ciclohexano y
extraccion con 20 ml de MeCN. Tras la separacion de las fases por
centrifugacion, se afiadié a cada muestra 0.1 ml de una disolucion de
siringaldehido 5 mg/ml. Las muestras totalmente secas se disuelven en
CDCls y se registra un espectro de protones en un aparato de 500 MHz

provisto de criosonda.
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suma Aglicon Aglicon suma
. . Oleocantal Oleaceina . . aldehidico aldehidico .
Aceite Método dialdehidos . L . aglicones
(ppm) (ppm) (ppm) ligstrosido oleuropeina (opm)
(ppm) (ppm)
Castillo A 365 130 495 105 83 188
Canena
Reserva B 655 235 890 187 140 327
Castillo A 42 31 73 127 82 209
Canena
Ecoldgico B 77 61 138 145 216 361
A 36 36 72 59 92 151
Oli Oli
B 68 70 138 105 155 260
Nobleza del A 77 30 107 58 68 126
S B 140 59 199 101 111 212
A 36 21 57 51 94 145
Supremo
B 67 43 110 90 158 248
A 129 121 6 85 120 -29
Mudéjar
B 374 145 519 65 52 117

Tabla 4. Comparacion de los métodos de cuantificacion. (A) Método descrito en el apartado 4.3; (B) método descrito por el Dr. Magiatis
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Como se puede observar, existe una gran diferencia entre los
resultados arrojados por ambos métodos. EI método B, descrito por el
Dr. Magiatis, da como resultado unos valores aproximadamente el doble
de los determinados por nosotros usando el método A. Esta discrepancia
puede deberse a la forma en que estan construidas las rectas de calibrado
para cada compuesto ya que, cuando se afiade un determinado compuesto
fenolico a un aceite libre de este tipo de compuestos y se extrae, no se
tienen en cuenta los efectos sobre su extraccion que derivan de las
interacciones entre diferentes analitos y entre estos y la matriz. Esto
significa, que no se puede comparar el resultado de una extraccion en
donde hay de forma natural una gran cantidad de fenoles, con la
extraccion cuando sélo hay un compuesto fen6lico.??” Podemos suponer
que los distintos fenoles interaccionan entre si por enlaces de hidrégeno
y por interacciones de apilamiento de anillo aromaético facilitando su
extraccion conjunta, por lo que al utilizar una calibracién basada en la
extraccion de un solo componente a partir de un aceite neutro
enriquecido se llegaria a valores mas alto al analizar las muestras reales.
También hay que comentar que la humedad presente en un AOVE
determinado afecta a la extraccién y a la cantidad aparente de los fenoles,
sobre todo de los secoiridoides. Se ha encontrado que el caracter
anfifilico de los compuestos fendlicos hace que se distribuyan en la
interfase agua-aceite, extrayéndose mas facilmente de la matriz cuando
su contenido en agua es mas reducido, por el contrario, la presencia de
agua en el aceite dificulta la extraccién, por lo que la cantidad real de

polifenoles que se mide es menor.?%’

227 Bakhouchea, A; Lozano Sanchez, J; Fernandez Gutiérrez, A; Segura Carretero, A.
Olivae, 2015, 122, 3-16.
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Como se ha visto hasta ahora, la cuantificacion de fenoles
presentes en el aceite de oliva no es un tema trivial, incluso empleando
el mismo método de deteccion. En Ultima instancia cabe recurrir al
aislamiento de los compuestos fendlicos mediante cromatografia de
columna de gel de silice. Esto nos puede dar al menos una idea acerca de
la validez de la cuantificacion realizada por los métodos analiticos
previamente descritos. Hemos comprobado que los diferentes intentos de
aislamiento y purificacion de la oleaceina en gel de silice fueron
infructuosos ya que el compuesto se descomponia. Por el contrario, si
fue posible el aislamiento del oleocantal y de la pareja de aglicones
monoaldehidicos. Mediante este procedimiento las cantidades que se
aislan tras separacion cromatogréafica se encuentran en un 70-75% del
contenido calculado con el método A, lo que refuerza la validez de la
cuantificacion por dicho método.

5.5. Aislamiento de los compuestos secoiridoides de la fraccion

fenodlica del aceite de oliva

La falta de métodos sintéticos factibles y que posibiliten el acceso
a los secoiridoides del aceite de oliva con un rendimiento razonable y un
coste asumible obliga a recurrir a la purificacion de estos compuestos a
partir de su fuente natural. Como se indico en el apartado anterior,
durante esta tesis doctoral se han conseguido aislar, mediante
cromatografia en columna de gel de silice, todos los derivados
secoiridoides con la excepcion de la oleaceina, ya que su inestabilidad

en dichas condiciones hizo imposible su purificacién.
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El aislamiento de los secoiridoides se realiza a partir del extracto
de un AOVE obtenido segun lo indicado en el apartado 4.3. El extracto
disuelto en la minima cantidad posible de CH2Cl>, es sembrado en una
columna de cromatografia estandar de gel de silice acondicionada con
ciclohexano. A partir de entonces se procede a la elucion con un
gradiente de AcOEt-ciclohexano (0:1 — 1:1).

Primero, se eluye con puro ciclohexano con objeto de retirar los
restos de triglicéridos del extracto. A continuacion, el primer compuesto
eluido es el aglicon monoaldehidico del ligstrésido 65, usando AcOEt-

ciclohexano 1:5 (Figura 50).

N _MLJ_R_J___.WJ[U__JJ la | IJL\L_

T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm

Figura 8. Espectro de *H-RMN (300 MHz) en CDClI; del aglicon monoaldehidico del
ligstrosido 65

A continuacién, se emplea un eluyente mas polar, AcOEt-
ciclohexano 1:4, durante unos pocos tubos y seguido del empleo de

AcOEt-ciclohexano 1:3 para aislar oleocantal 57 (Figura 51).
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Lol L

e A
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 ppm

Figura 9. Espectro de *H-RMN (300 MHz) en CDCl; de oleocantal 57

El Gltimo compuesto que puede ser purificado en columna, el
aglicon monoaldehidico de la oleuropeina 66, eluye tras el oleocantal
empleando el AcOEt-ciclohexano 1:1 como eluyente (Figura 52). Este
compuesto, lo aislamos como mezcla de varios diastereoisomeros
correspondientes a distintas configuraciones en los carbonos 8 y 9 del
fragmento de secoiridoide. Este hecho puede detectarse facilmente por
'H-RMN debido a la existencia de sefiales de los protones aldehidicos a
9.58, 9.68 y 9.79 ppm, las cuales se corresponden con diferentes
singuletes H-3a 7.59 y 7.65 ppm.

w‘ P ,1,th¢)_~,.\”,,”& T ¥ unuﬂum__w“

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm

Figura 10. Espectro de *H-RMN (300 MHz) en CDCl; del aglicén monoaldehidico de
la oleuropeina 66
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Evaluando los posibles isdmeros de este aglicon monoaldehidico
y asumiendo que la configuracion S del C-5 ya estd presente en el
ligstrosido y la oleuropeina y no varia, los dos centros estereogénicos
restantes en C-8 y C-9 podrian dar lugar hasta 4 diastereoisomeros
(Figura 53). De todos ellos, por razones estéricas, es razonable pensar
que el isomero mayoritario correspondiente al doblete en *H-RMN a 9.53
ppm, sea el A (5S,8R,9S) puesto que posee todos los sustituyentes en
trans. De los 3 restantes, es plausible descartar la aparicion del isémero
C (5S,8R,9R) debido al fuerte impedimento estérico, lo que nos lleva a
concluir que las pequefias sefiales de los isdmeros minoritarios
detectadas en 'H-RMN deben corresponder a los diastereoisomeros B
(5S,8S,9R) y D (5S,8S,9R).

COOMe

HO

HO

COOMe
HO HO O\n/u 5
// \
HO HO ” 9%
C (5S,8R,9R) D (5S,8S,9R)

Figura 11. Diastereoisdémeros posibles del aglicon monoaldehidico de la oleuropeina
66
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6. Propiedades bioldgicas

6.1. Actividad antirradicalaria in vitro. Ensayo del DPPH

La evaluacion de la capacidad antioxidante in vitro de una
sustancia aporta informacion relevante sobre su participacion en
procesos redox. Estos resultados son la primera piedra de toque en
relacion a su posible actividad in vivo. En la bibliografia se describen
numerosos métodos para predecir la proteccion frente a la oxidacion que
puedan ejercer los antioxidantes, aunque hay que destacar que todos
tienen un valor tentativo, asi como ventajas e inconvenientes a tener en
cuenta al interpretar los resultados. Asi mismo, el medio de reaccion, el
sustrato oxidable, la concentracion de iniciador de la oxidacion y el pH
son variables a tener en cuenta. Aun asi, los métodos in vitro, entre los
que destaca el ensayo del DPPH, son una buena herramienta para

orientarnos sobre su eficacia in vivo.

El radical DPPH 180 (2,2-difenil-1-picrilhidrazil radical, Figura
54) es un radical estable, que puede ser adquirido a través de casas

comerciales.

NO,

180

Figura 1. Estructura del radical DPPH 180
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Basicamente, el ensayo consiste en evaluar la capacidad
antirradicalaria de un antioxidante en particular para reducir el DPPH en
un tiempo determinado. EI DPPH en disolucion posee un fuerte color
violeta, por lo que el seguimiento de la decoloracion de la disolucién
mediante un espectrofotdmetro UV-Vis resulta en un método simple,
reproducible y rapido que lleva usandose ampliamente desde 1995.2%8 La
reduccion de este radical implica la transferencia de un atomo de
hidrogeno por parte de los antioxidantes, y su conversion en
triarilhidrazina (Esquema 66). La extension de la reaccion depende de la

capacidad de donacién de hidrogeno del antioxidante.

s aehe
< T

antioxidante

180
DPPH 181 DF_’PH
. amarillo
violeta

Esquema 1. Mecanismo de reaccion del radical DPPH con un antioxidante

Operativamente, el ensayo se realiz6 segin el método utilizado
por Prior et al.??® ligeramente modificado en nuestro grupo de
investigacion®®® que consiste en la adicion de 30 pl de una disolucion

metandlica de antioxidante (a 5 concentraciones distintas) a una

228 Brand-Williams, W; Cuvelier, ME; Berset, C. Lebensm Wiss Technol. 1995, 28, 25—
30.

229 Prior, RL; Wu, X; Schaich, K. J. Agric. Food Chem. 2005, 53, 4290-4302.

230 Merino-Montiel, P; Maza, S; Martos, S; Lopez, O; Maya, |; Fernandez-Bolafios, JG.
Eur. J. Pharm. Sci. 2013, 48, 582-592.
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disolucién metanolica de DPPH 60 uM. Como control, la adicién de la
disolucion de antioxidante se sustituye por 30 pl de metanol. Una vez
realizada la mezcla, las disoluciones se mantienen en oscuridad durante
30 min y se mide la absorbancia en un espectrofotdmetro de UV-Vis a
515 nm, fijando el blanco con MeOH. El resultado es mostrado como
ECso, que se define como la concentracion de antioxidante (expresado en
KUM) que es capaz de reducir el 50% de la concentracion inicial de DPPH,
de tal forma que, a menor valor de ECso, mayor es la actividad
antirradicalaria del compuesto. Para el céalculo del % DPPH remanente

se uso la siguiente expresion:

A
% DPPH remanente = —muestra 100

control
De esta forma, se calcularon los valores para algunos de los
derivados sintetizados (Figura 55). Hay que tener en cuenta que, dada la
naturaleza del método, es necesario que el grupo catecol esté
desprotegido para que la transferencia de hidrégeno pueda tener lugar
(Tabla 15).

210



6. Propiedades bioldgicas

OR OR OH
HOD)\/OAC HO:©)\/OH HO OH HO:©/\/OH
HO HO HO HO
30-33 34-37 3 67
30y 34R = Me
31y35R=Et
32y36R=Pr o
33y37R=Bu )J\
OH (0] R
HO OAc  HO o._h_oH HO O\)\/O\H/R
o ) O ) O ]
HO HO HO
29 28 23-27

23R = CH,
24 R = (CH,),CHj

HO 0._0 COOMe 25 R = (CH,)gCH3
26 R = (CH2)100H3
HO TN 27 R = (CH;)14CH3

71R;=R,=H

46 R, = COCHj; R, = H

47 Ry = CO(CH,),CH3; Ry = H
48 Ry = CO(CH,)sCH3; R, = H
50 R; = R, = Ac

71, 46-48, 50

Figura 2
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Resultados del ensayo de DPPH de polifenoles del olivo y sus
35 derivados lip6filos

30
25

20

15

10

O G O O A . A S N S - AR S R S L A SR A

Compuestos

Tabla 1. Valores de ECso de polifenoles del olivo y sus derivados lipdfilos
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Con los datos de actividad antirradicalaria recogidos en la Tabla
15 podemos afirmar que los compuestos ensayados son buenos agentes
antioxidantes in vitro. Aunque las diferencias no son muy grandes, tanto
si consideramos a miembros de una misma familia de compuestos como
de familias distintas, resultan destacables los valores de ECso del metoxi
derivado 30 (14.5 + 0.500 uM), el 2,3-dihidroxipropil hidroxitirosil éter
28 (12.2 £ 0.450 uM) y del correspondiente diacetilado 23 (12.7 £ 0.520
HMM), ya que son los de menor valor de ECso. No obstante, en general los
derivados lipdfilos testados muestran una actividad antirradicalaria peor
al de su compuesto de referencia, ya sea HT, DHPG o oleuropeina, hecho
que puede apreciarse especialmente en las familias derivadas de HT 23-
29 y oleuropeina 46-48 y 50, donde los valores de ECsp van aumentando
progresivamente conforme aumenta la lipofilia. Aun con todo, dicho
aumento no es excesivo en la mayoria de los casos y los valores de ECsg
pueden considerarse comparables al valor obtenido por el acido
ascorbico, un antioxidante ampliamente utilizado en la industria de la

alimentacion.

También se puede comprobar que, en algunos derivados lipofilos
sintetizados, a medida que los grupos acilo son de mayor longitud,
aumenta el impedimento estérico y su ECso. Hay antecedentes, que
demuestran que la congestion estérica esta relacionada con el aumento
de ECsxo en el ensayo del DPPH, sin perjuicio de su posterior actividad

antioxidante en otros modelos, matrices o in vivo.?%°

Por ejemplo, los radicales libres peroxilos ROO" procedentes de
la peroxidacion de lipidos de membrana insaturados con los que

interaccionarian los derivados lip6filos sintetizados son mas pequefios
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que el propio radical DPPH,? por lo que cabria esperar que su actividad
in vivo no dependa tanto de su actividad como antirradical in vitro
(DPPH), sino de su lipofilia y de su habilidad por atravesar membranas

celulares, es decir de su mejor perfil de biodisponibilidad.

6.2. Actividad antiproliferativa en células cancerigenas de los
derivados lip6filos secoiridoides

Existe una fuerte relacion entre la dieta Mediterranea y la menor
incidencia, respecto al resto de los paises occidentales, de enfermedades
cardiovasculares, neurodegenerativas y especialmente, el cancer. Esta
realidad esta suficientemente bien argumentada sobre la base del papel
beneficioso para la salud que ejercen los polifenoles del olivo. De hecho,
en cuanto a las propiedades anticancerigenas que poseen los derivados
secoiridoides, la bibliografia aporta numerosos ejemplos de actividad
antiproliferativa para diversas lineas celulares, como el adenocarcinoma
renal,?? el cancer de mama,iError! Marcador no definido.233 o] melanoma

maligno®® y la leucemia.?342%

231 Huang, D; Boxin, OU; Prior, RL. J. Agric. Food Chem. 2005, 53, 1841-1856.

232 Hamdi, HK; Castellon, R. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2005, 334, 769-778.
233 Menendez, JA; Vazquez-Martin, A; Colomer, R; Brunet, J; Carrasco-Pancorbo, A;
Garcia-Villalba, R; Fernandez-Gutierrez, A; Segura-Carretero, A. BMC Cancer 2007,
7, 80.

234 Fabiani, R; De Bartolomeo, A; Rosignoli, P; Servili, M; Selvaggini, R; Montedoro,
GF; Di Saverio, C; Morozzi, G. J. Nutr. 2006, 136, 614-619.

235 Fabiani, R; Rosignoli, P; De Bartolomeo, A; Fuccelli, R; Morozzi, G. J. Nutr. 2008,
138, 42-48.
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En la presente Tesis se presentan datos relativos a la actividad
antiproliferativa de los derivados lip6filos secoiridoides en un panel de
células cancerigenas de tumores solidos humanos. Dichos ensayos
fueron realizados en colaboracion con los investigadores José Manuel
Padron y Gabriela Plata del Instituto Universitario de Bio-Orgéanica
“Antonio Gonzalez” perteneciente al Centro de Investigaciones
Biomedicas de Canarias (CIBICAN, Universidad de La Laguna).

Las lineas celulares testeadas fueron 6 en total, correspondientes
a células A549 (cancer de pulmon), HBL-100 (cancer de mama) y HelLa
(cancer cérvico-uterino) como lineas sensibles a farmacos; y células SW-
1573 (cancer de pulmon), T-47D (cancer de mama) y WiDr
(adenocarcinoma de colon) como lineas resistentes a farmacos. Los
resultados se presentan como Glso, que corresponde a la concentracion
de compuesto expresado en UM que es capaz de inhibir el 50% del
crecimiento celular. Los compuestos elegidos para este estudio son los
derivados secoiridoides parcial o totalmente acetilados (Figura 56) de
modo que pueda establecerse la relaciéon entre mejora de la actividad
anticancerigena y el aumento de la lipofilia. A modo de comparacién y
para intentar establecer el efecto fragmento secoiridoide, se han incluido

los resultados correspondientes al HT peracetilado 142 (Figura 57).
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Figura 3. Derivados lip6filos secoiridoides estudiados para la actividad
antiproliferativa del cancer sobre lineas celulares de tumores sélidos humanos
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Figura 4. Valores de Glso de los secoiridoides lipofilos

Como se deduce del grafico anterior, si comparamos el
ligstrosido y la oleuropeina con sus respectivos derivados acetilados,
podemos comprobar una mejora de la actividad para todas las lineas
celulares. De este modo, tanto el ligstrésido como la oleuropeina tienen
una actividad antiproliferativa que es superior a 100 uM, y es por ello

que no se incluyen en el gréafico; mientras que sus correspondientes
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derivados acetilados presentan mejores valores de actividad
antiproliferativa. Por ejemplo, centrandonos en los derivados del
ligstrésido, se observa que, el derivado desprotegido cuyo Glso> 100 uM
es mejorado por el derivado tetraacetilado 49, en donde consigue una
actividad de (72 £ 3.4) uM para las células del HelLa, y por el
peracetilado 147 que consigue disminuir la Glso drésticamente en las
lineas A549, HBL-100, HelLa, y WiDr, pero destacando la actividad
contra las células de cancer cérvico-uterino con un valor de (28 £ 11)
HM.

Un caso muy parecido es el que ocurre para los derivados de la
oleuropeina donde el compuesto natural desprotegido vuelve a obtener
Glsop > 100 pM para todas las lineas celulares. Su correspondiente
derivado tetraacetilado 50 mejora los valores de forma similar en que lo
hace el derivado tetraacetilado del ligstrosido 49, siendo su actividad
antiproliferativa mas destacada la alcanzada para las células HBL-100 de
cancer de mama (45 pM). Finalmente, es destacable el resultado
alcanzado por la oleuropeina peracetilada 148, mejorando todos los
resultados anteriores y consiguiendo valores de Glso< 100 uM para todas
las células analizadas. Remarcablemente, el mejor valor vuelve a ser el
registrado para las células del HeLa con un valor de Glso (8.6 + 4.4) uM,
aungue también hay que destacar los (32 + 3.4) uM para las células HBL-
100. Estos resultados vienen a confirmar la hipétesis de que el aumento
de la lipofilia promovido por la formacion de ésteres mejoran la actividad
de los compuestos naturales de partida como consecuencia
probablemente, de una mejora en la biodisponibilidad. Por tanto, estos
compuestos poseen una vida media en organismos vivos superior a la de
los compuestos naturales que son mas polares, ejerciendo como

profarmacos que, gracias a su caracter lipofilo, pueden cruzar con mas
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facilidad la membrana celular y, una vez dentro, serian transformados a
su forma desacetilada por accion de enzimas de tipo carboxilesterasas tal
y como esta reportado por Mateos et al.?*® para los derivados acetilados
del HT.

Comentar también que la mejora en la actividad antiproliferativa
de la oleuropeina peracetilada ha sido confirmada para células TPC-1y
BCPAP de cancer de tiroides y para células MCF-7 de cancer de mama
por Bulotta et al.?” En ambos casos, la actividad antiproliferativa esta
relacionada con un arresto del ciclo celular, lo que impide el desarrollo

de las células cancerigenas.

Los resultados de los dos compuestos acetilados 51 y 52 que
resultan de la reaccion de Krapcho sobre la oleuropeina son similares
entre si y mejores que los que presenta la oleuropeina peracetilada 148,
por detencidn del ciclo celular, para todas las lineas celulares a excepcion
del HelLa. Destacar que los mejores valores de inhibicion vuelven a ser
para las células del HeLa con Glsode (23 +4.3) uM y (15 + 3.2) uM para
51y 52 respectivamente, por lo que parece ya un hecho de que todos los
derivados analizados han demostrado ser selectivos contra este tipo de

cancer.

23 Mateos, R; Goya, L; Bravo, L. J. Agric. Food Chem. 2005, 53, 9897-9905.

237 Bulotta, S; Corradino, R; Celano, M; Maiuolo, J; D’Agostino, M; Oliverio, M;
Procopio, A, Filetti, S; Russo, D. J. Mol. Endocrinol. 2013, 51, 181-189; Bulotta, S;
Corradino, R; Celano, M; D’Agostino, M; Maiuolo, J; Oliverio, M; Procopio, A,
lannone, M; Rotiroti, D; Russo, D. Food Chem. 2011, 127, 1609-1614.
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Destacar también que los tres derivados lipofilos que presentan
mejores resultados, 148, 51 y 52, son mas activos que el HT,

especialmente contra las células del HelLa.

6.3. Modulacion de la respuesta inflamatoria en macrofagos

peritoneales por parte de polifenoles lipofilos

La inflamacién es una manifestacion inespecifica del sistema
inmune que se activa en los tejidos conectivos vascularizados ante
agresiones externas con el objeto de aislar los patégenos causantes del
dafio y destruirlos. Sin embargo, la inflamacion puede convertirse en un
problema cuando se mantiene durante largos periodos ya que induce
dafios importantes en los tejidos, pasando de la inflamacidn aguda, tipica
de la respuesta inmunitaria innata a la inflamacion crénica. El gran
problema de la inflamacidn crénica es que dicha respuesta inmunitaria
impide la accién correctiva que debe ocurrir una vez eliminado el
patdégeno causante del peligro original. Asi mismo, el dafio tisular
asociado a esta situacion puede derivar, si no se resuelve la causa, a
enfermedades como la artritis reumatoide, la aterosclerosis o la fibrosis

pulmonar.

Dentro de la respuesta inflamatoria, los macrofagos son los
componentes mayoritarios con los que cuenta el sistema inmune, lo cual
los convierte en una perfecta diana para corregir los procesos de
inflamacion cronica. Cuando acttan durante la respuesta inflamatoria,
son capaces de expresar las enzimas proinflamatorias iNOS y COX-2,%%8

gue son responsables directos de la produccion exagerada de NO y

2% Chang, WT; Huang, WC; Liou, CJ. Food Chem. 2012, 134, 972-979.

219



6. Propiedades biol6gicas

prostaglandinas E> (PGE>). Para inducir la expresion de estas dos
enzimas, es necesaria la activacion de ciertas cascadas de transduccion
de sefiales intracelulares en donde intervienen proteinas quinasas
activadas por mitogenos (MAPKS) y el factor nuclear de transcripcion
kB (NF-kB). De esta manera, todos estos mediadores proinflamatorios,
asi como los canales de induccion de expresion de genes inflamatorios,

pueden convertirse en objetivos de agentes antiinflamatorios.?*°

Por ello, se realizd un estudio de la modulacién, por parte de
polifenoles lipdfilos, de la respuesta inflamatoria de macrdfagos
peritoneales en colaboracion con el grupo de Farmacologia Experimental
y Farmacia Clinica de la profesora Catalina Alarcon de la Lastra
(Facultad de Farmacia, Universidad de Sevilla), animados por la
reconocida actividad antiinflamatoria exhibida por la fraccion fendlica

del aceite de oliva.2*°

El modelo escogido fue el de la estimulacién de los macréfagos
peritoneales con lipopolisacaridos (LPS) de origen bacteriano, ya que
provoca una gran alteracion en los procesos redox intracelulares
induciendo un fuerte estado de estrés oxidativo y dafio celular causado
por ROS,%! lo que constituye un excelente modelo para evaluar a
potenciales farmacos.?*? Los compuestos ensayados fueron (Figura 58):

239 Lawrence, T; Willoughby, DA; Gilroy, DW. Nat. Rev. Immunol. 2002, 2, 787-795.
240 sanchez-Fidalgo, S; Sanchez de Ibargiien, L; Céardeno, A; Alarcén de la Lastra, C.
Eur. J. Nutr. 2012, 51, 497-506.

241 Briine, B; Dehne, N; Grossmann, N; Jung, M; Namgaladze, D; Schmid, T; von
Knethen, A; Weigert, A. Antioxid. Redox Signal. 2013, 19, 595-637.

242 sanchez-Miranda, E; Lemus-Bautista, J; Pérez, S; Pérez-Ramos, J. Evidence-Based
Complement. Altern. Med. 2013, No. 762020.
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Figura 5. Compuestos ensayados para la modulacién ex vivo de la actividad
antiinflamatoria de macrdfagos peritoneales

Como consecuencia de la estimulacion de los macréfagos con
LPS, la produccién de nitritos y de nitratos se elevo considerablemente.
Este aumento en la concentracidn de especies nitrogenadas se considera
un marcador muy dafiino para la integridad de la célula pues es indicativo
de un alto nivel de NO, que actia como molécula sefial para la
transcripcion de la enzima iNOS que a su vez induce la formacion de
mayores cantidades de NO, lo que finalmente nos lleva a la formacion
de ROS en el interior de la célula, disparando la respuesta
inflamatoria.?*®> No obstante, el tratamiento con los polifenoles redujo
considerablemente tanto la produccién de nitritos (Figura 59), asi como
la expresion de la enzima iNOS (Figura 60), siendo 29 el mejor candidato
para el control de la produccién de NO, mejorando levemente los
resultados alcanzados por el HT para las concentraciones de 50 y 100

uM utilizadas.

23 i, D; Xue, M; Geng, Z; Chen, P. Cell. Physiol. Biochem. 2012, 29, 9-20.
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Figura 6. Efecto de los polifenoles en la produccion de NO en macréfagos
peritoneales estimulados con LPS

En cuanto a la expresion de la iNOS, todos los compuestos, a
excepcion de 13, demostraron una excelente capacidad inhibitoria a 50
MM, igualando o incluso mejorando con el acetato de HT 29 y el 3,4-
dihidroxifenilglicol 3, la inhibicién alcanzada por el HT (Figura 60).
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Figura 7. Efecto de los polifenoles en la expresion de la enzima iNOS en macr6fagos
peritoneales estimulados con LPS

La enzima COX-2, es la encargada de catalizar la biosintesis de
prostaglandinas a partir del acido araquidonico. La inhibicion de esta

enzima es clave en la lucha contra la inflamacion ya que las
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prostaglandinas son estimuladoras de los centros nerviosos del dolor, y
debido a esto existe una familia de farmacos, los antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs), dirigidos especificamente a inhibir las
ciclooxigenasas. Con el objetivo de conocer si nuestros polifenoles
actian como AINEs, se evalug la posible inhibicion de la sobreexpresion
de la COX-2 (Figura 61).

1.5¢

2
3
£2 =
©
g T 10F SE
-
g2 4
gt
= PN
_g 3 0.5
NS —+
[
(=]
' i} { | i | |
C DMSO LPS 67 29 3 11 13
LPS - + + + + + + + + + + +
[(TLL) I - - 50 50 100 50 100 25 50 25 50

Figura 8. Efecto de los polifenoles en la expresion de la enzima COX-2 en
macrofagos peritoneales estimulados con LPS

Tan s6lo 29 y 3 consiguieron inhibir la expresion de dicha enzima

de manera dosis dependiente.

Es de resaltar que, aunque 3 arroje buenos resultados, y no sus
derivados lipéfilos 11 y 13; si es cierto que al comparar al HT con su
acetato 29, queda patente la mejora en todos los parametros confirmando
asi que un mejor balance hidrofilo-lipofilo tiene como consecuencia una

mejora en sus propiedades bioldgicas.
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6.4. Efecto de la suplementacion en la dieta con HTAc en la colitis

aguda

Tras los datos obtenidos en el modelo de inflamacion con
macrofagos peritoneales, era necesario probar en un modelo in vivo
nuestros dos mejores candidatos con el objetivo de reafirmar los datos
positivos que se obtuvieron con las células. Para ello, de nuevo en
colaboracion con el grupo de la profesora Alarcon de la Lastra,
decidimos probar el HTAc 29 y el DHPG 3 en un modelo de inflamacién
intestinal basado en la induccion de colitis aguda con dextran sulfato
sodico (DSS) en ratones. La eleccion de este modelo se fundamenta en
que la induccion con DSS de la colitis implica una respuesta aguda del
sistema inmune®** donde intervienen células como macrdfagos,
neutrdfilos, células dendriticas y células T y B; y la secrecidn de distintos
mediadores como citoquinas y quimioquinas.?*® Todo ello convierte a
este modelo en un ejemplo perfecto de los efectos que provocan las
enfermedades inflamatorias del intestino como la colitis ulcerosa o la
enfermedad de Crohn, y permite por tanto obtener resultados

representativos.

El estudio se realizo6 distribuyendo los ratones en 3 grupos a los
que se le alimentd durante 4 semanas con: dieta estandar, dieta estandar
suplementada con 29 al 0.1% en peso y dieta estandar suplementada con

3 al 0.1% en peso. Teniendo en cuenta la cantidad de comida ingerida,

24 Zhang, YZ; Li, YY. World J. Gastroenterol. 2014, 20, 91-99.
245 Wallace, KL; Zheng, LB; Kanazawa, Y; Shih, DQ. World J. Gastroenterol. 2014,
20, 6-21.
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se estimo que, durante el pretratamiento, cada raton ingirié 4 mg/dia de

compuesto fendlico.

Finalizado el tiempo de pretratamiento, se indujo la colitis a 12
individuos de cada grupo con DSS al 3% en agua durante 5 dias, seguido
de otros 5 dias para que la inflamacion se desarrollara, en donde todos
los ratones tomaron agua sin DSS. La evaluacion de los efectos de la
colitis en los ratones (diarrea, pérdida de peso y sangrado rectal) fue
evaluado por un observador independiente durante todo este periodo de
tiempo para poder calcular el indice de Actividad de la Enfermedad
(DAI). En este punto, se apreciaron grandes diferencias entre el grupo
alimentado con 29 y el grupo con 3. Los efectos de la colitis resultaron
evidentes en todos los individuos tratados con DSS desde el comienzo
de la induccién, pero sélo el grupo alimentado con 29 logré mejorar
todos los sintomas de la enfermedad, resultando en una gran diferencia

entre ambos grupos desde el quinto dia de tratamiento (Figura 62).

—+—Sham -E-DSS —&— 29 i 3

Figura 9. Efecto de la suplementacion en la dieta de HTAc y DHPG en el desarrollo
de la colitis aguda en ratones inducida por DSS. Sham: control sano, DSS: control de
la inflamacion

225



6. Propiedades biol6gicas

El efecto de la colitis fue constatado macroscopicamente justo
después de sacrificar a los animales observandose un claro acortamiento
de la longitud del colon que sélo se palio en parte en el grupo de HTAc
29. Estos resultados pueden explicarse debido a la mayor lipofilia de 29
respecto de 3, lo cual le permitiria una mejor absorcion por parte de las
células epiteliales intestinales, en concordancia con los datos aportados
por Mateos et al.?*® en un modelo de absorcion intestinal con células
Caco-2. De hecho, el analisis histopatoldgico de las muestras de tejido
del colon extraidas post mortem revelaron la ruptura de la barrera
epitelial, una disminucién del nimero de criptas coldnicas y una gran
infiltracion de células inflamatorias en el interior de la mucosa. Sin
embargo, el dafio histolégico fue en gran medida paliado en el grupo
alimentado con 29, pudiendo observar la preservacion de casi todas las
estructuras, ademas de la regeneracion de las criptas coldnicas y del
epitelio (Figura 63).

248 Rubid, L; Macia, A; Valls, RM; Pedret, A; Romero, MP; Sola, R; Motilva, M. J.
Food Chem. 2012, 134, 1132-1136.
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Figura 10. Iméagenes al microscopio de muestras de tejidos del colon. Arriba
izquierda: control sano, arriba derecha: control DSS, abajo: grupo alimentado con 29

Asociado a estas evidencias observadas en el analisis histologico,
en el grupo alimentado con dieta suplementada con 29 se produjo una
drastica disminucién de la actividad de la enzima mieloperoxidasa
(MPO) en contraste con el grupo control DSS (Figura 64). Esta enzima,
presente en los neutrdfilos y otras células del sistema inmune, cataliza la
produccion de tdxicos (principalmente acido hipocloroso) encargados de
combatir agentes microbianos externos. Es por ello que la medida de la
actividad de esta enzima ofrece informacidn directa acerca del grado de
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inflamacion sufrido por los tejidos, ademés del nivel de infiltracion de

los neutréfilos.
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Figura 11. Efecto de la suplementacidn en la dieta con HTAc en la actividad de la
enzima MPO. SD: dieta estdndar. Sham: control no inducido con DSS

Tal y como ocurre en el modelo con macréfagos peritoneales, la
actividad antiinflamatoria del HTAc en este modelo animal, esta
enfocada en la completa inhibicion de la expresion de las enzimas iNOS
y COX-2, encargadas de la produccion excesiva de NO y prostaglandinas

respectivamente (Figura 65).
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Figura 12. Efecto de la suplementacion en la dieta con 29 en la actividad de las
enzimas proinflamatorias iNOS y COX-2

En consecuencia, se pudo concluir que la fuerte actividad

antiinflamatoria del HTAc 29 en el tratamiento de la colitis aguda en
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ratones, esté centrada en la inhibicion de las enzimas iINOS y COX-2, via
inhibicion de dos rutas para la expresion de sus genes, concretamente a
través de la INK (MAPK) y NF-«B (datos no mostrados en esta Tesis).?*’

6.5. Efectos de la dieta suplementada con HTAc en la artritis

reumatoide

La artritis reumatoide es una enfermedad inflamatoria sistémica
autoinmune que se caracteriza por la aparicion de inflamacion en
articulaciones, normalmente manos y pies, que provoca la destruccion de
cartilagos y huesos de las zonas afectadas. EIl proceso comienza con una
activacion del sistema inmunitario innato por algin estimulo externo, en
individuos predispuestos genéticamente, lo que a su vez conduce al
desarrollo de una respuesta por parte del sistema inmunitario adaptativo
y a la produccion de autoanticuerpos. Los repetidos ciclos de activacion
del sistema inmune con produccion de autoanticuerpos estimulan el
aumento de los niveles de citoquinas causando la respuesta inflamatoria
en un proceso que puede manifestarse completamente varios afios
después de los primeros sintomas.?*®24° A partir de entonces, la
inflamacién resulta evidente y es cuando se diagnostica la enfermedad.
El proceso contintia con la aparicién de liquido sinovial y desarrollo de
vasos sanguineos sinoviales, que conducira a un crecimiento

descontrolado del tejido afectado (hiperplasia sinovial). Ello provoca una

241 Sanchez-Fidalgo, S; Villegas, 1; Aparicio-Soto, M; Céardeno, A; Rosillo, MA;
Gonzélez-Benjumea, A; Marset, A; Lopez, O; Maya, |; Fernandez-Bolafios, JG;
Alarcén de la Lastra, C. J. Nutr. Biochem. 2015, 26, 513-520.

248 Mclnnes, I; Schett, G. N. Engl. J. Med. 2011, 365, 2205-2219.

249 Jutley, G; Raza, K; Buckley, CD. Curr. Opin. Rheumatol. 2015, 27, 249-255.
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infiltracion hacia la membrana sinovial de células T, B, macrofagos,
neutrofilos, “natural killers” y células dendriticas que, junto con la
consiguiente activacion de cascadas de citoguinas, ayudan a mantener
indefinidamente la inflamacién, la cual produce la erosion del cartilago
y del hueso subcondral (tejido 6seo situado justo debajo del cartilago en

una articulacion).?*

Animados tras los excelentes resultados aportados por el HTAc
29 en el &mbito de la inflamacién, se ensayaron en el grupo de la
profesora Alarcon de la Lastra los posibles efectos beneficiosos de dicho

compuesto en un modelo de artritis inducida por colageno en ratones.?*

Para ello se organizaron 4 grupos de 10 ratones cada uno
distribuidos de la siguiente manera: control sano (Control), grupo control
con artritis inducida por colageno (CIA), grupo alimentado con 67 (HT)
y grupo alimentado con 29 (HTAC). Tras 6 semanas, se indujo la artritis
alosgrupos CIA, HT y HTAc, y se evaluo el desarrollo de la enfermedad
diariamente hasta su sacrificio tras 42 dias.

Durante el proceso de evaluacién de la enfermedad, quedo
patente su desarrollo en el grupo CIA a partir del dia 34, donde los
sintomas eran evidentes. Sin embargo, el grupo HTAc mostraba una
clara disminucion en la afectacién de la artritis en contraposicion con el
grupo control e incluso con el grupo HT. Hasta el ultimo dia, estas
diferencias fueron aumentando, siendo el grupo HTAc exclusivamente

el Unico que consiguio6 disminuir el grado de incidencia de la artritis en

20 Rosillo, MA; Sanchez-Hidalgo, M; Sanchez-Fidalgo, S; Aparicio-Soto, M; Villegas,
I; Alarcon-de-la-Lastra, C. Eur. J. Nutr. 2016, 55, 315-325.

21 Rosillo, MA; Sanchez-Hidalgo, M; Gonzalez-Benjumea, A; Fernandez-Bolafios,
JG; Lubberts, E; Alarcon de la Lastra, C. Mol. Nutr. Food Res. 2015, 59, 2537-2546.
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detrimento del grupo HT (Figura 66). Estos resultados preliminares
recogidos antes del sacrificio parecen indicar que la mayor lipofilia del
HTACc 29 le confiere no s6lo una capacidad preventiva o retardante, sino

de una actividad terapéutica.

- Control -~ CIA -m-HT -a-HTAc

Arthritic Score

¥ ¥ ¥ ¥ ¥ —F—F ¥ ¥
29 30 31 34 35 36 37 38 40 42
Days

Figura 13. Efecto de la suplementacidn en la dieta de HT y HTAc en el desarrollo de
la artritis reumatoide en ratones inducida por colageno. Las fotografias corresponden
al estado de inflamacion de las patas de (a) Control, (b) CIA, (c) HT y (d) HTAc

En cuanto a la modulacién de enzimas proinflamatorias, la
induccion de la artritis con colageno provocé la sobreexpresion de COX-
2 'y m-PGEs1 (conocida también como COX-1). Esta sobreexpresion fue
convenientemente disminuida en el grupo HTAc, pero no en el grupo
alimentado con HT debido probablemente a la capacidad del HTAc, pero

no del HT, de disminuir los niveles de prostaglandinas Eo.

Por ultimo, sefialar que la dieta enriquecida con 29 promovio la
estimulacion de mecanismos de respuesta ante procesos de estrés
oxidativo. En condiciones de inflamacion, cuando los niveles tanto de
ROS como NOS aumentan, se pone en juego el factor Nrf2 que se

encarga de activar la respuesta antioxidante.?®> Dicha respuesta esta

252 Young Bang, S; Kim, JH; Kim, HY; Ji Lee, Y; Young Park, S; Joon Lee, S; Kim,
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fundamentada en la activacion de genes que codifican la hemooxigenasa-
1 (HO-1) que debe encargarse de actuar contra los radicales libres,? por
lo que es importante que estos dos parametros se encuentren elevados en
un proceso artritico. Tal y como se esperaba, tanto los niveles de Nrf2 y
la enzima HO-1 se encontraban muy bajos tanto en el grupo CIA como
en el HT. Este efecto pudo ser corregido en parte gracias a la dieta
enriquecida con 29, donde ambos niveles son significativamente mas

altos (Figura 67).
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Figura 14. Efecto de la suplementacion en la dieta con HT y HTAc en los niveles del
factor del factor Nrf2 y la enzima OH-1

Como conclusion, se ha demostrado el efecto antiinflamatorio del
HTAc en un modelo de artritis reumatoide en ratones. La actividad de
dicho compuesto, evita la destruccion del cartilago, la activacion de la
respuesta antioxidante y por supuesto, la inhibicion de las vias de
sefializacion que controlan la produccion de enzimas y citoquinas

proinflamatorias (datos no mostrados en esta Tesis).

Y. J. Ethnopharmacol. 2012, 144, 109-117.
253 Hayes, JD; Dinkova-Kostova, A. T. Trends Biochem. Sci. 2014, 39, 199-218.
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6.6. Modulacion de la respuesta inflamatoria de fibroblastos

humanos del liquido sinovial

Durante el desarrollo de la artritis reumatoide, tanto el liquido
sinovial como los fibroblastos juegan un papel importante en las Gltimas
fases del desarrollo de la enfermedad. Los fibroblastos son células
caracteristicas del tejido conectivo que se encargan de mantener en
buenas condiciones la matriz extracelular mediante la sintesis de
colageno y glucosaminoglucanos.?> Sin embargo, cuando la articulacion
esta afectada por la artritis, los fibroblastos se convierten en células que
facilitan la destruccion de los cartilagos al promover la angiogénesis.
Ademas, facilitan la adhesion de enzimas que degradan los cartilagos una
vez han comenzado a erosionarse. Un problema adicional es que los
fibroblastos son células que, ya sea en tejido sano o no, se encuentran en
una gran proporcion y en el caso de la artritis, migran de manera masiva.
No obstante, en los Gltimos afios se aboga por el control del estrés
oxidativo y la respuesta inflamatoria de los fibroblastos como estrategia

adicional para el tratamiento de la artritis.?>>2%

Es por ello que nos parecio atractivo que se pudiera investigar, en
colaboracion con la profesora Alarcon de la Lastra, los efectos
antiartriticos de la oleuropeina 71, centrandonos en el papel de los

fibroblastos.?’ Para ello, se cuenta con un modelo de inflamacion que

25 Bhattaram, P; Chandrasekharan, U. Semin. Cell Dev. Biol. 2016, 62, 86-93.

255 Bottini, N; Firestein, GS. Curr. Rhe. Rep. 2013, 15, 372-382.

26 |_efevre, S; Meier, FM; Neumann, E; Muller-Ladner, U. Cur. Pharm. Design, 2015,
21, 130-141.

27 Castejon, ML; Rosillo, MA; Montoya, T; Gonzalez-Benjumea, A; Fernandez-
Bolanos, JG; Alarcon de la Lastra, C. Food Funct. 2017, 8, 1890-1898.
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simula su comportamiento durante la artritis reumatoide que consiste en
la estimulacion de fibroblastos humanos (SW982) con interleuquina IL-
1B, de modo que pueda determinarse el efecto de 71 en la produccion de

citogquinas y otros aspectos de la respuesta inflamatoria.

Antes de comentar las caracteristicas mas remarcables de la
modulacion por parte de 71 de la respuesta inflamatoria de los
fibroblastos, destacar que la viabilidad de las células se mantuvo por
encima del 90% en un amplio rango de concentraciones 6.25-100 pM.
Es por ello que para los estudios bioquimicos realizados se eligieron las
concentraciones de 50 uMy 100 pM.

Uno de los principales mecanismos por el cual los fibroblastos
contribuyen a la degradacion de la matriz extracelular en la artritis
reumatoide es a través de la produccién de citoquinas proinflamatorias,
principalmente la TNF-a y la IL-6.25%2° Como cabia esperar, la
induccién de los fibroblastos con IL-1B condujo a niveles elevados de
citoquinas proinflamatorias que fueron convenientemente inhibidas
mediante pretratamiento de las células con 71 (Figura 68). Estos
resultados nos hacen pensar en la posible capacidad de la oleuropeina

para modular la produccion de citoquinas de las células sinoviales.

258 Mclnnes, IB; Schett, G. Nat. Rev. Immunol. 2007, 7, 429-442.
29 Su, X; Huang, Q; Chen, J; Wang, M; Pan, H; Wang, R; Zhou, H; Zhou, Z; Liu, J;
Yang, F; Li, T; Liu, L. Pharmacol. Res. 2016, 113, 695-704.
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Figura 15. Efecto de 71 en la produccién de citoquinas proinflamatorias en
fibroblastos sinoviales estimulados por IL-1

Resulta especialmente importante la inhibicion de la expresion de
las enzimas proinflamatorias COX-1 y COX-2 en el contexto de la
artritis reumatoide, ya que permite controlar la sobreproduccion de
prostaglandinas E> las cuales estan intimamente ligadas con la activacion
del receptor prostaglandina EP4, a su vez relacionado con el dafio
articular.?®® Los resultados demuestran que el tratamiento con 71 logra
disminuir la expresion de ambas ciclooxigenasas en fibroblastos

estimulados con IL-1p (Figura 69).

260 McCoy, JM; Wicks, JR; Audoly, LP. J. Clin. Invest. 2002, 110, 651-658.

235



6. Propiedades biol6gicas

201 20
£

£ 159 B 151
° ?
< e

1.0 - 1.04
N (7]
> w
o o o

O 05 SR QE- 0.54

o= . 0.0 I : I T
Control  IL1B 50 100 (uM] Control  IL-1B 50 100 [uM]

Figura 16. Efecto de 70 en la sobreexpresion de enzimas proinflamatorias en
fibroblastos estimulados con IL-13

También se ha comentado la importancia de mantener activo el
factor de transcripcion Nrf2 que regula la expresion de numerosos genes
de enzimas detoxificantes y antioxidantes, por lo que ejerce una
importante labor en la respuesta inmunitaria contra desequilibrios
asociados a los radicales libres. Este hecho se vuelve todavia mas
importante en enfermedades relacionadas a procesos inflamatorios
donde existe una fuerte produccion de especies reactivas del oxigeno y
nitrogeno. La estimulacion de células SW982 con IL-1f condujo a una
fuerte inhibicion del factor Nrf2 que tuvo como consecuencia una menor
expresion de la enzima antioxidante hemooxigensa OH-1. No obstante,
el pretratamiento de las células con 71 logré restaurar Nrf2 demostrando

que es posible estimular la expresion de la OH-1 con dicho compuesto.

En conclusién, la oleuropeina puede sumarse al grupo de
compuestos fendlicos que pueden tener un gran impacto frente a fuertes
procesos inflamatorios en general, y contra la artritis reumatoide en
particular, dentro de una estrategia basada en dietas funcionales. Se ha
demostrado que la oleuropeina es capaz de modular la respuesta
inflamatoria y el estrés oxidativo en células de especial relevancia en la

artritis reumatoide como es el caso de los fibroblastos.
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6.7. Modulacion de la respuesta inflamatoria de macréfagos
peritoneales por parte de la oleuropeina y sus derivados acetilados

Con el fin de analizar el papel que juega el aumento de la lipofilia
en la oleuropeina sobre sus propiedades antiinflamatorias, se eligié como
modelo la modulacion de la respuesta inflamatoria en los macréfagos
peritoneales estimulados con LPS, de manera anédloga al estudio
realizado en el apartado 6.3. Dentro de las familias celulares que
intervienen en la respuesta inflamatoria, los macréfagos son de las mas
importantes y es por ello que los resultados que deriven de estos estudios,
suministran informacién valiosa acerca de las propiedades beneficiosas

de los compuestos testados.

Estd documentado que la oleuropeina 71 posee propiedades
antiinflamatorias mediante inhibicion de la iINOS y la COX-2 en células
RAW264 (macrofagos de raton)?! y contra la colitis ulcerosa estimulada

con DSS en ratones?52

sin embargo, sus derivados lip6filos nunca han
sido estudiados para tal fin. Estos nuevos derivados pueden mostrar
mayor actividad debido a su mayor predisposicion a atravesar las
membranas celulares y su mayor resistencia a la excrecién, ya que
disponen de un menor numero de grupos hidroxilos que puedan
participar en reacciones de formacion de glucurénidos.?® Es por ello que

resulta de especial relevancia encontrar derivados que exhiban un mejor

261 Ryu, SJ; Choi, HS; Yoon, KY; Lee, OH; Kim, KJ; Lee, BY. J. Agric. Food Chem.
2015, 63, 2098-2105.

262 Giner, E; AndUjar, I; Recio, MC; Rios, JL; Cerda-Nicolas, JM.; Giner, R. M. J.
Agric. Food Chem. 2011, 59, 12882-12892.

263 Scheepens, A; Tan, K; Paxton, JW. Genes Nutr. 2010, 5, 75-87.

237



6. Propiedades biol6gicas

perfil farmacocinético y farmacodindmico que se traduzca en una mejor

actividad in vivo de la oleuropeina natural.

Para este estudio, nuevamente se ha contado con el grupo de
investigacion de la Dra. Alarcon de la Lasta, siendo ensayados la
oleuropeina 71, la oleuropeina peracetilada 148, la 2°°,3°*,4”°,6”’-tetra-
O-acetil oleuropeina 50 y la 6°-O-acetil oleuropeina 46 (Figura 70).
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Figura 17. Compuestos ensayados en la modulacién de la respuesta inflamatoria de
macro6fagos peritoneales estimulados con LPS

La viabilidad de las células tratadas con todos los derivados de la
oleuropeina se mantuvo por encima del 85% en el rango de
concentraciones de 1.6-50 pM, por lo que se escogieron dos
concentraciones, 25 UM y 50 uM para la realizacion de todos los

ensayos.
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La estimulacién con LPS simula la interaccion de los macréfagos
con la pared celular de las bacterias Gram negativas, lo cual dispara la

respuesta inflamatoria ante el patégeno externo.

La estimulacion de las células con LPS condujo a la produccion
de grandes cantidades de NO y una excesiva transcripcion de los genes
que codifican la enzima iNOS. Un nivel descontrolado de NO es
potencialmente peligroso ya que esta molécula actia como sefial
intracelular para la produccion de ROS y otras especies como las N-
nitrosaminas, que participan en procesos causantes de dafios a la
integridad celular, especialmente al ADN.?®* El tratamiento de los
macrofagos con 71 consiguid disminuir tanto la cantidad de NO como la
expresion de la enzima iNOS no obstante, los cultivos correspondientes
a los derivados acetilados mostraron una fortisima inhibicion de ambos
parametros incluso a 25 pM, alcanzando niveles propios del control sano
(Figura 71).

264 Cardeno, A; Sanchez-Hidalgo, M; Aparicio-Soto, M; Sanchez-Fidalgo, S; Alarcon-
de la Lastra, C. Food Funct. 2014, 5, 1270-1277.
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Figura 18. Efecto de los derivados lipdfilos de la oleuropeina en la produccién de NO
(arriba) y la expresion de la enzima iNOS (abajo) en macréfagos peritoneales
estimulados con LPS

Por otro lado, la inhibicion de la segunda enzima proinflamatoria
por excelencia, la COX-2, también fue posible mediante tratamiento con
los derivados de la oleuropeina. Sin embrago, y aunque la inhibicion en
todos los casos fue muy significativa, no consiguié mejorar el excelente
resultado alcanzado por la oleuropeina natural en las dos concentraciones

ensayadas (Figura 72).
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Figura 19. Efecto de los derivados lip6filos de la oleuropeina en la expresion de la
enzima COX-2 en macrdfagos peritoneales estimulados con LPS

Por altimo, se evalud el efecto en los mecanismos naturales que
combaten al estrés oxidativo, como el factor Nrf2 y la enzima OH-1, en
las células tratadas con LPS. La estimulacién con LPS de los macréfagos
condujo a una gran disminucién en la expresion tanto del factor Nrf2
como de la hemooxigenasa-1 que el tratamiento con oleuropeina no
consiguid corregir. Las células tratadas con los derivados acetilados
mostraron niveles de expresion significativamente mas altos (Figura 73)
siendo los mejores candidatos los derivados mono y tetraacetilados 46 y
50, por delante del peracetilado 148. Quizas estos datos sugieran que
aquellas moléculas que exhiben el grupo catecol consigan una regulacion
positiva de la expresion de Nrf2 y OH-1 mas potente, de ahi que sea el
derivado tetraacetilado el més activo pues es a la vez mucho més lipofilo

que la oleuropeina y mantiene el catecol desprotegido.
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Figura 20. Efecto de los derivados lipdfilos de la oleuropeina en la expresién del
factor Nrf2 y la enzima OH-1

Con todos estos datos podemos afirmar que, no sélo los derivados
lipofilos de la oleuropeina consiguen modular la respuesta inflamatoria
de los macréfagos estimulados con LPS, sino que en general son
claramente mas activos que la oleuropeina natural. Dicha modulacion
estad centrada en la inhibicion de citoquinas y enzimas proinflamatorias,
asi como las vias de transduccion de éstas ultimas (datos no mostrados
en esta Tesis) y, por si fuera poco, también ejercen un papel importante
en la restauracion de los mecanismos que controlan el estrés oxidativo.
Finalmente, estos resultados positivos parecen indicar que efectivamente
la mejora en el perfil hidrofilo-lip6filo como consecuencia de la
modificacion de los grupos funcionales trae consigo una mejor actividad,

hecho que deberiamos confirmar en un estudio in vivo méas exhaustivo.
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6.8. Efectos de la dieta suplementada con HT y HTACc en el lupus

eritematoso sistémico

El lupus eritematoso sistéemico es una de las enfermedades
autoinmunes con mas prevalencia en la poblacion mundial. Es también
considerada como una enfermedad cronica, ya que se caracteriza por
periodos ciclicos de exacerbaciones y remisiones; sistémica, ya que
afecta a casi cualquier érgano y heterogénea, ya que dicha enfermedad
se presenta con una amplia variedad de alteraciones seroldgicas y se
manifiesta clinicamente con un grado de virulencia muy variado, desde
casos leves a otros en donde la pervivencia de 6rganos queda en

entredicho.

Su etiologia es desconocida, aunque existe un consenso en
considerar al lupus una enfermedad multifactorial en la que se da una
combinacion de factores genéticos, ambientales y hormonales.?®® El
resultado es que dicha enfermedad provoca la produccion de gran
cantidad de autoanticuerpos contra antigenos celulares, que llevan a
respuestas inflamatorias de mudltiples 6rganos y sistemas como los
rifiones, la piel, el sistema cardiovascular y el sistema nervioso.?®® El
desequilibrio de diversas lineas celulares de linfocitos Th (células T-
helper o T-cooperantes) y linfocitos T-reg (células T-reguladoras) parece
ser uno de los puntos de partida del lupus mas comun, que es aquel que

afecta fundamentalmente al rifion y al bazo.?®” Esto parece provocar la

265 perry, D; Peck, AB; Carcamo, WC; Morel, L; Nguyen, CQ. Arthitis, 2011, 810649.
266 Dooley, MA; Hogan, S; Jennette, C; Falk, R. Kidney Int, 1997, 51, 1188-1195.

267 Kyttaris, VC. En Systems Biology in Drug Discovery and Development. Systemic
Lupus Erythematosus: From Genes to Organ Damage, 2010, Springer, Vol. 662, pp
265-285.
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activacion de mas linfocitos T y B que son los encargados de liberar
citoquinas proinflamatorias en grandes cantidades, produciendo por

tanto inflamacion y dafio en los tejidos. 268

En este contexto, el HT 67 y sobre todo el HTAc 29 han
demostrado ser dos agentes antiinflamatorios muy efectivos en
escenarios relacionados con la inflamacion cronica como son la colitis
ulcerosa y la artritis reumatoide. Nuevamente con la colaboracién del
grupo de la profesora Alarcén de la Lastra, se ha realizado un estudio in
vivo del efecto de la suplementacion en la dieta con ambos polifenoles
con ratones a los que se indujo lupus con pristano (el terpenoide
2,6,10,14-tetrametilpentadecano), y determinar si ejercen efectos
beneficiosos contra esta enfermedad autoinmune y los trastornos

inflamatorios asociados.?%°

En dicho estudio se distribuyeron un total de 70 ratones en 4
grupos: control sano (control), control de lupus (LES, lupus eritematoso
sistémico), grupo alimentado con 67 (HT) y grupo alimentado con 29
(HTAC). Tras 4 semanas con dieta estandar, se les indujo la enfermedad
mediante inyeccion intraperitoneal de pristano a los grupos LES, HT y
HTAC, y se realiz6 un seguimiento de los sintomas cada semana durante

6 meses.

Durante el tiempo de desarrollo de la enfermedad se monitoriz6
el grado de hinchazon de las patas como signo indicativo del progreso de

la enfermedad, encontrando que tras los 6 meses, los grupos HT y HTAc

268 Takeuchi, T; Tsuzaka, K; Abe, T; Yoshimoto, K; Shiraishi, K; Kameda, H.
Autoimmunity, 2005, 38, 339-346.

269 Aparicio-Soto, M; Sanchez-Hidalgo, M; Céardeno, A; Gonzalez-Benjumea, A;
Fernandez-Bolafios, JG; Alarcédn de la Lastra, C. J. Funct. Foods 2017, 29, 84-92.
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(35% y 40% respectivamente) mostraban una cierta mejoria respecto del
grupo LES (45%). También se observé un gran aumento en el peso del
timo y el bazo en los ratones del grupo LES, algo que fue ligeramente

reducido en los grupos alimentados con 67 y 29 (Figura 74).
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Figura 21. Efecto de la suplementacion en la dieta con 67 y 29 en el desarrollo del
lupus eritematoso sistémico en ratones inducida por pristano. En la izquierda se
muestra la evolucidon de la enfermedad durante el periodo de desarrollo de la
enfermedad. En la derecha se muestran los pesos para los diferentes grupos del bazo y
el timo

La liberacion de citoquinas proinflamatorias por parte de las
células del sistema inmune es clave en el desarrollo y persistencia del
lupus eritematoso sistémico. Asi mismo, las citoquinas TNF-a e IL-1§
contribuyen directamente en el proceso inflamatorio,?’ la 1L-6 tiene un
peso importante en la produccion de autoanticuerpos en el lupus®* y la
IL-17 contribuye a aumentar la virulencia de la respuesta inmune

empeorando el dafio causado por la inflamacion.?”? En este estudio quedo

210 Umare, V; Pradhan, V; Nadkar, M; Rajadhyaksha, A; Patwardhan, M; Ghosh, KK;
Nadkarni, AH. Mediat. Inflamm, 2014, 385297.

211 Richards, HB; Satoh, M; Jennette, JC; Okano, T; Kanwar, YS; Reeves, WH. Clin
Exp. Immunol, 1999, 115, 547-553.

22 i, D; Guo, B; Wu, H; Tan, L; Chang, C; Lu, Q. Autoimmunity, 2015, 48, 353-361.
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demostrado que la suplementacion en la dieta con 67 y 29 consigue
disminuir la respuesta inflamatoria mediada por los linfocitos Th, como
se demuestra por la importante disminucion en los niveles de algunas de
las citoquinas producidas tanto en macrdéfagos peritoneales como en

esplenocitos (Figura 75).
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Figura 22. Efecto de la suplementacion en la dieta con 67 y 29 en los niveles de
citoquinas proinflamatorias procedentes de esplenocitos (izquierda) y macréfagos
peritoneales (derecha)
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El control de los niveles de la PGE: es una via indirecta para la
modulacion de la respuesta inflamatoria.?”® De hecho, los niveles de
dicha prostaglandina se encontraban muy altos tanto en los cultivos de
esplenocitos como de macrdfagos del grupo LES. No obstante, los
niveles de PGE2 disminuyeron considerablemente en ambos cultivos
celulares tanto del grupo HT como del grupo HTAc. Se determind el
nivel tanto de la PGE> como de la enzima COX-1 en el rifion, ya que su
desequilibrio en este 6rgano puede conllevar dafio renal. Los resultados
fueron similares a los encontrados en los cultivos celulares anteriores,
resultando en una considerable disminucién de los niveles de
prostaglandinas y una regulacion de la expresion de la enzima que las

biosintetizan a niveles iguales que los individuos sanos (Figura 76).
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Figura 23. Efecto de la suplementacion en la dieta con 67 y 29 en los niveles de PGE>
y la expresion de la enzima proinflamatoria COX-1 en rifiones de ratones con lupus
inducido por pristano

Aunque en este modelo de lupus eritematoso sistémico no han
podido observarse diferencias entre los efectos beneficiosos de la
suplementacion con 29 en comparacion con el HT, a diferencia de los

resultados obtenidos en las anteriores enfermedades que cursan con

213 Chae, BS; Shin, TY; Kim, DK; Eun, JS; Leem, JY; Yang, JH. Arch. Pharm. Res.
2008, 31, 503-510.
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inflamacidn grave, previamente comentadas, queda patente el potencial
uso de estos compuestos dentro del campo de la terapia nutricional, con
menos problemas relacionados con la toxicidad de los farmacos que

habitualmente se administran.

Para este modelo animal, podemos decir que tanto el HT como el
HTACc contribuyen a reducir considerablemente los niveles de citoquinas
proinflamatorias en esplenocitos y en macrofagos peritoneales, ademas
de bloquear muy eficientemente diversas vias de activacion de genes

proinflamatorios.
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PRIMERA

Se ha establecido una nueva ruta de sintesis del compuesto 3,4-
dihidroxifenilglicol 3 a partir del cloruro de 3,4-dihidroxifenacilo que
implica transformaciones quimicas sencillas y realizable a escala de
multigramo, mejorando sensiblemente el procedimiento de sintesis
previo y ofreciendo una alternativa viable a su obtencion y purificacion

desde el alperujo.

SEGUNDA

Se han establecido dos procedimientos sintéticos para la preparacion de
dos nuevas familias de compuestos fendlicos lipdfilos diacilados
derivados de compuestos fendlicos 4 y 17que portan un fragmento de
catecol y un fragmento de glicol, obtenidos a partir de 3,4-

dihidroxifenilglicol 3 e hidroxitirosol 67, respectivamente.

TERCERA

Se ha establecido la viabilidad y utilidad sintética de nuevos
extractos enzimaticos procedentes de microorganismos nativos con
actividad lipolitica obteniendo nuevas familias de compuestos fenolicos
lipofilicos derivados de hidroxitirosol 67, alcohol protocatecuico 120,
3,4-dihidroxifenilglicol 3, ligustrosido 84 y oleuropeina 71, asi como del
disacérido trehalosa 138. Los mejores resultados, tanto en rendimiento
como en regioselectividades, se consiguen empleando dichos extractos

en desacilaciones lo que ha permitido el acceso a compuestos con
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grandes propiedades biologicas como el HTAc 29, una nueva familia de
éteres lipofilos del DHPG 30-37, los glucésidos de ligustrosido y
oleuropeina parcialmente acetilados 49 y 50, o la desimetrizacion de la

trehalosa peracetilada 43 en tan solo dos pasos sintéticos.

CUARTA

Se ha llevado a cabo la semisintesis de la oleaceina 53 a partir de
oleuropeina 71 via reaccion de Krapcho, mejorando notablemente el
Unico procedimiento descrito en Dbibliografia. Adicionalmente,
conjuntamente con la sintesis de 53, se ha determinado la formacién de
un nuevo compuesto, el aglicon del oleurdsido deshidratado 54. Con
objeto de purificar dichos compuestos, se ha propuesto el método de la
estabilizacion mediante acetilacion que condujo a los derivados 51 y 52.
Se ha introducido el grupo metilideno en el fragmento de catecol de la
oleuropeina dando 55, que mediante la reaccion de Krapcho conduce a
la metilideno-oleaceina 56 estable. También se ha llevado a cabo la
derivatizacion de la oleaceina mediante reacciones regioselectivas de
reduccion y acetalacion de los grupos formilos que permiten obtener los

derivados reducidos 59 y 60, y el etilideno acetal 64.

QUINTA

Se han logrado las sintesis de los secoiridoides del olivo
oleaceina 53 y oleocantal 57 mediante reaccion de Krapcho sobre los
respectivos aglicones aldehidicos de ligstrésido 65 y oleuropeina 66 por

separado, y mezclados como parte de extractos fendlicos. Este
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procedimiento permite el enriquecimiento de extractos fendlicos
procedentes del aceite de oliva en compuestos de alto valor afadido y
con marcada actividad bioldgica, que a su vez pueden tener utilidad en

formulaciones farmaceuticas y en alimentos funcionales.

SEXTA

Se ha puesto a punto un método de extraccion y cuantificacion
por RMN de la fraccion fendlica de aceites de oliva virgen extra,
fundamentalmente de oleocantal, oleaceina y los aglicones aldehidicos

de ligstrésido y oleuropeina.

SEPTIMA

Se ha comprobado la actividad como agentes antiproliferativos
en seis lineas celulares de tumores solidos humanos de derivados
lipofilos de oleuropeina 71 y ligstrosido 84, asi como de la aceoleina 51
y el aglicon del oleurésido deshidratado (DOA) acetilado 52,
observandose que existe una clara correlacion entre mejora de los
resultados y el aumento de la lipofilia. Tanto el derivado peracetilado de
la oleuropeina 149, como la aceoleina 51 y el DOA acetilado 52 mejoran
las actividades del HT peracetilado 142 para todas las lineas celulares,
alcanzandose los mejores resultados sobre las células HelLa (cancer

cervico-uterino).
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OCTAVA

Se ha comprobado la actividad antiinflamatoria de derivados
lipdfilos del DHPG 3, del HTACc 29 y de la oleuropeina 71 en distintos
modelos in vitro e in vivo con objeto de cuantificar su actividad frente a
enfermedades inflamatorias crénicas como la colitis ulcerosa, la artritis
y el lupus. Concretamente, el DHPG 3y el HTAc 29 ofrecen excelentes
propiedades antiinflamatorias en un modelo in vitro con macréfagos
peritoneales siendo el HTAc 29 mas efectivo que el DHPG 3 en el
modelo in vivo de colitis ulcerosa. Ademas, el HTAc 29 resultdé muy
efectivo contra la artritis reumatoide y el lupus eritematoso sistémico,

mejorando en todos los casos al HT 67 de partida.

Por otro lado, resultados preliminares permiten afirmar que la
oleuropeina 71 tiene propiedades antiartriticas debido a la modulacion
que ejerce en la respuesta inflamatoria de fibroblastos sinoviales. Méas
aun, sus derivados lipofilos, el monoacetilado 46, el tretraacetilado 50 y
el peracetilado 148 ofrecen una actividad antiinflamatoria in vitro sobre

macrofagos peritoneales mucho mayor que la oleuropeina de partida.

Estos resultados refuerzan la hipotesis de que una mayor lipofilia
de los compuestos fendlicos, tiene como consecuencia una mejora en la

actividad biolégica.
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FIRST

A novel route of synthesis of the 3,4-dihydroxyphenylglycol 3
compound has been established from 3,4-dihydroxyphenacyl chloride
which involves simple and feasible multi-scale chemical
transformations, significantly improving the previous procedure of
synthesis and offering a viable alternative to its obtaining and

purification from the alperujo

SECOND

Two synthetic procedures have been established for the
preparation of two new families of diacylated lipophilic phenolic
compounds derived from the phenolic compounds 4 and 17 carrying the
catechol and the glycol fragments obtained from 3,4-
dihydroxyphenylglycol and hydroxytyrosol 67, respectively.

THIRD

The viability and synthetic utility of novel enzymatic extracts
from native microorganisms with lipolytic activity have been established
by obtaining new families of phenolic compounds derived from
hydroxytyrosol 67, protocatechuic alcohol 120, 3,4-
dihydroxyphenylglycol 3, ligstroside 84 and oleuropein 71, as well as of
the disaccharide trehalosa 138. The best results, both in yields and
regioselectivities, are achieved by using the extracts in deacylations

which has allowed the access to compounds with high biological
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properties such as HTAc 29, a new family of lipophilic ethers of DHPG
30-37, the partially acetylated ligstroside and oleuropein 49 and 50, or
the desymmetrization of the peracetylated trehalosa 43 in only two

synthetic steps.

FOURTH

Semisynthesis of oleacein 53 has been carried out from
oleuropein 71 via the Krapcho reaction, remarkably improving the single
procedure described in the literature. In addition, in conjunction with the
synthesis of 53, the formation of a new compound, the dehydrated
oleuroside aglycone 54 has been determined. In order to purify such
compounds, the stabilization method by acetylation has been proposed
which led to the derivatives 51 and 52. The methylidene group has been
introducing into the catechol fragment of the oleuropein giving 55, which
by Krapcho reaction leads to the stable methylidene-oleacein 56. The
derivatization of the oleacein ha also been carried out by regioselectiva
reactions of reduction and acetalation of the formyl groups which allow
to obtain the reduced derivatives 59 and 60 and the ethylidene acetal 64.

FIFTH

Synthesis of the secoiridoids of olive oleacein 53 and oleocanthal
57 has been achieved by Krapcho reaction on the respective aldehydic
aglycones of ligstroside 65 and oleuropein 66 and separately, and mixed
as part of phenolic extracts. This process allows the enrichment of

phenolic extracts from olive oil into compounds of high added value and
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with marked biological activity, which at the same time may have utility

in pharmaceutical formulations and in functional foods.

SIXTH

A method of extraction and quantification by NMR of the
phenolic fraction of extra virgin olive oils, mainly oleocanthal, oleacein

and the aldehydic aglycones of ligstroside and oleuropein has developed.

SEVENTH

The activity as antiproliferative agents in six human solid tumor
cell lines of lipophilic derivatives of oleuropein 71 and ligstroside 84, as
well as aceolein 51 and acetylated oleuroside dehydrate (DOA) aglycon
52 have been verified, showing that there is a clear correlation between
improved performance and increased lipophilicity. Both peracetylated
derivative of oleuropein 149, as well as aceolein 51 and acetylated DOA
52 enhance the activities of peracetylated HT 142 for all cell lines,

achieving the best results on HeLa cells (cervix-uterine cancer).

EIGHT

The antiinflammatory activity of lipophilic derivatives of DHPG
3, HTAc 29 and oleuropein 71 has been demonstrated in different in vitro
and in vivo models in order to quantify their activity against chronic
inflammatory diseases such as ulcerative colitis, arthritis and lupus.

Specifically, DHPG 3 and HTAc 29 offer excellent antiinflammatory

257



7. Conclusiones/Conclusions

properties in an in vitro model with peritoneal macrophages with HTAc
29 being more effective than DHPG 3 in the in vivo model of ulcerative
colitis. In addition, the HTAC 29 proved very effective against
rheumatoid arthritis and systemic lupus erythematosus, improving in all

cases the starting HT 67.

On the other hand, preliminary results allow to affirm that the
oleuropein 71 has antiarthritic properties due to the modulation that
exerts in the inflammatory response of synovial fibroblasts. Moreover,
their lipophilic derivatives, monoacetylated 46, tretraacetylated 50 and
peracetylated 148 offer much higher in vitro antiinflammatory activity

on peritoneal macrophages than the starting oleuropein.

These results reinforce the hypothesis that an increased
lipophilicity of phenolic compounds results in an improvement in

biological activity
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8.1. Métodos generales

8.1. METODOS GENERALES

La cromatografia analitica de capa fina (c.c.f.), con fines
cualitativos, se ha realizado utilizando placas de gel de silice sobre
aluminio (Merck 60 F2s4) de 0.25 mm de espesor. Como eluyentes se han
empleado los que se indican en cada caso. La deteccion de los
compuestos en las placas se ha realizado por exposicion de éstas a luz
UV (A =254 nm) y mediante revelado por inmersion en disoluciones de
H2SO4 en EtOH al 10 %, ninhidrina en EtOH al 0.1 % o revelador de
permanganato (3g KMnOs, 20 g K2CO3 y 5 ml NaOH al 10% y 300 ml

H-0) y posterior calentamiento.

Para la cromatografia en columna, con fines preparativos, se ha
empleado como fase estacionaria gel de silice (Merck 60; tamafio de
particula 0.040-0.063 mm), eluyendo por gravedad o sometiendo a una

ligera presion. Los eluyentes empleados se indican en cada caso.

La rotacion dptica se ha medido en un espectropolarimetro Jasco
P-2000, empleando la linea de emision del sodio (A = 589 nm) y celdas

de 1 cm de camino optico.

Los espectros de absorcion de IR se han registrado en un
espectrometro Jasco FT/IR-4100, aplicando la muestra directamente

sobre la lente.

Los espectros de RMN se han registrado en espectrometros
Bruker Avance 111 300 (300.1 MHz para *H'y 75.5 MHz para *3C), Bruker
Avance 111 500 (500.1 MHz para 'H y 125.8 MHz para **C) y Bruker
Avance 111 700 (700.1 MHz para *H y 175.8 MHz para 13C)
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Se han empleado como disolventes CDCl3, CD30D, (CD3).CO,
DMSO-ds y D2O. Los valores de desplazamiento quimico (8) se dan en
ppm y los valores de las constantes de acoplamiento (J) se dan en Hz.
Los espectros se han calibrado usando las sefiales del disolvente como

referencias internas.

La asignacion de las sefiales de 'H se ha realizado mediante
experimentos de *H-RMN y *H-'H COSY (Correlated Spectroscopy).

La asignacion de las sefiales de *C se ha realizado mediante
experimentos de ¥C-RMN y 'H-3C HSQC (Heteronuclear Single-

Quantum Correlation).

Los espectros NOESY (Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy) se han obtenido utilizando un tiempo de mezcla de 300

ms.

Las abreviaturas empleadas para indicar la multiplicidad de las
sefiales son: s (singulete), d (doblete), t (triplete), ¢ (cuartete), q

(quintete), sex (sextete), m (multiplete) y a (sefial ancha).

Los espectros de masas se han realizado en los espectrometros
Micromass AutoSpecQ, DFS y QExactive, siendo las experiencias

realizadas:

lonizacion por FAB-LSIMS (Fast Atom Bombardment-Liquid
Secondary lon Mass Spectrometry). Se emple6 cafién de Cs (35 kV y 2
pA) con sonda de muestra y fuente de FAB. Voltaje acelerador de 8 kV,
2-10* mbar. Voltaje acelerador de 4 kV. Resolucién 10000 (definicion
del 5% de valle) y velocidad de barrido de 5 s/dec. Las matrices usadas
fueron tioglicerol y alcohol m-nitrobencilico. Como referencias internas
se emplearon PEG-400, 600, 900 y 1000.
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lonizacion quimica (CI, Chemical lonization) a 150 eV, usando
como gas reactivo metano e isobutano a una presion de 0.8 bar, corriente
de 500 pA, voltaje acelerador de 8 kV, resolucidén 10000 (definicion del
5 % de valle) y velocidad de barrido de 5 s/dec.

Las reacciones de Krapcho se han realizado en un microondas
cientifico Anton Paar Monowave 300, agitando a 600 r.p.m. durante el

calentamiento.
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8.2.1. Sintesis de diacil derivados de glicoles procedentes

del olivo. Nueva sintesis de 3,4-dihidroxifenilglicol

Diacetato de 4-(2’-acetoxi-1’-hidroxietil)-1,2-difenileno (1) vy
diacetato de 4-(1’,2’-acetoxietil)-1,2-difenileno (2)

OH OAc
ACOD)\/OAC ACOD)\/OAC
AcO AcO
Método A: A una disolucion de diacetato de 4-(2-acetoxiacetil)-
1,2-difenileno 114 (21.5 mg, 0.07 mmol) en AcOH glacial (0.5 ml), se
afiadio NaBH(OAc): (45 mg, 0.21 mmol) en tres porciones y en
intervalos de 10 min y se agitd a ta durante otros 10 min. Transcurrido el
tiempo, se evaporo el disolvente resultando un residuo que se purifico

mediante cromatografia en columna usando como eluyente AcOEt-

hexano 1:2, dando 1 como un sirupo incoloro.
Rendimiento: 11.9 mg, 55%. Rr 0.3 (AcOEt-hexano 1:1)

Método B: A una disolucion de diacetato de 4-(2-acetoxiacetil)-
1,2-difenileno 114 (76.1 mg, 0.26 mmol) en EtOH (7 ml), se afiadio
Ac20 (25 pl) y se hidrogendé con Pd/C 10% (40 mg) a presion
atmosférica y ta 6 h. A continuacion, se filtro sobre celita y se concentrd
a sequedad. El residuo resultante, mezcla de dos compuestos [diacetato
de 4-(2’-acetoxi-1’-hidroxietil)-1,2-difenileno 1 y diacetato de 4-(1°,2’-
acetoxietil)-1,2-difenileno 2], se purific6 mediante cromatografia en

columna usando como eluyente AcOEt-hexano (1:2 — 1:1).
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Diacetato de 4-(2’-acetoxi-1’-hidroxietil)-1,2-difenileno (1)

Rendimiento: 35.1 mg, 46%. Rr 0.5 (AcOEt-hexano 1:1)

IR

H-RMN

3C-RMN

HRCI

v (cm™): 1768, 1736, 1370, 1202, 1177, 1110, 1011.

(300 MHz, CDCl3): & (ppm) 7.29-7.26 (m, 2H, H-3y
H-5), 7.19-7.16 (m, 1H, H-6), 4.95 (dd, 1H, J; 2 =
8.1 Hz, Jiar = 3.3 Hz, H-1°), 4.29 y 4.13 (2dd, 1H
cada uno, J2a> 2y = 11.6 Hz, J221>=8.1 Hz, Jop> - = 3.3
Hz, H-2"), 2.29, 2.28 y 2.10 (3s, 3H cada uno, 3
OAC).

(75.5 MHz, CDCls): 6 (ppm) 171.5, 168.6 y 168.5 (3
CO), 142.5(C-1), 142.1 (C-2), 139.1 (C-4),124.6 (C-
5),123.9 (C-6), 121.7 (C-3), 71.9 (C-1"), 69.3 (C-2"),
21.2,21.0y 20.9 (3 AcO).

m/z calculado para [M + H]* Ci4H1707: 297.0974,
encontrado 297.0972.

Diacetato de 4-(1,2-acetoxietil)-1,2-difenileno

Rendimiento: 24.8 mg, 32%. Rr 0.5 (AcOEt-hexano 1:1)

IR

'H-RMN

v (em™): 1769, 1738, 1369, 1200, 1179, 1011.

(300 MHz, CDCl3): & (ppm) 7.26 (dd, 1H, Js¢ = 8.6
Hz, Js3= 2.0 Hz, H-5), 7.22 (d, 1H, Js5 = 2.0 Hz, H-
3),7.19(d, 1H, Js 5= 8.6 Hz, H-6), 6.01 (dd, 1H, J1- 272
= 7.8 Hz, Jr2b=3.9 Hz, H-1°), 4.34 y 4.27 (2dd, 1H
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cada uno, Jra2b=11.9 Hz, J20a1°= 7.8 Hz, J2ob1- = 3.9
Hz, H-2").

13C-RMN (75.5 MHz, CDCl3): & (ppm) 170.9, 170.2, 168.4 y
168.3 (4 CO), 142.5 (C-1), 142.4 (C-2), 135.5 (C-4),
125.3 (C-5), 124.0 (C-6), 122.4 (C-3), 72.5 (C-1°),
66.1 (C-27), 21.3, 21.1, 21.0 y 20.9 (4 AcO).

HRCI m/z calculado para [M]* CisH180s: 338.1002,
encontrado 338.1003.

3’,4’-Dihidroxifenilglicol (3)
OH
HOD)\/OH
HO
Una dispersion de diacetato de 4-(1,2-acetoxietil)-1,2-difenileno
2 (51 mg, 0.15 mmol) en H2SO4 2N (5 ml) se agitd a t.a. durante 24 h.
El medio se neutraliz6 con NaHCOs y se concentr6 a sequedad
resultando un residuo que se purific6 mediante cromatografia en

columna usando como eluyente CH2Cl>-MeOH (30:1 — 10:1). Los datos

espectroscopicos estan en concordancia con la bibliografia.?
Rendimiento: 13.5 mg, 55%. Rr 0.4 (CH2Cl>-MeOH 5:1)

H-RMN (300 MHz, (CD3)2CO): 6 (ppm) 6.90 (d, 1H, J»¢ =
1.8 Hz, H-2"),6.77 (d, 1H, Js ¢ = 8.1 Hz, H-5"), 6.70
(dd, 1H, Je.s = 8.1 Hz, Jg> = 1.8 Hz, H-6"), 4.60 (dd,
1H, J124 = 8.0 Hz, J12vp = 4.1 Hz, H-1), 3.60 y 3.52
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(2dd, 1H cada uno, Joa2n = 11.0 Hz, Joa1 = 8.0 Hz,
Jon1 = 4.1 Hz, H-2).

3,4-Dibenciloxifenilglicol (4)
OH
BnO:©)VOH
BnO
A una disolucion de 3 (100 mg, 0.59 mmol) en acetona seca (20
ml), se afiadieron K>COs (320 mg, 2.36 mmol) y BrBn (160 pl, 1.36
mmol). La mezcla se calentd a reflujo en oscuridad durante 12 h. Luego
se filtré y se concentro a sequedad resultando un residuo que se purifico

mediante cromatografia en columna usando como eluyente AcOEt-

hexano (1:5 — 1:1) obteniendo 4 como un sirupo amarillo palido.

Rendimiento: 162 mg, 81%. Rr 0.2 (AcOEt-hexano 1:1)

IR v (em™) 3382, 1515, 1258, 1226, 1135, 1012, 737,
694.
IH-RMN (300 MHz, CD30D): & (ppm) 7.50—7.29 (m, 10H, 2

Ph), 7.11 (d, 1H, Js5= 1.9 Hz, H-5), 7.02 (d, 1H, Je5
= 8.3 Hz, H-6), 6.93 (dd, 1H, Js5= 8.3 Hz, J35=1.9
Hz, H-3), 5.15 y 5.13 (2s, 2H cada uno, 2 OCH2Ph),
4.62 (t, 1H, Ji'» = 6.0 Hz, H-17), 3.58 (d, 2H, J2.1> =
6.0 Hz, H-2").

13C-RMN (75.5 MHz, CD30D): & (ppm) 151.1 (C-1), 150.5 (C-
2), 139.7 (Ph-1), 139.7 (Ph-1), 137.9 (C-4), 130.3
(Ph-3 y 5, Ph-3 y 5), 129.7 (Ph-4), 129.7 (Ph-4),
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129.6 (Ph-2y 5), 129.5 (Ph-2 y 5), 121.6 (C-3), 117.2
(C-6), 115.6 (C-5), 76.4 (C-1°), 73.4 (OCH2Ph), 73.3
(OCH,Ph), 69.5 (C-2°).

HRLSI m/z calculado para [M + Na]* C22H22NaO4: 373.1416,
encontrado 373.1429.

1,2-Dibenciloxi-4-(1°,2’-diacetoxietil)benceno (5)

0
OJ\
Bno:©)\/o\(
BnO ©
A una mezcla de Ac20 y piridina 1:1 (v/v, 2 ml) previamente
enfriada a 0 °C, se afiadié 4 (107 mg, 0.39 mmol) y se agitd a 0 °C durante
20 min. Pasado ese tiempo, la reaccion permanecié a 4 °C durante la
noche. Seguidamente se hidroliz6 con H20 se concentré a sequedad
resultando un residuo que se purificO mediante cromatografia en

columna usando como eluyente AcOEt-hexano (1:5 — 1:1) obteniendo

5 como un sirupo incoloro.

Rendimiento: 140 mg, cuant. Rr 0.2 AcOEt-hexano (1:5)

IR v (em™): 2960, 1737, 1504, 1216, 1044, 1009, 754,
736.
IH-RMN (300 MHz, CDCls): 5 (ppm) 7.29-7.25 (m, 2H, Ph),

7.20-7.17 (m, 2H, Ph), 7.00 (d, 1H, J35 = 2.1 Hz, H-
3), 6.98 (d, 1H, Je 5= 8.2 Hz, H-6), 6.91 (dd, 1H, Js
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=8.2Hz,Js3=2.1Hz, H-5),5.91 (dd, 1H, Ji' 2= 7.8
Hz, Jioor = 4.1 Hz, H-1°), 5.41 y 5.37 (2s, 2H cada
uno, OCH2Ph), 4.27 y 4.21 (2dd, 1H cada uno, Jzs> 2v°
=16.0 Hz, Ja>,r = 7.8 HZ, Jov', 1’ = 4.1 Hz, H-2), 2.09
y 2.03 (2s, 3H cada uno, OAC).

13C-RMN (75.5 MHz, CDCls): § (ppm) 170.9 y 170.3 (2 CO),
150.4 y 150.2 (C-1 y C-2), 135.9 (Ph), 132.2 (C-4),
129.4 (Ph), 128.9 (Ph), 122.5 (C-5), 122.3 (C-6),
120.8 (C-3), 75.7 y 75.6 (2 OCH,Ph), 73.0 (C-17),
66.3 (C-2°), 21.4y 21.1 (2 OAC).

HRLSI m/z calculado para [M]* CzH2006: 356.1260,
encontrado 365.1255.

1,2-Dibenciloxi-4-(1°,2’-dibutanoiloxietil)benceno (6)

A una disolucion de 4 (55.3 mg, 0.16 mmol) en piridina (0.6 ml)
a 0 °C se afiadié cloruro de butanoilo (50 ul, 0.48 mmol) y se agit6
durante 10 min. La disolucion permanecio6 a 4 °C durante la noche y se
hidrolizé con H20 (20 ml). Se afiadié CH2Cl> (30 ml) y se separaron las
fases. La fase organica se lavo con HCI 1M (porciones de 10 ml hasta
pH &cido), luego con NaHCO3 1M (porciones de 10 ml hasta pH basico)

y, por ultimo, con H20 (porciones de 10 ml hasta pH neutro). Finalmente,
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la fase organica se seco con MgSOa, se filtro y se concentré a sequedad
obteniendo un residuo que se purific6 mediante cromatografia en
columna usando como eluyente AcOEt-hexano (1:5 — 1:1) obteniendo

6 como un sirupo incoloro.

Rendimiento: 78 mg, cuant. Rr 0.9 (AcOEt-Hex 1:1)

IR v (cmY): 2967, 1736, 1514, 1248, 1166, 1137, 1007,
735, 696.
IH-RMN (300 MHz, CDsOD): & 7.48-7.29 (m, 10H, 2 Ph),

7.06 (d, 1H, Ja5= 1.9 Hz, H-3), 7.04 (d, 1H, J5= 8.3
Hz, H-6), 6.94 (dd, 1H, Js6=8.3 Hz, J55= 1.9 Hz, H-
5), 5.95 (dd, 1H, Ji20 = 7.0 Hz, 312y = 5.0 Hz, H-
1°), 5.16 y 5.15 (2s, 2H cada uno, 2 OCH,Ph), 4.33-
4.24 (m 2H, H-2), 2.36-2.31 (m, 2H, COCH,CHy),
2.27 (t, 2H, J = 7.3 Hz, COCH,CHy), 1.65 y 1.62
(2sex, 2H cada uno, J = 7.4Hz, 2 CH,CHj3), 0.95 y
0.94 (2t, 3H cada uno, J = 7.4 Hz, 2 CHy).

13C-RMN (75.5 MHz, CDsOD):  175.6 (CO), 175.1 (CO),
151.4 (C-1), 151.1 (C-2), 139.5 (2 Ph-1), 132.3 (C-
4), 130.3 (2 Ph-3 y 5), 129.8 (2 Ph-4), 129.5y 129.6
(2 Ph-2 y 6), 122.2 (C-5), 117.1 (C-6), 116.1 (C-3),
75.1 (C-1°), 73.4 y 73.3 (2 OCHzPh), 67.8 (C-2"),
37.9y37.7 (2 COCH), 20.3y 20.2 (2 CH2CH3), 14.7
(2 CHa).

HRLSI m/z calculado para [M]* CazoHs406: 490.2355,
encontrado 490.2341.
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1,2-Dibenciloxi-4-(1°,2’-dioctanoiloxietil)benceno (7)

A una disolucion de 4 (20 mg, 0.06 mmol) en piridina (0.8 ml) a
0 °C se afiadi6 cloruro de octanoilo (31 ul, 0.18 mmol) y se agitd durante
10 min. La disolucion permanecio a t.a durante la noche y se hidroliz6
con H20 (20 ml). Se afiadio CH2Cl2 (30 ml) y se separaron las fases. La
fase organica se lavé con HCI 1M (porciones de 10 ml hasta pH acido),
luego con NaHCO3 1M (porciones de 10 ml hasta pH bésico) y, por
ultimo, con H20 (porciones de 10 ml hasta pH neutro). Finalmente, la
fase orgénica se sec6 con MgSOs, se filtrd y se concentr6 a sequedad
obteniendo un residuo que se purificO mediante cromatografia en
columna usando como eluyente AcOEt-hexano (1:5 — 1:1) obteniendo

7 como un solido blanco.

Rendimiento: cuant. Rr 0.9 (AcOEt-hexano 1:1)

IR v (cml): 2927, 2854, 1738, 1514, 1261, 1156, 733,
659.
IH-RMN (300 MHz, CDs0D): & (ppm) 7.48-7.29 (m, 10H,

Ph), 7.07 (d, 1H, J35=1.9 Hz, H-5), 7.05 (d, 1H, Js5
= 8.3 Hz, H-6), 6.95 (dd, 1H, Jss=8.3 Hz, Js3=1.9
Hz , H-5), 5.95 (dd, 1H, Ji'2 = 7.1 Hz, J1o0 = 4.7
Hz, H-1°), 5.16 y 5.15 (2s, 2H cada uno, OCH2Ph),
4.35-4.22 (m, 2H, H-2"), 2.35 y 2.31 (2t, 2H cada
uno, J = 7.3 Hz, 2 COCH:CH), 1.67-1.53 (m, 4H, 2
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COCH2CHy), 1.31 (m, 16H, 8 CH, éster), 0.94-0.89
(m, 6H, 2 CHg éster).

13C-RMN (75.5 MHz, CD3OD): & (ppm) 175.8 y 175.2 (2 CO),
151.4 (C-1), 151.1 (C-2), 139.5 (2 Ph-1), 132.2 (C-
4), 130.3 (2 Ph-3 y 5), 129.8 (2Ph-4), 129.5 y 129.5
(2 Ph-2 y 6), 122.2 (C-5), 116.9 (C-6), 116.0 (Ar-3),
75.1 (C-1°), 73.3 y 73.2 (2 OCH2Ph), 67.8 (C-2),
36.1 y 35.8 (2 COCH2CHy), 33.7 (2 COCH2CHy),
31.0, 27.0, 26.9, 24.6 (8 CH2 éster), 15.3 (2 CHs).

HRLSI m/z calculado para [M]* CssHs006: 602.3607,
encontrado 602.3612.

1,2-Dibenciloxi-4-(1°,2°-dilauroiloxietil)benceno (8)

A una disolucién de 4 (44 mg, 0.13 mmol) en piridina (0.6 ml) a
0 °C se afadio cloruro de lauroilo (88 ul, 0.38 mmol) y se agité durante
10 min. La disolucion permanecio a t.a durante la noche y se hidroliz6
con H20 (20 ml). Se afiadio CH2Cl2 (30 ml) y se separaron las fases. La
fase organica se lavé con HCI 1M (porciones de 10 ml hasta pH acido),
luego con NaHCO3 1M (porciones de 10 ml hasta pH basico) y, por
ultimo, con H2O (porciones de 10 ml hasta pH neutro). Finalmente, la

fase organica se secO con MgSOs, se filtrd y se concentr6 a sequedad
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obteniendo un residuo que se purificO mediante cromatografia en

columna usando como eluyente AcOEt-hexano (1:5 — 1:1) obteniendo

8 como un solido blanco.

Rendimiento: 85 mg, 95% Rr 0.8 (AcOEt-hexano 1:3)

IR

'H-RMN

13C-RMN

HRLSI

v (cm™): 2922, 2852, 1739, 1263, 1155, 733, 659.

(300 MHz, (CD3)2CO): 8 (ppm) 6.93 (d, 1H, J35=1.9
Hz, H-3), 6.86 (d, 1H, Jss = 8.1 Hz, H-6), 6.79 (dd,
1H, Js3= 1.9 Hz, Js¢ = 8.1 Hz, H-5), 5.94 (dd, 1H,
Jir2a=7.5Hz, Jrro»»=4.8 Hz, H-1°),5.16 y 5.15 (2s,
2H cada uno, OCH2Ph), 4.33-4.24 (m, 2H, H-2’),
2.40-2.29 (m, 4H, 2 COCH2CH), 1.67-1.58 (m, 4H,
2 COCH2CHy), 1.33 (sa, 32H, 16 CH éster), 0.94-
0.90 (m, 6H, 2 CHs).

(75.5 MHz, (CD3)2CO): 6 (ppm) 172.6 (2 CO), 149.8
(C-2), 149.7 (C-1), 138.3 (2 Ph-1), 130.9 (C-4), 128.9
(2 Ph-3y 5), 128.3 (2 Ph-4), 128.2 y 128.0 (2 Ph-2 y
6), 120.5 (C-5), 115.2 (C-6), 114.1 (C-3), 73.1 (C1°),
71.4y71.3 (2 0CH2Ph), 66.1 (C-2), 34.5, 34.3, 33.9,
32.4,25.5,25.4,23.1,14.1 (2 CHy).

m/z calculado para [M + H]" CasHe7Os: 715.4938,
encontrado 715.4925.
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1,2-Dibenciloxi-4-(1°,2°-dipalmitoiloxietil)benceno (9)

A una disolucién de 4 (20 mg, 0.06 mmol) en piridina (0.6 mL)
a 0 °C se afiadid cloruro de palmitoilo (52 pl, 0.17 mmol) y se agit6 10
min. La disolucion permanecid a t.a durante la noche y se hidrolizé con
H>0 (20 ml). Se afiadié CH2Cl> (30 ml) y se separaron las fases. La fase
organica se lavé con HCI 1M (porciones de 10 ml hasta pH acido), luego
con NaHCO3z 1M (porciones de 10 ml hasta pH bésico) y, por ultimo,
con H2O (porciones de 10 ml hasta pH neutro). Finalmente, la fase
orgénica se secd con MgSQs, se filtrd y se concentr6 a sequedad
obteniendo un residuo que se purificO mediante cromatografia en
columna usando como eluyente AcOEt-hexano (1:5 — 1:1) obteniendo

9 como un soélido blanco.
Rendimiento: 46 mg, 97% Rr 0.5 (AcOEt-hexano 1:3)
IR v (em™): 2915, 2847, 1699, 1269, 728, 694.

H-RMN (300 MHz, (CD3)2CO): 6 (ppm) 7.46—7.28 (m, 10H,
Ph), 6.95 (sa, 1H, H-3), 6.91 (d, 1H, Js5 = 8.4 Hz, H-
6), 6.87 (dd, 1H, Jss = 8.4 Hz, Js3 = 1.2 Hz, H-5),
5.93 (dd, 1H, Ji'pa = 7.1 Hz, Ji o = 5.0 Hz, H-1"),
5.15 y 5.14 (2s, 2H cada uno, OCH2Ph), 4.27-4.19
(m, 2H, H-2"),2.29y 2.27 (2t,2H cadauno, J =7.4
Hz, 2 COCH.CHy), 1.59-1.56 (m, 4H, 2
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COCH2CH;), 1.26 (sa, 52H, 26 CH; éster), 0.88 (t,
6H, J = 6.4 Hz, 2 CHa).

13C-RMN (75.5 MHz, (CD3)2CO): & (ppm) 174.2 y 173.7 (2
CO), 149.8 (C-2), 149.7 (C-1), 138.3 (2 Ph-1), 130.9
(C-4), 129.0 (2 Ph-3 y 5), 128.3 (2 Ph-4), 128.2 y
128.1 (2 Ph-2 y 6), 120.5 (C-5), 115.2 (C-6), 114.2
(C-3), 73.2 (C-1°), 71.5y 71.3 (2 OCH,Ph), 66.2 (C-
2), 34.5, 34.3,32.4, 25.5, 25.4, 23.1 (28 CH éster),
14.1 (2 CHa).

HRLSI m/z calculado para [M + Na]* CsaHs2NaOg 849.6004,
encontrado 849.6013.

4-(1°,2’-Diacetoxietil)benceno-1,2-diol (10)

0
o)K
Y
HO °
A una disolucién de 5 (69 mg, 0.36 mmol) en EtOH (2 ml) se
afiadié Pd/C al 10% (25 mg) y se hidrogend en oscuridad a presion
atmosférica y t.a durante 2 h. La mezcla se filtré sobre celita y se
concentrdé a sequedad resultando un residuo que se purificé mediante

cromatografia en columna usando comoeluyente CH>Cl>-MeOH (50:1

— 10:1) obteniendo 10 como un sirupo amarillo palido.

Rendimiento: 46 mg, 93%. Rr 0.5 (CH2Cl>-MeOH 10:1)
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IR v (cm™): 3384, 1712, 1222, 1037.

'H-RMN (300 MHz, CDClI3): 6 (ppm) 6.86 (d, 1H, J35= 1.5
Hz, H-3), 6.82 (d, 1H, Jss = 8.1 Hz, H-6), 6.78 (dd,
1H, Js6 = 8.1 Hz, Js3 = 1.5 Hz, H-5), 5.88 (dd, 1H,
Jrrpa= 6.9 Hz, Jirop = 5.2 Hz, H-17), 4.31-4.22 (m,
2H, H-2"),2.10 y 2.07 (2s, 3H cada uno, OAc).

13C-RMN (75.5 MHz, CDCla): & (ppm) 171.6 y 171.1 (2 CO),
144.6 (C-1), 144.2 (C-2), 129.2 (C-4), 119.8 (C-5),
115.7 (C-6), 114.3 (C-3), 73.7 (C-1°), 66.5 (C-2"),
215y 21.2 (2 OAC).

HRLSI m/z calculado para [M + Na]* C12H14NaOe: 277.0683,
encontrado 277.0690.

4-(1°,2’-Dibutanoiloxietil)benceno-1,2-diol (11)

A una disolucién de 6 (82 mg, 0.17 mmol) en EtOH (2 ml) se
afiadié Pd/C al 10% (42 mg) y se hidrogend en oscuridad a presion
atmosférica y t.a durante 15 h. La mezcla se filtr6 sobre celita y se
concentrd a sequedad resultando un residuo que se purificé mediante
cromatografia en columna usando como eluyente AcOEt-hexano (1:1)

obteniendo 11 como sirupo incoloro.

280



8.2. Nuevas investigaciones

Rendimiento: 46 mg, 90%. Rr 0.5 (AcOEt-hexano 1:1)
IR v (cm™): 3400, 2967, 1720, 1170.

'H-RMN (300 MHz, CDCl5): 6 (ppm) 6.87-6.86 (m, 1H, H-3),
6.82 (d, 1H, Js5 = 8.1 Hz, H-6), 6.76 (dd, 1H, Js6 =
8.1 Hz, Js3=1.5Hz, H-5),5.89 (t, 1H, Ji-»> = 6.0 Hz,
H-1°),4.27 (d, 2H, H-2"), 2.35y 2.29 (t, 2H,J =75
Hz, COCH,CH>), 1.64 y 1.63 (sex, 2H, J = 7.4 Hz,
COCH>CHy), 0.92 (t, 6H, J = 7.3 Hz, 2 CH3).

13C-RMN (75.5 MHz, CDCl3): § (ppm) 174.1 y 173.7 (2 CO),
144.7 (C-2), 144.3 (C-1), 129.3 (C-4), 119.6 (C-5),
115.7 (C-6), 114.3 (C-3), 73.4 (C-1°), 66.3 (C-2"),
367 y 364 (2 COCH.CHz), 187 y 186 (2
COCH2CHy), 13.9 (2 CHs3).

HRLSI m/z calculado para [M + Na]" C1sH22NaOs: 333.1314,
encontrado 333.1315.

4-(1°,2’-Dioctanoiloxietil)benceno-1,2-diol (12)

A una disolucion de 7 (105 mg, 0.17 mmol) en EtOH (3 ml) se
afiadié Pd/C al 10% (45 mg) y se hidrogend en oscuridad a presion

atmosférica y t.a durante 15 h. La mezcla se filtro sobre celita y se
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concentré a sequedad resultando un residuo que se purificdé mediante

cromatografia en columna usando como eluyente AcOEt-hexano (1:1)

obteniendo 12 como sirupo incoloro.

Rendimiento: mg, %. Rr 0.65 (AcOEt-hexano 1:1)

IR

'H-RMN

13C-RMN

HRLSI

282

v (cm™): 3421, 2927, 2855, 1739, 1710, 1158, 1107.

(300 MHz, CDCl3): & (ppm) 6.86 (d, 1H, J3s= 1.7
Hz, H-3), 6.82 (d, 1H, Jss = 8.0 Hz, H-6), 6.78 (dd,
1H, Js6=8.3 Hz, Js3= 1.7 Hz, H-5), 5.89 (t, 1H, J1"
= 6.2 Hz, H-1"), 4.28 (d, 2H, J-1- = 6.1 Hz, H-2"),
2.37-2.27 (M, 4H, 2 COCH2CHy), 1.66-1.54 (m, 4H,
2 COCH2CHy), 1.30-1.24 (m, 16H, 8 CH. éster),
0.90-0.85 (m, 6H, 2 CHs).

(75.5 MHz, CDCls): § (ppm) 174.2 y 173.7 (2 CO),
144.5 (C-2), 144.1 (C-1), 129.5 (C-4), 119.8 (C-5),
115.7 (C-6), 114.3 (C-3), 73.4 (C-1°), 66.3 (C-2"),
34.8 'y 34.5 (2 COCH,CHy), 32.0, 29.4, 29.3, 25.3,
25.2, 22.9 (10 CH2 éster), 14.4 (2 CHa).

m/z calculado para [M + Na]* C22H3sNaOg 445.2566,
encontrado 445.2555.
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4-(1°,2’-Dilauroiloxietil)benceno-1,2-diol (13)

A una disolucién de 8 (85 mg, 0.12 mmol) en THF (5 ml) se
afiadio Pd/C al 10% (65 mg) y se hidrogen6 en oscuridad a presion

atmosférica y t.a durante 12 h. La mezcla se filtrdé sobre celita y se

concentré a sequedad resultando un residuo que se purificé mediante

cromatografia en columna usando como eluyente AcOEt-hexano (1:3)

obteniendo 13 como un solido blanco.

Rendimiento: 50 mg, 79%. Rr 0.4 (AcOEt-hexano 1:3)

IR

'H-RMN

13C-RMN

v (cmY): 2917, 2849, 1734, 1699, 1160.

(300 MHz, (CD3)2CO): & (ppm) 6.93 (d, 1H, Ja5= 1.9
Hz, H-3), 6.86 (d, 1H, Js5 = 8.1 Hz, H-6), 6.79 (dd,
1H, Js6 = 8.1 Hz, Js3 = 1.9 Hz, H-5), 5.94 (dd, 1H,
Jir2e = 7.5 Hz, Ji oy = 4.8 Hz, H-17), 4.33-4.24 (m,
2H, H-2"), 2.34-2.29 (m, 4H, 2 COCHCHj), 1.67-
1.58 (m, 4H, 2 COCH2CH?>), 1.33 (sa, 32H, 16 CH:
éster), 0.94-0.90 (m, 6H, 2 CH3).

(75.5 MHz, (CD3)2CO): & (ppm) 173.1 y 172.6 (2
CO), 145.8 (C-1), 145.6 (C-2), 129.3 (C-4), 119.0 (C-
5), 115.7 (C-6), 114.5 (C-3), 73.2 (C1°), 66.2 (C-2),
34.5,34.3, 33.9, 32.4, 29.3, 25.3, 25.2, 22.9 (20 CH>
éster), 14.4 (2 CHs).
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HRLSI m/z calculado para [M + Na]* Ca2Hs4NaOe 557.3818,
encontrado 557.3797.

4-(1°,2’-Dipalmitoiloxietil)benceno-1,2-diol (14)

A una disolucién de 9 (65 mg, 0.08 mmol) en THF (3 ml) se
afiadio Pd/C al 10% (55 mg) y se hidrogené en oscuridad a presion
atmosférica y t.a durante 15 horas. La mezcla se filtro sobre celita y se
concentré a sequedad resultando un residuo que se purificdé mediante
cromatografia en columna usando como eluyente AcOEt-hexano (1:10)
obteniendo 14 como un sélido blanco.

Rendimiento: 29 mg, 57%. Rr 0.6 (AcOEt-hexano 1:2)
IR v (em™): 1771, 1738, 1370, 1201, 1179, 1043, 1011

'H-RMN (300 MHz, (CD3)2CO): & (ppm) 6.93 (d, 1H, J35=2.0
Hz, H-3), 6.86 (d, 1H, Jss = 8.1 Hz, H-6), 6.79 (dd,
1H, Js6= 8.2 Hz, Js3 = 1.9 Hz, H-5), 5.95 (dd, 1H,
Ji2a=7.4 Hz, Jyop = 4.7 Hz, H-17), 4.33-4.24 (m,
oH, H-2%), 2.40-2.28 (m, 4H, 2 COCH,CHy), 1.67-
1.58 (M, 4H, 2 COCHCH), 1.33 (sa, 48H, 24 CH,
éster), 0.92 (t, 6H, J = 7.0 Hz, 2 CH).

284



8.2. Nuevas investigaciones

13C-RMN (75.5 MHz, (CD3):CO): & 174.2 y 173.7 (2 CO),
145.9 (C-2), 145.7 (C-1), 129.5 (C-4), 119.0 (C-5),
115.7 (C-6), 114.5 (C-3), 73.2 (C-1°), 66.3 (C-2),
34.6, 34.3,32.4, 25.5, 25.4, 23.0 (28 CH éster), 14.1
(2 CHg).

HRLSI m/z calculado para [M + Na]* Cs0H70NaOg 669.5070,
encontrado 669.5082.

(x)-2-(3”°,4°’-Dibenciloxifenetoxi)metiloxirano (15)

Bno:©/vo\/<?
BnO

A unadisolucién de 117 (96 mg, 0.29 mmol) en DMF seca (4 ml)
provista de tamiz molecular 4A, se afiadié NaH al 60% (195 mg, 8.15
mmol) y epiclorhidrina (0.35 ml, 4.37 mmol). La disolucién se calent6 a
50 °C durante 24 h y se diluy6 con éter (25 ml), extrayendo con una
disolucion saturada de NH4Cl (20 ml). La fase acuosa se lavo con éter
(3x25 ml), se unieron las fases organicas y se concentro a sequedad. El
residuo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna

usando como eluyente AcOEt-ciclohexano (1:10 — 1:5) obteniendo 15

como un sirupo amarillento.

Rendimiento: 68.1 mg, 60%. Rr 0.65 (AcOEt-ciclohexano 1:1)

IR v (cm™): 2870, 1515, 1260, 1220, 1155, 1012, 738.
IH-RMN (300 MHz, CDCls): & (ppm) 7.47-7.30 (m, 10H, 2

Ph), 6.87 (d, 1H, Js~¢ = 8.2 Hz, H-5""), 6.85 (d, 1H,
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13C-RMN

HRCI

Jo e =2.2 Hz, H-2"), 6.73 (dd, 1H, Je» 5> = 8.2 Hz,
Je o =2.2Hz, H-6"), 5.15y 5.13 (2s, 2H cada uno,
2 OCH2Ph), 3.71 (dd, 1H, Jgem = 11.6 Hz, Jvec = 3.0
Hz, OCH2"-ep06x), 3.69-3.61 (m, 2H, H-1"), 3.36 (dd,
1H, Jgem=11.5 Hz, Jyec = 5.7 Hz, OCH:B-ep0x), 3.13-
3.08 (M, 1H, H-1epsx), 2.80 (t 2H, Jo» ' = 7.2 Hz, H-
2),2.77 (t, 1H, Jeis = 4.6 Hz, H-2aepsx), 2.58 (dd, 1H,
Jgem = 5.0 Hz, Jyrans = 2.7 Hz, H-2Depsx).

(75.5 MHz, CDCls): § (ppm) 149.2 (C-3""), 147.8 (C-
47), 137.8 y 137.7 (2 Ph-1), 132.6 (C-1""), 128.8 (2
Ph-2'y 6), 128.1 (2 Ph-4), 127.7 y 127.6 (2 Ph-3 y 5),
122.1 (C-6”), 116.4 (C-2""), 115.6 (C-5""), 72.8 (C-
17), 71.8 (2 OCH2Ph), 71.7 (CHa-ep6x), 51.2 (C-1),
44.6 (C-2), 36.1 (C-2).

m/z calculado para [M]* CasH204: 390.1831,
encontrado 390.1833.

Alil 3’ ,4’-dibenciloxifenetil éter (16)

BHOD/\/O\/\
BnO

A una disolucion de 117 (105 mg, 0.31 mmol) en THF seco (2
ml) a 0 °C, se afiadié NaH al 60% (30 mg, 1.24 mmol) y se agito durante

10 min. Se afiadié bromuro de alilo (108 ul, 1.24 mmol) y se calent6 a

reflujo toda una noche. A continuacion, se afladié una disolucion

saturada de NH4Cl (6 ml) y se extrajo con éter etilico (3x10 ml). Las
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fases organicas se unieron, se secé con MgSQOs vy se filtrd resultando un

residuo que se purificd mediante cromatografia en columna usando como

eluyente AcOEt-ciclohexano (1:5).

Rendimiento: 107 mg, 92%. Rr 0.9 (AcOEt-ciclohexano 1:5)

IR

'H-RMN

13C-RMN

HRCI

v (cm™): 2843, 1640, 1515, 1260, 1157, 990, 734.

(300 MHz, CDCls): 6 (ppm) 7.47-7.29 (m, 10H, 2
Ph), 6.86 (d, 1H, Jss = 8.1 Hz, H-5"), 6.85 (m, 1H,
H-27), 6.73 (dd, 1H, Je¢ 5> = 8.1 Hz, Jo2- = 2.1 Hz, H-
6’), 5.89 (ddt, 1H, Jirans = 17.2 Hz, Jcis = 10.4 Hz,
Jo» 1 = 5.6 Hz, H-2""), 5.25 (de, 1H, Jirans = 17.2 Hz,
J3» 1> = 1.7 Hz, H-3""), 5.16 (dc, 1H, Jcis = 10.4 Hz,
J3»1»=1.7Hz, H-3"),5.15 y 5.13 (2s, 2H cada uno,
2 OCH2Ph), 3.96 (dt, 2H, J1»»» = 5.6 Hz, Ji»3» = 1.4
Hz, H-1""), 3.58 (t, 2H, J21 = 7.2 Hz, H-2), 2.80 (t,
2H, J12 = 7.2 Hz, H-1).

(75.5 MHz, CDClz): 6 (ppm) 149.0 (C-3), 147.6 (C-
4), 137.7 y 137.5 (2 Ph-1), 135.0 (C-2""), 132.6 (C-
1), 128.6 (2 Ph-3y5), 127.9y 127.8 (2 Ph-4), 121.9
(C-6), 117.0 (C-37), 116.2 (C-2), 115.2 (C-5), 72.0
(C-2),71.6 (C-17),71.5y 71.4 (2 OCH2Ph), 36.0 (C-
1).

m/z calculado para [M]* CoasH260s: 374.1882,
encontrado 374.1892.
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(£)-1-(3”°,4°’-Dibenciloxifenetoxi)propano-2,3-diol (17)

Método A: A una disolucion de 15 (69 mg, 0.18 mmol) en
dioxano/H20 2:1 (3 ml) se afiadio HCIO4 al 70% (10 nl) y se agit6é a t.a
durante 24 h. Se neutralizd6 con NaHCO3 y se concentré a sequedad
resultando un residuo que se purificO mediante cromatografia en
columna usando como eluyente AcOEt-ciclohexano (1:1) obteniendo 17

como un sirupo amarillo palido.
Rendimiento: 51 mg, 69%. Rr 0.1 (AcOEt-ciclohexano 1:1)

Método B: A una disolucion de 16 (650 mg, 1.74 mmol) en
H>O/Acetona 1:3 (8 ml) se afiadieron N,O-4-metilmorfolina (468 mg, 4
mmol) y una disolucién de OsO4 en 'BUOH (140 pl, 12 umol) y se agité
a t.a durante 3 h. La disolucion se concentrd a sequedad resultando un
residuo que se purificd mediante cromatografia en columna usando como
eluyente AcOEt-ciclohexano (1:1) obteniendo 17 como un sirupo

amarillo palido.
Rendimiento: 523 mg, 74%.
IR v (cm™): 3434, 2924, 2868, 1501, 1261, 1101, 1023.

H-RMN (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 7.46—7.29 (m, 10H, 2
Ph), 6.87 (d, 1H, Js»¢> = 8.1 Hz, H-5""), 6.81 (d, 1H,
Jr 6> =2.0Hz, H-2"), 6.71 (dd, 1H, J¢ 5> = 8.1 Hz,
Je» 27 =2.0Hz, H-6""), 5.14 y 5.13 (2s, 2H cada uno,
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HRCI
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2 OCH;Ph), 3.65-3.43 (m, 7H, H-1", H-1, H-2 y H-
3)’ 278 (ta 2H, \]2’,1’ = 69 HZ, H'2,).

(75.5 MHz, CDCls): § (ppm) 149.1 (C-3"), 147.8 (C-
4”), 137.6 y 137.5 (2 Ph-1), 132.3 (C-17), 128.6 (2
Ph-2'y 6), 127.9 (2 Ph-4), 127.5y 127.4 (2 Ph-3 y 5),
121.9 (C-6°"), 116.2 (C-2°"), 115.5 (C-5°"), 72.7 (C-
1°), 71.8 (2 OCH:Ph), 71.7 (C-1), 51.2 (C-2), 44.6
(C-3), 35.8 (C-2).

m/z calculado para [M + Na]* C2sH2sNaOs: 431.1834,
encontrado 431.1843.

(x)-1,2-Diacetoxi-3-(3’’,4*’-dibenciloxifenetoxi)propano (18)

o)
o)K
o)

BnO o
n D/\/ m/
BnO ©

Se disolvio 17 (135 mg, 0.33 mmol) en una mezcla 1:1 de

Ac20/py (2 ml) y se agito a 0 °C durante 15 min, permaneciendo a t.a

durante la noche. Se hidrolizé6 con H2O y se concentré a sequedad

resultando un residuo que se purificO mediante cromatografia en

columna usando como eluyente AcOEt-ciclohexano (1:5 — 1:1)

obteniendo 18 como un sirupo incoloro.

Rendimiento: 130 mg, 80%. Rr 0.8 AcOEt-ciclohexano 1:1

IR

v (emY): 1739, 1502, 1254, 1091, 1020.
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H-RMN

13C-RMN

HRLSI

(300 MHz, CDCla): 6 (ppm) 7.48-7.30 (m, 10, 2 Ph),
6.87 (d, 1H, J¢» 5»=8.1 Hz, H-6"’), 6.83 (d, 1H, J3 5~
=1.9 Hz, H-3"), 6.72 (dd, 1H, Js> 6> = 8.1 Hz, J5» 3
=19Hz,H-5),5.21-5.17 (m, 1H, H-2),5.15y 5.14
(2s, 2H cada uno, 2 OCH2Ph), 4.30 y 4.13 (2dd, 1H
cada uno, Jia1p = 11.9 Hz, J1a2 = 3.7 Hz, Jip2 = 6.3
Hz, H-1), 3.61-3.53 (m, 4H, H-3 y H-17), 2.77 (t, 2H,
Jor = 7.0 Hz, H-2%), 2.06 (s, 6H, 2 OAc).

(75.5 MHz, CDCls): & (ppm) 171.7 y 170.0 (2 CO),
149.2 (C-2°"), 147.9 (C-1""), 137.8 (2 Ph-1), 132.6
(C-4"), 128.8 (2 Ph-2 y 6), 128.1 (2 Ph-4), 127.7 (2
Ph-3y5), 122.1 (C-5°"), 116.5 (C-3"), 115.7 (C-6""),
72.9(C-17), 71.8 y 71.7 (2 OCH,Ph), 70.5 (C-1), 69.4
(C-2), 63.3 (C-3), 36.0 (C-2°), 21.4 y 21.1 (2 OAC).

m/z calculado para [M + Na]* C2gHz2NaO7: 515.2046,
encontrado 515.2041.

(£)-3-(3”°,4°’-Dibenciloxifenetoxi)-1,2-dibutanoiloxipropano (19)

BnO OQ\/O
BnOD/\/ jo(\/

Se disolvié 17 (104 mg, 0.25 mmol) en piridina (1 ml) a0 °Cy
se afiadio cloruro de butanoilo (66 pl, 0.64 mmol) permaneciendo la

disolucion a t.a durante la noche. Se diluyo con AcOEt (60 ml) y se lavo
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con HCI 1M (3x20 ml), con NaHCO3 5M (2x10 ml) y con H20 hasta pH

neutro. La fase orgénica se secd con MgSQg, se filtré y se concentrd a

sequedad resultando un residuo que se purificé mediante cromatografia

en columna usando como eluyente AcOEt-ciclohexano (1:5) obteniendo

19 como un sirupo incoloro.

Rendimiento: 128 mg, 94%. Rr 0.8 (AcOEt-ciclohexano 1:1)

IR

'H-RMN

13C-RMN

v (cm™): 2967, 1737, 1512, 1250, 1106, 1137, 745.

(300 MHz, CDCl3): & (ppm) 7.47-7.29 (m, 10H, 2
Ph), 6.88 (d, 1H, Js> 5> = 8.2 Hz, H-6"), 6.82 (d, 1H,
J3» 5= 2.0 Hz, H-3"), 6.71 (dd, 1H, Js» 6> = 8.2 Hz,
Js» 3= 2.0 Hz, H-5""), 5.21-5.16 (m, 1H, H-2), 5.14
y 5.12 (2s, 2H cada uno, 2 OCH2Ph), 4.30 y 4.13
(2dd, 1H cada uno, Jia = 11.9 Hz, Jia2 = 6.5 Hz,
Jin2 = 3.7 Hz, H-1), 3.65-3.49 (m, 4H, H-3 y H-1"),
2.76 (t,2H, J»,r =7.1 Hz, H-2"),2.28 (td,4H,J= 7.3
Hz, J = 2.3 Hz, 2 COCH:CH>), 1.63 (qd, 4H, J=7.5
Hz, J = 1.2 Hz, 2 COCH.CH,), 0.94 (t, 6H, J = 7.4
Hz, 2 CHj).

(75.5 MHz, CDCls): & (ppm) 173.4 y 173.1 (2 CO),
149.0 (C-2), 147.7 (C-1), 137.6 (2 Ph-1), 132.4 (C-
4), 128.6 (2 Ph-2 y 6), 127.9 (2 Ph-4), 127.5 (2 Ph-3
y 5), 122.1 (C-5), 116.5 (C-3), 115.7 (C-6), 72.7 (C-
17), 71.7 y 71.5 (2 OCHaPh), 70.1 (C-3), 69.3 (C-2),
62.9 (C-1), 36.3, 36.1 (CH; éster), 35.8 (C-2"), 18.6,
18.5, (CHa éster), 13.8 y 13.7 (2 CHa).
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HRLSI m/z calculado para [M]* CasHsO7: 548.2774,
encontrado 548.2767.

(x)-3-(3°,4°’-Dibenciloxifenetoxi)-1,2-dioctanoiloxipropano (20)

BHOD/VOWOW\/\/

BnO

Se disolvié 17 (100 mg, 0.25 mmol) en piridina (1 ml) a0 °C y
se afiadio cloruro de octanoilo (126 pl, 0.74 mmol) permaneciendo la
disolucion a t.a durante la noche. Se diluye con AcOEt (70 ml) y se lavo
con HCI 1M (3x20 ml), con NaHCOz 5M (2x10 ml) y con H20 hasta pH
neutro. La fase orgénica se seco con MgSQg, se filtré y se concentro a
sequedad resultando un residuo que se purifico mediante cromatografia
en columna usando como eluyente AcOEt-ciclohexano (1:5) obteniendo

20 como un solido blanco.
Rendimiento: 144 mg, 87%. Rr 0.8 (AcOEt-ciclohexano 1:1)
IR v (cm™): 2930, 1738, 1515, 1264, 1138, 733, 659.

'H-RMN (300 MHz, CDCl): & (ppm) 7.47-7.29 (m, 10H, 2
Ph), 6.86 (d, 1H, J¢~ 5> = 8.2 Hz, H-6""), 6.82 (d, 1H,
J3»5+= 2.0 Hz, H-3""), 6.71 (dd, 1H, Js»6» = 8.2 Hz,
Js»3»=2.0 Hz, H-5"), 5.19-5.16 (m, 1H, H-2), 5.14
y 5.12 (2s, 2H cada uno, 2 OCH2Ph), 4.29 y 4.12
(2dd, 1H cada uno, Jiap = 11.9 Hz, Jia2 = 6.5 Hz,
Jib2 = 3.7 Hz, H-1), 3.65-3.48 (m, 4H, H-3 y H-1°),
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2.76 (t, 2H, 31> = 7.0 Hz, H-2"), 2.30 (td, 4H, J = 7.4
Hz, J = 2.9 Hz, 2 COCH,CH), 1.62-1.58 (m, 4H, 2
COCH:CHy), 1.27 (m, 16H, 8 CHa éster), 0.87 (t, 6H,
J=7.0Hz, 2 CHa).

13C-RMN (75.5 MHz, CDClz): 8 (ppm) 173.6 y 173.3 (2 CO),
149.0 (C-2), 147.7 (C-1), 137.6 (2 Ph-1), 132.4 (C-
4),128.6 (2 Ph-2 y 6), 127.9 (2 Ph-4), 127.5 (2 Ph-3
y 5), 121.9 (C-5), 116.3 (C-3), 115.5 (C-6), 72.7 (C-
1’), 71.7 y 71.5 (OCH2Ph), 70.1 (C-3), 69.3 (C-2),
62.9 (C-1), 35.8 (C-27), 34.5, 34.3, 31.8, 29.2, 29.1,
25.1, 25.0, 22.4 (12 CH: éster), 14.2 (2 CHj3 éster).

HRLSI m/z calculado para [M]* CaiHs607: 660.4026,
encontrado 660.4005.

(x)-3-(3”°,4°°-Dibenciloxifenetoxi)-1,2-dilauroiloxipropano (21)

Se disolvio 17 (101 mg, 0.25 mmol) en piridina (L ml) a0 °C y
se afiadio cloruro de lauroilo (230 ul, 0.99 mmol) permaneciendo la
disolucién a t.a toda la noche. Se diluyé con AcOEt (70 ml) y se lavd
con HCI 1M (3x20 ml), con NaHCO3 5M (2x10 ml) y con H20 hasta pH
neutro. La fase organica se secd con MgSOs, se filtrd y se concentro a

sequedad resultando un residuo que se purifico mediante cromatografia
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en columna usando como eluyente AcOEt-ciclohexano (1:5) obteniendo

21 como un solido blanco.

Rendimiento: 200 mg, cuantitativo. Rr 0.9 (AcOEt-ciclohexano 1:1)

IR

H-RMN

13C-RMN

HRLSI

294

v (ecm™): 2929, 1739, 1531, 1260, 1152, 729, 661.

(300 MHz, CDCls): & (ppm) 7.47-7.29 (m, 10H, 2
Ph), 6.86 (d, 1H, Js>» 6> = 8.2 Hz, H-5"’), 6.82 (d, 1H,
Jov e = 2.0 Hz, H-2"%), 6.71 (dd, 1H, Js».5» = 8.2 Hz,
Jo» 2= 2.0 Hz, H-6""), 5.22-5.17 (m, 1H, H-2), 5.14
y 5.12 (2s, 2H cada uno, 2 OCH2Ph), 4.29 y 4.12
(2dd, 1H cada uno, Jiai = 12.0 Hz, Jia2 = 6.5 Hz,
Jib2 = 3.7 Hz, H-1), 3.62-3.48 (m, 4H, H-3 y H-1"),
2.76 (t, 2H, J»;» = 7.0 Hz, H-2"),2.29 (td, 4H, J = 7.3
Hz, J = 2.9 Hz, 2 COCH2CH3), 1.65-1.55 (m, 4H, 2
COCH:CHy), 1.32-1.22 (m, 32H, 16 CH éster), 0.88
(t, 6H, J = 6.2 Hz, 2 CHa).

(75.5 MHz, CDCls): & (ppm) 173.6 y 173.3 (2 CO),
149.0 (C-37), 147.7 (C-4"), 137.6 (2 Ph-1), 132.3
(C-17), 128.6 (2 Ph-2 y 6), 127.9 (2 Ph-4), 127.5 (2
Ph-3y5), 121.9 (C-6""), 116.3 (C-2"), 115.5 (C-5"),
72.7(C-1°),71.7y 71.5 (2 OCHzPh), 70.1 (C-3), 69.3
(C-2), 62.9 (C-1), 35.8 (C-2°), 34.5, 34.3, 32.1, 29.8,
29.6,29.5, 29.4, 29.3, 25.1, 25.0, 22.3 (20 CH éster),
14.3 (2 CHs).

m/z calculado para [M]* CaH7207: 772.5278,
encontrado 772.5283.
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(x)-3-(3°,4°’-Dibenciloxifenetoxi)-1,2-dipalmitoiloxipropano (22)

Se disolvio 17 (75 mg, 0.18 mmol) en piridina (1 ml) a0°Cy se

afiadié cloruro de palmitoilo (224 ul, 0.74 mmol) permaneciendo la

disolucion a t.a toda la noche. Se diluy6é con AcOEt (70 ml) y se lavd
con HCI 1M (3x20 ml), con NaHCO3 5M (2x10 ml) y con H20 hasta pH

neutro. La fase organica se seco con MgSQg, se filtré y se concentro a

sequedad resultando un residuo que se purifico mediante cromatografia

en columna usando como eluyente AcOEt-ciclohexano (1:5) obteniendo

22 como un solido blanco.

Rendimiento: 141 mg, 96%. Rr 0.9 (AcOEt-ciclohexano 1:1)

IR

'H-RMN

v (cm™): 2917, 1714, 1525 1269, 728, 697.

(300 MHz, CDCls): & (ppm) 7.47-7.29 (m, 10H, 2
Ph), 6.86 (d, 1H, Js» ¢~ = 8.2 Hz, H-5""), 6.82 (d, 1H,
Jove» = 2.0 Hz, H-2>%), 6.71 (dd, 1H, Js»5» = 8.2 Hz,
Je» 27 = 2.0 Hz, H-6""), 5.22-5.17 (m, 1H, H-2), 5.14
y 5.12 (2s, 2H cada uno, 2 OCH2Ph), 4.30 y 4.12
(2dd, 1H cada uno, Jia = 11.9 Hz, Jiap = 6.5 Hz,
Jib2 = 3.7 Hz, H-1), 3.65-3.50 (m, 4H, H-3 y H-1"),
2.76 (t, 2H, J»»1 = 7.0 Hz, H-2), 2.29 (td, 4H, = 7.4
Hz, J = 3.0 Hz, 2 COCH2CH>), 1.64-1.55 (m, 4H, 2
COCH:CHy), 1.32-1.22 (m, 48H, 24 CH éster), 0.88
(t, 6H, J =6.9 Hz, 2 CHs).
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13C-RMN (75.5 MHz, CDCl3): & (ppm) 173.6 y 173.3 (2 CO),
149.0 (C-2°"), 147.7 (C-1°"), 137.6 (2 Ph-1), 132.4
(C-4), 128.6 (2 Ph-2 y 6), 127.9 (2 Ph-4), 127.5 (2
Ph-3y5), 121.9 (C-5""), 116.3 (C-3"), 115.5 (C-6"),
72.7(C-1°),71.7 y 71.5 (2 OCH2Ph), 70.1 (C-3), 69.3
(C-2), 62.9 (C-1), 35.8 (C-2°), 34.5, 34.3, 32.0, 29.8,
29.6, 29.5,29.4, 29.3, 25.1, 25.0, 22.9 (28 CHa éster),
14.3 (2 CHs).

HRLSI m/z calculado para [M]* Cs;HgsO7: 884.6530,
encontrado 884.6523.

(%) 4-(2°-(2”°,3”’-Diacetoxipropoxi)etil)benceno-1,2-diol (23)
o)
o)K
HO o o\[(

A una disolucion de 18 (130 mg, 0.26 mmol) en AcOEt (3 ml) se
afiadio Pd/C al 10% (40 mg) y se hidrogend a presion atmosférica y t.a
durante la noche. Se filtr6 sobre celita y se concentr6 a sequedad
resultando un residuo que se purific6 mediante cromatografia en

columna usando como eluyente AcOEt-ciclohexano (1:1) obteniendo 23

COMO un sirupo verde oscuro.
Rendimiento: 83 mg, cuantitativo. Rr 0.4 (AcOEt-ciclohexano 1:1)

IR v (cm™): 3422, 2924, 1710, 1505, 1261, 1109, 1023.
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3C-RMN

HRCI
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(300 MHz, CDCl3): 6 (ppm) 6.79 (d, 1H, J35=1.3
Hz, H-3), 6.77 (d, 1H, Js6 = 8.1 Hz, H-6), 6.59 (dd,
1H, Js6=8.0 Hz, J53= 1.3 Hz, H-3), 6.25 y 5.60 (2s,
1H cada uno, 2 OH), 5.22-5.15 (m, 1H, H-2""), 4.32
y 4.17 (2dd, 1H cada uno, Jza» 3> = 11.9 Hz, J3a> 2>
= 6.5, Jap» 2> = 3.6 Hz, H-3""), 3.64-3.55 (m, 2H, H-
1”), 3.53 (d, 2H, Jo-1+ = 5.4 Hz, H-27), 2.73 (t, 2H,
Jir2=6.2Hz, H-1°),2.07 y 2.06 (2s, 3H cada uno, 2
OAC).

(75.5 MHz, CDCls): & (ppm) 171.9 y 170.7 (2 CO),
143.4 (C-2), 142.8 (C-1), 131.9 (C-4), 121.4 (C-5),
116.5 (C-3), 115.1 (C-6), 72.6 (C-2°), 70.4 (C-1""),
68.9 (C-2""), 63.4 (C-3"),35.5 (C-1°),21.2y 21.0 (2
OAC).

m/z calculado para [M]* CisH2O7: 312.1209,
encontrado 312.1204.

(£)-4-(2°-(27°,3’’-Dibutanoiloxipropoxi)etil)benceno-1,2-diol (24)

HOD/VOJVOE(\/

A una disolucion de 19 (118 mg, 0.21 mmol) en AcOEt (3 ml) se
afiadié Pd/C al 10% (40 mg) y se hidrogeno a presion atmosférica y t.a

durante una noche. Se filtr6 sobre celita y se concentré a sequedad
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resultando un residuo que se purifico mediante cromatografia en

columna usando como eluyente AcOEt-ciclohexano (1:1) obteniendo 24

como un sirupo incoloro.

Rendimiento: 63 mg, 82%. Rr 0.6 (AcOEt-ciclohexano 1:1)

IR

'H-RMN

13C-RMN

HRCI

298

v (cm™): 3451, 2924, 1713, 1516, 1253, 1130, 1018.

(300 MHz, CDClz3): & (ppm) 6.82 (d, 1H, J35= 2.0
Hz, H-3), 6.77 (d, 1H, Js5 = 8.0 Hz, H-6), 6.59 (dd,
1H, Js6=8.0 Hz, J53= 2.0 Hz, H-3), 6.25 y 5.94 (2s,
1H cada uno, 2 OH), 5.23-5.18 (m, 1H, H-2""), 4.35
y 4.19 (2dd, 1H cada uno, Js.»3p = 11.9 Hz, J3a 2>
= 6.7, Jap»2> = 3.6 Hz, H-3"’), 3.65-3.57 (m, 2H, H-
1), 3.52 (dd, 2H, J = 5.2 Hz, J = 0.9 Hz, H-2), 2.73
(t, 2H, Ji-»» = 6.2 Hz, H-1"), 2.30 (td, 4H, J = 7.3 Hz,
J = 24 Hz, 2 COCH:CHp), 1.64 (m, 4H, 2
COCH>CHy), 0.93 (t, 6H, J = 7.0 Hz, 2 CHy).

(75.5 MHz, CDCls): & (ppm) 174.4 y 174.3 (2 CO),
143.4 (C-2), 142.8 (C-1), 131.9 (C-4), 121.3 (C-5),
1165 (C-3), 115.0 (C-6), 72.6 (C-2°), 70.2 (C-17),
69.0 (C-2""), 63.2 (C-3""), 36.3 y 36.2 (2 CH; éster),
35.5 (C-1°), 18.5 (2 CHa éster), 13.7 (2 CHsa).

m/z calculado para [M]* CigH2807: 368.1835,
encontrado 368.1829.
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(%) 4-(2’-(2”°,3”’-Dioctanoiloxipropoxi)etil)benceno-1,2-diol (25)

A una disolucion de 20 (136 mg, 0.21 mmol) en AcOEt (3 ml) se

afiadio Pd/C al 10% (50 mg) y se hidrogend a presion atmosférica y t.a

durante la noche. Se filtr6 sobre celita y se concentré a sequedad

resultando un residuo que se purificoO mediante cromatografia en

columna usando como eluyente AcOEt-ciclohexano (1:3) obteniendo 25

como un sirupo incoloro.

Rendimiento: 82 mg, 81%. Rr 0.8 (AcOEt-ciclohexano 1:1)

IR

'H-RMN

13C-RMN

v (cm™): 3433, 2924, 1717, 1512, 1247, 1134, 1018.

(300 MHz, CDCls): & (ppm) 6.83 (d, 1H, Jss = 1.8
Hz, H-3), 6.77 (d, 1H, Jss = 8.0 Hz, H-6), 6.59 (dd.
1H, Js6 = 8.0 Hz, Js3 = 1.8 Hz, H-5), 5.22-5.17 (m,
1H, H-2%), 4.35 y 4.19 (2dd, 1H cada uno, Jzy 30" =
11.9 Hz, J322» = 6.8, Jsp=2» = 3.6 Hz, H-3""), 3.65-
3.57 (m, 2H, H-1°"), 3.52 (d, 2H, J»-+ = 5.2 Hz, H-
2), 2.73 (t, 2H, Ji-> = 6.1 Hz, H-1°), 2.31 (td, 4H, J
= 7.4 Hz, J = 2.1 Hz, 2 COCH,CHy), 1.68-1.55 (m,
4H, 2 COCH,CHy), 1.28-1.26 (m, 16H, 8 CHa éster),
0.88 (t, 6H, J = 7.0 Hz, 2 CHs).

(75.5 MHz, CDCls): & (ppm) 174.5 y 173.6 (2 CO),
143.4 (C-2), 142.9 (C-1), 131.9 (C-4), 121.3 (C-5),
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116.6 (C-3), 115.0 (C-6), 72.6 (C-2°), 70.2 (C-1"),
69.0 (C-2°), 63.3 (C-3"), 35.5 (C-1"), 34.5, 34.2,
31.8,29.2,29.0, 25.1, 25.0, 22.7 (12 CH éster), 14.2
(2 CHg).

HRLSI m/z calculado para [M + Na]" C27H44NaO7: 503.2985,
encontrado 503.2979.

(x)-4-(2°-(2°°,3”’-Dilauroiloxipropoxi)etil)benceno-1,2-diol (26)

A una disolucién de 21 (193 mg, 0.25 mmol) en AcOEt (3 ml) y
se afladid Pd/C al 10% (90 mg) y se hidrogeno a presion atmosférica y
t.a durante una noche. Se filtré sobre celita y se concentr6 a sequedad
resultando un residuo que se purificO mediante cromatografia en
columna usando como eluyente AcOEt-ciclohexano (1:3) obteniendo 26

como un sirupo incoloro.
Rendimiento: 130 mg, 88%. Rr 0.8 (AcOEt-ciclohexano 1:1)
IR v (em™): 3451, 2930, 1726, 1519, 1238, 1131, 1015.

IH-RMN (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 6.83 (d, 1H, Js5= 1.8
Hz, H-3), 6.77 (d, 1H, Js¢ = 8.0 Hz, H-6), 6.59 (dd,
1H, Js6 = 8.0 Hz, Js3 = 1.8 Hz, H-5), 5.22-5.17 (m,
1H, H-2""), 4.35 y 4.18 (2dd, 1H cada uno, Jsa~ 3~ =
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11.9 Hz, J3a2+ = 6.8, Jsp=2~ = 3.5 Hz, H-3""), 3.64-
3.53 (m, 2H, H-17), 3.52-3.46 (m, 2H, H-2"), 2.73 (t,
2H, Ji-2 = 6.2 Hz, H-17),2.30 (td, H, J=7.4 Hz,J =
1.7 Hz, 2 COCH,CH), 1.64-155 (m, 4H, 2
COCH,CHy), 1.31-1.23 (m, 32H, 16 CH éster), 0.88
(t, 6H, J = 6.9 Hz, 2 CHa).

B3C-RMN (75.5 MHz, CDCls): & (ppm) 174.5 y 173.5 (2 CO),
143.4 (C-2), 143.0 (C-1), 131.8 (C-4), 121.3 (C-5),
116.5 (C-3), 115.0 (C-6), 72.6 (C-2°), 70.2 (C-1""),
69.0 (C-2""), 63.3 (C-3""), 35.5 (C-1), 34.5, 344,
32.1, 29.6, 29.5, 29.3, 29.2, 25.1, 25.0, 22.8 (20 CH2
éster), 14.3 (2 CHs).

HRLSI m/z calculado para [M + Na]" CasHgoNaO7: 615.4237,
encontrado 615.4219.

(x)-4-(2°-(2°°,3”’-Dipalmitoiloxipropoxi)etil)benceno-1,2-diol (27)

A una disolucidon de 22 (129 mg, 0.15 mmol) en AcOEt (3 ml) se
afiadié Pd/C al 10% (60 mg) y se hidrogené a presion atmosférica y t.a
durante la noche. Se filtro sobre celita y se concentrd0 a sequedad

resultando un residuo que se purifico mediante cromatografia en
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columna usando como eluyente AcOEt-ciclohexano (1:3) obteniendo 27

como un sirupo incoloro.

Rendimiento: 110 mg, cuant. Rr 0.8 (AcOEt-ciclohexano 1:1)

IR

H-RMN

13C-RMN

HRLSI

302

v (cm™): 3454, 2932, 1720, 1534, 1241, 1137, 1005.

(300 MHz, CDCl3): 6 (ppm) 6.83 (d, 1H, J35= 1.6
Hz, H-3), 6.77 (d, 1H, Js5 = 8.0 Hz, H-6), 6.59 (dd,
1H, Js6= 8.0 Hz, Js3= 1.6 Hz, H-5), 5.24-5.17 (m,
1H, H-2""), 4.35 y 4.19 (2dd, 1H cada uno, J3a3v” =
11.9 Hz, J3a72» = 6.8, Jap~ 2> = 3.5 Hz, H-3"’), 3.65-
3.53 (m, 2H, H-1"), 3.53-3.51 (m, 2H, H-2"), 2.73 (4,
2H, Jir»» = 6.1 Hz, H-1"),2.31 (td, 4H,J=7.4 Hz, J
= 1.8 Hz, 2 COCH:CHy), 1.62-1.57 (m 4H, 2
COCH2CHy), 1.29-1.24 (m, 48H, 24 CH éster), 0.88
(t, 6H, J = 6.9 Hz, 2 CHs).

(75.5 MHz, CDCls): & (ppm) 174.5 y 173.5 (2 CO),
143.4 (C-2), 143.0 (C-1), 131.9 (C-4), 121.3 (C-5),
116.6 (C-3), 115.0 (C-6), 72.6 (C-2°), 70.2 (C-17),
69.0 (C-27), 63.3 (C-3""), 35.5 (C-1°), 34.5, 34.4,
32.1, 29.8, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 29.2, 25.1, 25.0,
22.8 (28 CH éster), 14.3 (2 CHs).

m/z calculado para [M + Na]" CasH7sNaO7: 727.5483,
encontrado 727.5495.
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(%) 1-(3°°,4°’-Dihidroxifenetoxi)propano-2,3-diol (28)

A una disolucion de 17 (105 mg, 0.26 mmol) en MeOH (1 ml) se
afiadié Pd/C (40 mg) al 10% y se hidrogené a presion atmosferica y t.a
durante una noche. Se filtr6 sobre celita y se concentrdé a sequedad
resultando un residuo que se purificO mediante cromatografia en
columna usando como eluyente CH2Cl>-MeOH (5:1) obteniendo 28

como un sirupo incoloro.
Rendimiento: 55 mg, 92%. Rr 0.5 (CH2Cl2-MeOH 5:1)
IR v (cm™): 3437, 2944, 2881, 1522, 1261, 1111, 1020.

IH-RMN (300 MHz, CDsOD): & (ppm) 6.67 (d, 1H, J5-¢~=7.9
Hz, H-5"), 6.66 (d, 1H, J»»¢» = 2.3 Hz, H-2""), 6.53
(dd, 1H, Jo» 5+ = 8.0 Hz, Jo» 2 = 2.0 Hz, H-6"), 3.78-
370 (m, 1H, H-2), 3.61 (t, 2H, Ji->» = 7.2 Hz, H-1"),
3.57-3.41 (M, 4H, H-1y H-3), 2.72 (t, 2H, Ji> = 7.1
Hz, H-2’.

13C-RMN (75.5 MHz, CDsOD): 5 (ppm) 146.1 (C-3""), 144.6
(C-4"), 131.8 (C-17), 121.2 (C-67), 117.0 (C-2"),
116.3 (C-57), 73.9 (C-1°), 73.3 (C-1), 72.2 (C-2),
64.6 (C-3), 36.5 (C-2°).

HRCI m/z calculado para [M]* CuiHi10s: 228.0998,
encontrado 228.0998.
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8.2.2. Sintesis quimioenzimatica de derivados lipofilos de
fenoles y carbohidratos mediante el uso de nuevas lipasas

procedentes de bacterias lipoliticas

Procedimiento general para acetilaciones del hidroxitirosol con

empleo de lipasas

A una disolucion de HT (10 mg) en acetato de isopropenilo (0.6
ml) se afiadieron celita (10 mg) y el extracto enzimatico (10 mg). La
mezcla se agitd en la oscuridad a 40 °C durante 24 h. La disolucion se
filtré y se concentrd a sequedad, redisolviendo el residuo en CDCl; para
su analisis mediante *H-RMN.

Procedimiento general para acetilaciones del 3,4-dihidroxifenilglicol

con empleo de lipasas

A una disolucion de 3,4-dihidroxifenilglicol (10 mg) en
DMF/acetato de isopropenilo 1:1 (1.2 ml) se afadi6 el extracto
enzimatico (10 mg). La disolucion se agit6 en oscuridad a 40 °C durante
24 h. Posteriormente, se concentrd a sequedad resultando un residuo que
se redisolvid en (CD3).CO y se microfiltré para su analisis mediante *H-
RMN.
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Procedimiento general para acetilaciones del alcohol protocatecuico
con empleo de lipasas

A una disolucion de alcohol protocatecuico (10 mg) en acetato de
isopropenilo (0.6 ml) se afiadieron celita (10 mg) y el extracto enzimético
(10 mg). La mezcla se agité en oscuridad a 40 °C durante 24 h. La
disolucién se filtrd y se concentrd a sequedad, redisolviendo el residuo

en CDCl3 para su analisis mediante *H-RMN.

Datos espectroscopicos de la mezcla de compuestos obtenidos

mediante acetilacion con lipasas
Derivados de HT: 67, 121, 122, 29, 123-125

IH-NMR (700 MHz, CDCls): § 7.11 (m, 2H, H-5", H-6* 123), 7.06 (m,
1H, H-2’ 123), 7.02 (d, 1H, J = 8.3 Hz, H-5" 124), 7.01 (d, 1H, J = 8.2
Hz, H-5° 121), 6.99 (dd, 1H, J = 8.2 Hz, J = 2.1 Hz, H-6" 122), 6.98 (dd,
J=8.2Hz J=2.1Hz H-6" 125), 6.96 (d, 1H, J = 2.1 Hz, H-2’ 122),
6.95 (d, 1H, J = 2.1 Hz, H-2’ 125), 6.93 (d, 1H, J = 8.3 Hz, H-5° 122),
6.92 (d, 1H, J = 8.3 Hz, H-5" 125), 6.87 (d, 1H, J = 2.1 Hz, H-2’ 121),
6.86 (d, 1H, J = 2.1 Hz, H-2’ 124), 6.80 (d, 1H, J = 8.3 Hz, H-5" 29),
6.79 (dd, J = 8.2 Hz, J= 2.1 Hz, H-6" 124), 6.78 (d, 1H, J = 8.3 Hz, H-5’
67), 6.77 (dd, J = 8.2 Hz, J = 2.1 Hz, H-6> 121), 6.74 (d, 1H, J = 2.1 Hz,
H-2’ 67), 6.73 (d, 1H, J = 2.1 Hz, H-2’ 29), 6.64 (dd, J = 8.2 Hz, J = 2.1
Hz, H-6’ 67), 6.62 (dd, J = 8.2 Hz, J = 2.1 Hz, H-6" 29), 4.26, 4.24 (2t,
2H cada uno, J = 7.1 Hz, H-1 124, 125), 4.22 (t, 2H, J = 7.1 Hz, H-1 29),
3.86 (t, 2H, J = 7.1 Hz, H-1 123), 3.84 (t, 2H, J = 7.1 Hz, H-1 121), 3.82
(t, 2H, J =7.1 Hz, H-1122), 3.81 (t, 2H, J = 7.1 Hz, H-1 67), 2.92 (t, 2H,
J=7.1Hz, H-2 123), 2.87 (t, 2H, J = 7.1 Hz, H-2 124), 2.85 (t, 2H, J =
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7.1 Hz, H-2 125), 2.81 (t, 2H, J = 7.1 Hz, H-2 120), 2.80 (t, 2H, J = 7.1
Hz, H-2 121), 2.79 (t, 2H, J = 7.1 Hz, H-2 122), 2.75 (t, 2H, J = 7.1 Hz,
H-2 67), 2.35, 2.34, 2.28 (4s, 3H cada uno, ArOCOMe 121, 122, 29, 123-
125), 2.04, 2.03 (3s, 3H cada uno, OCOMe 29, 124, 125).

13C-NMR (175 MHz, CDCl3): § 170.4, 169.8, 169.6, 169.5, 169.4, 168.7,
168.6, 168.4 (OCOMe 67, 121, 122, 29, 123-125), 146.1 (C-3* 121),
146.0 (C-3> 124), 144.8 (C-4’ 125), 144.7 (C-4* 122), 143.0 (C-3’ 67),
142.9 (C-3’ 29), 141.6 (C-4’ 67), 141.5 (C-4* 120), 137.7 (C-3" 67),
136.9 (C-1° 121), 136.8 (C-1° 125), 136.3 (C-4’ 121), 136.1 (C-4’ 124),
130.6 (C-1° 122), 130.3 (C-1° 67), 129.7 (C-1” 29), 126.7 (C-6’ 122),
126.5 (C-6° 125), 126.4 (C-5" 125), 123.1 (C-2’ 123), 122.5 (C-5°, C-6’
123), 122.0 (C-2 122), 121.9 (C-2’ 125), 121.6 (C-5" 121), 121.5 (C-5’
124), 120.6 (C-6> 121), 120.3, 120.2 (C-6> 67, 29), 117.4 (C-2’ 121),
117.3 (C-2’ 124), 117.0 (C-5° 122), 116.9 (C-6> 125), 115.2, 115.0 (C-
2’ 67, 29), 114.6 (C-5’ 67), 114.5 (C-5" 29), 64.3 (C-1 120), 63.9, 63.8
(C-1 124, 125), 62.9 (C-1 67), 62.7 (C-1 122), 62.6 (C-1 121), 62.4 (C-
1123), 37.7 (C-2 121), 37.6, 37.5 (C-2 125, 67), 37.3 (C-2 122), 33.7
(C-2 124 6 125), 33.6 (C-2 120), 33.3 (C-2 124 0 125), 28.8 (OCOMe
29, 124, 125), 20.1, 20.0 (ArOCOMe 121, 122, 29, 123-125).

Derivados del DHPG: 3, 126-130

IH-RMN (700 MHz, (CD3)2CO): & 7.12 (dd, 1H, J = 8.5 Hz, J = 2.3 Hz,
H-6’ 130), 7.08 (d, 1H, J = 2.3 Hz, H-2" 130), 7.07 (dd, 1H, J = 8.5 Hz,
J=2.3Hz, H-6> 127), 7.06 (d, 1H, J = 2.3 Hz, H-2" 126), 7.04 (dd, 1H,
J=2.3 Hz, H-2° 127), 7.03 (d, 1H, J = 2.3 Hz, H-2’ 129), 6.98 (d, 1H, J
= 8.5 Hz, H-5° 126), 6.94 (2d, 1H, J = 8.5 Hz, H-5’ 129, 130), 6.91 (d,
1H, J = 8.5 Hz, H-5> 127), 6.90 (d, 1H, J = 2.3 Hz, H-2’ 128), 6.88 (dd,
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1H,J=8.5Hz,J =2.3 Hz, H-6’ 129), 6.87 (d, 1H, J = 2.3 Hz, H-2" 3),
6.84 (dd, 1H, J = 8.5 Hz, J = 2.3 Hz, H-6’ 126), 6.78 (d, 1H, J = 8.5 Hz,
H-5" 129), 6.75 (d, 1H, J = 8.5 Hz, H-5" 3), 6.72 (dd, 1H, J = 8.5 Hz, J
= 2.3 Hz, H-6’ 128), 6.68 (dd, 1H, J = 8.5 Hz, J = 2.3 Hz, H-6" 3), 4.85,
4.84 (2dd, 1H cada uno, J = 7.5 Hz, J = 4.0 Hz, H-2 129, 130), 4.75 (dd,
1H,J=7.5Hz,J=4.6 Hz, H-2 128), 4.64, 4.63 (2dd, 1H cada uno, J =
7.8 Hz, J=4.2 Hz, H-2 126, 127), 4.55 (dd, 1H, J = 8.2 Hz, J = 3.9 Hz,
H-2 3), 4.16-4.04 (m, 6H, H-1 128-130), 3.59-3.46 (m, 6H, H-2 3, 126,
127), 2.25, 2.24, 2.23 (3s, 3H cada uno, ArOCOMe 126, 127, 129, 130),
2.00, 1.99, 1.98 (3s, 3H cada uno, OCOMe 12-130).

13C-NMR (175 MHz, (CDs),CO): 5 171.0, 170.1, 170.0 (OCOMe 128-
130), 169.5, 169.4, 169.4 (ArOCOMe 126, 127, 129, 130), 149.3 (C-3
126), 149.5 (C-3’ 129), 149.3 (C-4’ 130), 148.9 (C-4° 127), 146.0 (C-3’
128), 145.9 (C-3* 3), 145.7 (C-128), 145.3 (C-4’ 3), 142.3 (C-4’ 126),
141.3 (C-4’ 129), 139.4 (C-3" 127), 139.3 (C-3’ 130), 138.9 (C-1’ 126),
138.6 (C-1° 129), 135.1, 135.0 (C-1° 127, 130), 134.1 (C-1° 3, 128),
125.2, 125.1 (C-6° 127, 130), 123.6 (C-5’ 126), 123.4 (C-5" 129), 121.9
(C-2° 130), 121.8 (C-2’ 127), 118.4 (C-6" 128), 118.3 (C-6’ 3), 118.1 (C-
6> 126, 129), 117.5 (C-5" 130), 117.3 (C-5" 127), 116.0 (C-5’ 128), 115.8
(C-5° 3), 115.7 (C-2’ 126), 115.6 (C-2’ 129), 114.5 (C-2" 128, 3), 75.1
(C-2 3), 74.9, 74.6 (C-2 126, 127), 71.9 (C-2 128), 71.7, 71.4 (C-2 129,
130), 70.1 (C-1 128), 69.8 (C-1 129, 130), 69.1 (C-1 3), 68.9, 68.8 (C-1
126, 127), 20.8, 20.7, 20.6, 20.5 (OCOMe 3, 126-130).

Derivados del alcohol protocatecuico: 120, 131-136)

IH-NMR (500 MHz, CDCls): § 7.13 (m, 4H, H-2’, H-6" 132, 136), 7.08
(d, 1H, J = 7.4 Hz, H-5> 135), 7.06 (d, 1H, J = 7.4 Hz, H-5" 131), 7.01
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(d, 1H, J = 1.9 Hz, H-2” 131), 7.00 (d, 1H, J = 1.9 Hz, H-2’ 135), 6.98
(2d, 1H cada uno, J = 7.4 Hz, H-5" 132, 136), 6.90 (2dd, 1H cada uno, J
=7.4Hz,J=1.9Hz H-6" 131, 135), 6.89 (2d, 1H cada uno, J = 1.9 Hz,
H-2’ 120, 133), 6.84 (2d, 1H cada uno, J = 7.4 Hz, H-5* 120, 133), 6.80
(2dd, 1H cada uno, J = 7.4 Hz, J = 1.9 Hz, H-6" 120, 133), 5.04 (s, 2H,
H-1, 135), 5.02 (2s, 2H, H-1, 136), 4.98 (s, 2H, H-1 133), 4.75 (s, 2H,
H-1 134), 4.69 (s, 2H, H-1, 120), 4.63 (s, 2H, H-1 131), 4.61 (s, 2H, H-
1 132), 2.36, 2.35 (2s, 3H cada uno, ArOCOMe 131, 132, 134-136),
2.08, 2.07 (2s, 3H cada uno, OCOMe 133, 135, 136).

13C-NMR (125 MHz, CDCls): § 170.8, 170.5, 170.3 (OCOMe 133-136),
169.5, 169.4, 169.3 (ArOCOMe 131, 132, 134-136), 147.2 (C-3’ 131),
147.2 (C-3’ 135), 146.8 (C-4> 136), 146.6 (C-4’ 132), 144.1 (C-3" 133),
143.8 (C-4’ 133), 140.2 (C-1° 133), 138.7 (C-3’ 132), 138.0 (C-4’ 131),
134.1 (C-1° 136), 128.9 (C-1° 132), 127.5 (C-6’ 136), 125.9 (C-6" 132),
123.0 (C-2’ 136), 122.7 (C-5" 131, 135), 121.6 (C-6" 133), 121.5 (C-2’
132), 120.9 (C-6’ 135), 119.4 (C-6" 131), 117.9 (C-5’ 132, 136), 117.7
(C-2’ 135), 116.3 (C-2° 131), 116.0 (C-2’ 133), 115.4 (C-5’ 133), 66.3
(C-1 133), 65.7, 65.4 (C-1 135, 136), 64.8 (C-1 131), 64.7 (C-1 132),
21.2 (OCOMe 133, 135, 136), 21.1 (ArOCOMe 131, 132, 134-136).

Procedimiento general de acetilacion del metil a-D-glucopirandsido

(137) mediante el empleo de lipasas

A una disolucion de 137 (6.0 mg, 17 umol), y acetato de
isopropenilo (0.5 mL) en DMF (0.3 mL) se afiadi el extracto enzimatico
procedente de Bacillus (3.0 mg). La suspension de se calenté a 60 °C
durante 100 h. La mezcla se concentrd a sequedad y el residuo se analiz
por *H-RMN dando como resultado una mezcla de 136, metil 6-O-acetil-
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a-D-glucopiranésido (140) y metil 4,6-di-O-acetil-a-D-glucopiranésido
(141) en relacion 3.9:1.0:2.8.

Acetato de hidroxitirosilo (29)

HOD/\/OAC

HO

A una disolucion de 142 (50 mg, 0.18 mmol) en MeOH, se

afiadieron el extracto 2B122 procedente de Terribacillus (50 mg) y gel
de silice (63-200 um, 100 mg). La suspension se agito a 40 °C durante
18 h. Luego se filtré sobre celita y se concentr6 a sequedad resultando
un residuo que se purific6 mediante cromatografia en columna usando

como eluyente AcOEt-hexano (1:2 — 1:1) obteniendo 29 como un

sirupo naranja.

Rendimiento: 31 mg, 90%, Rr 0.6 (CH2Cl,-MeOH 10:1). Los datos

espectroscopicos estan en concordancia con la bibliografia?’

Acetato de 2-(3’,4’-dihidroxifenil)-2-metoxietilo (30)
OMe
HO OAc
o
Método A: A una disolucion de 2 (28 mg, 0.08 mmol) en MeOH

(3 mL) se afadieron el extracto 2B122 procedente de Terribacillus (28

210 Trujillo, M; Mateos, R; de Teran, LC; Espartero, JL; Cert, R; Jover, M; Alcudia, F;
Bautista, J; Cert, A; Parrado, J. J. Agric. Food Chem. 2006, 54, 3779-3785.
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mg) y gel de silice (63-200 um, 56 mg). La suspension se agito a t.a.
durante 48 h, tras lo cual se concentré a sequedad resultando un residuo
que se purific6 mediante cromatografia en columna usando como

eluyente CH>Cl>-MeOH (60:1) obteniendo 30 como un sirupo incoloro.
Rendimiento: 16.7 mg, 90%, Rr 0.6 (CH>Cl,—MeOH 10:1)

Método 2: A una disolucién de 2 (100 mg, 0.30 mmol) en MeOH
(6 ml) y se afiadieron el extracto HR21-6 procedente de Bacillus pumilus
(100 mg) y gel de silice (63-200 um, 200 mg). La suspension se agitd a
40 °C durante 48 h, tras lo cual se concentr6 a sequedad resultando un
residuo que se purificd mediante cromatografia en columna usando como
eluyente CH2Cl>-MeOH (40:1 — 10:1) obteniendo 30 como un sirupo

incoloro.
Rendimiento: 54 mg, 79%. Rr 0.5 (CH2Cl>—-MeOH 10:1)
IR v (em™): 1389, 1367, 1235, 1114, 1036.

'H-RMN (300 MHz, CD30D): & (ppm) 6.80 (d, 1H, Js¢ = 8.0
Hz, H-5, 6.79 (d, 1H, J» ¢ = 2.0 Hz, H-2"), 6.68 (dd,
1H, Jo5 = 8.0 Hz, Js° 2> = 2.0 Hz, H-6°), 4.32 (dd, 1H,
J2,1a = 8.0 Hz, J210 = 3.9 Hz, H-2), 4.18 y 4.07 (dd,
2H cada uno, Jia1b = 11,4 Hz, Ji1a2= 8.0 Hz, Jip2 =
3.9 Hz, H-1), 3.25 (s, 3H, OMe), 2.06 (s, 3H, OAC).

13C-RMN (75.5 MHz, CDsOD): 5 (ppm) 173.6 (CO), 147.5 (C-
3’y C-4’), 131.4 (C-1), 120.7 (C-6), 117.2 (C-5),
115.8 (C-2), 83.4 (C-2), 69.5 (C-1), 57.7 (OMe),
21.6 (OAC).
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HRCI m/z calculado para [M]* CuH140s: 226.0841,
encontrado 226.0850.

Acetato de 2-(3°,4’-dihidroxifenil)-2-etoxietilo (31)

OEt
Ho:©)\/0Ac
HO
Método A: A una disolucién de 2 (60 mg, 0.18 mmol) en EtOH
(6 ml) se afiadieron el extracto 2B122 procedente de Terribacillus (60
mg) y gel de silice (63-200 um, 100 mg). La suspension se agit6 a 40 °C
durante 48 h. Se afiadieron otros 57 mg de extracto enzimatico y se
continud con la agitacion a t.a. durante 48 h. Se concentr6 a sequedad
resultando un residuo que se purific6 mediante cromatografia en

columna usando como eluyente CH.Cl>-EtOH (40:1) obteniendo 31

como un sirupo incoloro.

Método B: A una disolucién de 2 (60 mg, 0.18 mmol) en EtOH
(6 ml) se afnadieron el extracto HR21-6 procedente de Bacillus pumilus
(60 mg) y gel de silice (63-200 pm, 120 mg). La suspension se agito a
60 °C durante 24 h, tras lo cual se concentr6 a sequedad resultando un
residuo que se purificd mediante cromatografia en columna usando como

eluyente CH.Cl,—EtOH (40:1) obteniendo 31 como un sirupo incoloro.
Rendimiento: 23 mg, 55%, Rr 0.5 (CH2Cl>-MeOH 10:1)
IR v (em™): 3368, 1713, 1232, 1109, 1035.

IH-RMN (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 6.89 (d, 1H, Jre = 2.0
Hz, H-2"), 6.83 (d, 1H, Js¢ = 8.1 Hz, H-5"), 6.72 (dd,
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1H, Jo.s- = 8.1 Hz, Jo-o- = 2.0 Hz, H-6"), 4.42 (dd, 1H,
J21a= 6.9 Hz, J210= 5.0 Hz, H-2), 4.20-4.12 (m, 2H,
H-1), 3.43 (cc, 2H, J1 10> = 16.4 Hz, Ji» 2= 9.4 Hz,
CH, OEt), 2.06 (s, 3H, OAC), 1.17 (t, 3H, Jo~1~= 7.0
Hz, CHs OE).

13C-RMN (75.5 MHz, CDCl3): & (ppm) 172.0 (CO), 144.5 (C-
4%), 144.4 (C-3"), 131.0 (C-1°), 119.9 (C-6"), 115.5
(C-5°), 113.9 (C-2"), 79.6 (C-2), 68.4 (C-1), 64.8
(OCH; Et), 21.3 (OAC), 15.4 (CHs EY).

HRCI m/z calculado para [M]* Ci2H160s: 240.0998,
encontrado 240.0990.

Acetato de 2-(3’,4’-dihidroxifenil)-2-propoxietilo (32)
OPr
HOD)\/OAC
HO
Método A: A una disolucién de 2 (54 mg, 0.16 mmol) en PrOH

(5 ml) se afiadieron el extracto 2B122 procedente de Teribacillus (55 mg)
y gel de silice (63-200 um, 102 mg). La suspension se agité a 40 °C
durante 48 h. Se afiadieron otros 50 mg de extracto 2B122 y se continu6
con la agitacion durante 120 h. Se concentré a sequedad resultando un
residuo que se purificd mediante cromatografia en columna usando como

eluyente AcOEt-hexano (1:3 — 1:1) obteniendo 32 como un sirupo

incoloro.

Método B: A una disolucién de 2 (190 mg, 0.56 mmol) en PrOH

(4 ml) se afadieron el extracto HR21-6 procedente de Bacillus pumilus
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(190 mg) vy gel de silice (63—200 pum, 400 mg). La suspension se agito a
60 °C durante 48 h, tras lo cual se concentrd a sequedad resultando un
residuo que se purificd mediante cromatografia en columna usando como
eluyente AcOEt-hexano (1:3 — 1:1) obteniendo 32 como un Sirupo

incoloro.
Rendimiento: 81.4 mg, 57%, Rr 0.6 (AcOEt-hexano 1:3 — 1:1)
IR v (em™): 3368, 1714, 1230, 1109, 1003.

IH-RMN (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 6.90 (d, 1H, Jr¢ = 2.0
Hz, H-2"), 6.84 (d, 1H, Js.s = 8.1 Hz, H-5"), 6.73 (dd,
1H, Jo.5= 8.1 Hz, Jg-o- = 2.0 Hz, H-6"), 4.41 (dd, 1H,
J21a= 7.6 Hz, J210= 4.5 Hz, H-2), 4.21-4.10 (m, 2H,
H-1), 3.40-3.24 (m, 2H, OCH2 Pr), 2.06 (s, 3H, OAC),
1.59 (sext, 2H, J = 7.4 Hz, CH, Pr), 0.88 (t, 3H, J =
7.4 Hz, CHs Pr).

13C-RMN (75.5 MHz, CDCls): & (ppm) 171.9 (CO), 144.4 (C-
4%), 1443 (C-3°), 131.2 (C-17), 120.0 (C-6"), 115.5
(C-5°), 113.9 (C-2"), 79.7 (C-2), 71.1 (C-1), 68.4
(OCH; Pr), 23.1 (CH2 Pr), 21.3 (OAc), 10.8 (CHs Pr).

HRCI m/z calculado para [M]* Ci3H1gOs: 254.1154,
encontrado 254.1148.

Acetato de 2-(3’,4’-dihidroxifenil)-2-butoxietilo (33)

OBu
HO
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Método A: A una disolucion de 2 (104 mg, 0.31 mmol) en BuOH
(3 ml) se afiadieron el extracto 2B122 procedente de Terribacillus (104
mg) y gel de silice (63-200 pm, 200 mg). La suspension se agitd a 40 °C
durante 48 h. Se afiadieron otros 100 mg de extracto 2B122 y se continué
con la agitacion durante 120 h. Se concentré a sequedad resultando un
residuo que se purificd mediante cromatografia en columna usando como
eluyente AcOEt-hexano (1:2 — 1:1) obteniendo 33 como un sirupo

incoloro.

Método B: A una disolucién de 2 (190 mg, 0.56 mmol) en BuOH
(4 ml) se afadieron el extracto HR21-6 procedente de Bacillus pumilus
(190 mg) vy gel de silice (63—-200 um, 380 mg). La suspension se agito a
60 °C durante 40 horas tras lo cual, se concentrd a sequedad resultando
un residuo que se purificO mediante cromatografia en columna usando
como eluyente AcOEt-hexano (1:2) obteniendo 33 como un sirupo

incoloro.
Rendimiento: 91 mg, 61%, Rr 0.6 (CH2Cl>-MeOH 10:1)
IR v (cm™): 3361, 2960, 1711, 1232, 1036.

H-RMN (300 MHz, CDCls): 6 (ppm) 6.90 (d, 1H, J» ¢ = 1.9
Hz, H-2"), 6.84 (d, 1H, Js" ¢ = 8.0 Hz, H-57), 6.73 (dd,
1H, Je¢ 5 = 8.0 Hz, Js2° = 1.9 Hz, H-6’), 6.50 y 5.95
(2s, 1H cada uno, 2 OH), 4.44 (dd, 1H, J21a=7.7 Hz,
Joab = 4.4 Hz, H-2), 4.22-4.10 (m, 2H, H-1), 3.45-
3.28 (m, 2H, OCH: Bu), 2.07 (s, 3H, OAc), 1.55 (c,
2H,J=6.6 Hz, CH> Bu), 1.39-1.25 (m, 2H, CH. Bu),
0.86 (t, 3H, J=7.3 Hz, CHs3 Bu).
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13C-RMN (75.5 MHz, CDCl3): & (ppm) 172.1 (CO), 144.4 (C-
4%), 1443 (C-3*), 131.1 (C-1°), 120.0 (C-6"), 115.5
(C-5), 113.9 (C-2), 79.7 (C-2), 69.2 (OCH2 Bu),
68.4 (C-1), 32.0 (CH2 Bu), 21.3 (OAc), 19.6 (CH;
Bu), 14.2 (CHs Bu).

HRCI m/z calculado para [M]* CiH200s: 268.1311,
encontrado 268.1320.

2-(3°,4’-Dihidroxifenil)-2-metoxietanol (34)
OMe
HOD)VOH
HO
A una disolucién de 3 (60 mg, 0.35 mmol) en MeOH (1.5 ml) se
afiadio AcCl (6.2 ul, 0.35 mmol) y se agitd a ta durante 1 h. Concluida
la reaccion, se neutralizé con NaHCO3, se microfiltr6 y se concentr6 a
sequedad, resultando un residuo que se purificO mediante cromatografia

en columna usando como CH2Cl.-MeOH (1:0 — 1:20) obteniendo 34

como un sirupo incoloro.
Rendimiento: 70 mg, cuant., Rr 0.2 (CH2Cl>-MeOH 10:1)
IR v (em™): 3315, 1520, 1281, 1198, 1104, 1064, 1029.

IH-RMN (300 MHz, D20): & (ppm) 6.94 (d, 1H, Jss = 8.1 Hz,
H-5°), 6.89 (d, 1H, Jo¢ = 2.0 Hz, H-2), 6.80 (dd, 1H,
Jo5 = 8.1 Hz, Jgor = 2.0 Hz, H-6"), 4.80 (s, 3H, OH),
4.29 (dd, 1H, J21a= 7.5 Hz, J2.10 = 4.6 Hz, H-2), 3.71
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y 3.64 (2dd, 1H cada uno, Jiab = 11.9 Hz, J1a2=7.5
Hz, Jib2= 4.6 Hz, H-1), 3.27 (s, 3H, OMe).

13C-RMN (75.5 MHz, D,0): & (ppm) 144.1 (C-4), 144.0 (C-
3%), 130.5 (C-17), 119.8 (C-6"), 116.1 (C-2°), 114.7
(C-3%), 83.6 (C-2), 65.0 (C-1), 56.0 (OMe).

HRCI m/z calculado para [M]* CoH1204: 184.0736,
encontrado 184.0735.

2-(3’,4’-Dihidroxifenil)-2-etoxietanol (35)
OEt
HOD)\/OH
HO
Método A: A una disolucion de 31 (25 mg, 0.10 mmol) en MeOH

seco (1 ml) se afiadieron Cs>CO3 (66 mg, 0.20 mmol) y ascorbato sédico
(20 mg, 0.10 mmol) en presencia de Ar y en oscuridad. Se agit6 a t.a.
durante 3 h y se purificd, sembrando en gel de silice, mediante

cromatografia en columna usando como eluyente CH2Cl,—-EtOH (1:0 —
1:10) obteniendo 35 como un sirupo incoloro.

Rendimiento: 12.4 mg, 62%

Método B: A una disolucion de 3 (60 mg, 0.35 mmol) en EtOH
absoluto (1.5 ml) se afiadié AcCl (6.2 ul, 0.35 mmol) y se agito a t.a.
durante 45 min. Concluida la reaccion, se neutralizo con NaHCOs3, se
microfiltr6 y se concentr6 a sequedad, resultando un residuo que se
purifico mediante cromatografia en columna usando como CH2Cl>—

MeOH (1:0 — 1:20) obteniendo 35 como un sirupo incoloro.
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Rendimiento: 60 mg, 90%, Rr 0.3 (CH2Cl>-MeOH 10:1)

IR

'H-RMN

13C-RMN

HRCI

v (cm™): 3347, 1280, 1092, 1082.

(300 MHz, CD30D): & (ppm) 6.91 (d, 1H, Jss = 8.1
Hz, H-5"), 6.88 (d, 1H, J» ¢ = 1.8 Hz, H-2"), 6.80 (dd,
1H, Jo5 = 8.1 Hz, Joo 2 = 2.0 Hz, H-6"), 4.84 (s, 3H,
OH), 4.38 (dd, 1H, J21a="7.7 Hz, J2,10= 4.4 Hz, H-2),
3.70 y 3.61 (2dd, 1H cada uno, Jia1b = 11.7 Hz, J1a>
=8.0Hz, Ji2=4.4Hz, H-1),3.48 (¢, 2H, Ji» 2> =6.9
Hz, OCH2 Et), 1.19 (t, 3H, J2»,1» = 7.1 Hz, CH3 OE).

(75.5 MHz, CDsOD): & (ppm) 146.1 (C-4’), 145.9
(C-3), 133.1 (C-1°), 121.3 (C-6"), 117.7 (C-5),
116.3 (C-2”), 83.9 (C-2), 67.3 (C-1), 66.3 (OCH2 Et),
16.1 (CHs Et).

m/z calculado para [M + H]* CioH1504: 199.0970,
encontrado 199.0972.

2-(3’,4’-Dihidroxifenil)-2-propoxietanol (36)

OPr

HOD)\/OH
HO

Método A: A una disolucion de 32 (55 mg, 0.22 mmol) en MeOH

seco (1 ml) se afiadieron Cs>COs (66 mg, 0.20 mmol) y ascorbato sodico

(40 mg, 0.20 mmol) en presencia de Ar y en oscuridad. Se agito a t.a.

durante 2 h y se purificd, sembrando en gel de silice, mediante
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cromatografia en columna usando como eluyente AcOEt-hexano (1:1)

obteniendo 36 como un sirupo incoloro.

Rendimiento: 14.5 mg, 31%

Método B: A una disolucion de 3 (60 mg, 0.35 mmol) en PrOH

(2 ml) se afiadio AcCl (6.2 ul, 0.35 mmol) y se agit6 a t.a. durante 45

min. Concluida la reaccion, se neutralizé con NaHCOg3, se microfiltro y

se concentro a sequedad, resultando un residuo que se purifico mediante

cromatografia en columna usando como CH2Cl>-MeOH (1:0 — 1:10)

obteniendo 36 como un sirupo incoloro.

Rendimiento: 80 mg, cuant., Rr 0.1 (AcOEt-hexano 1:1)

IR

'H-RMN

13C-RMN

HRCI
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v (em™): 3338, 2928, 1281, 1101, 1021.

(300 MHz, CD30D): 6 6.78 (d, 1H, J»» > = 1.9 Hz, H-
2%), 6.76 (d, 1H, Js s = 8.0 Hz, H-5), 6.65 (dd, 1H,
Jo>5»=8.0 Hz, Jo 2> = 2.0 Hz, H-6"), 4.86 (s, 3H, OH),
4.22 (dd, 1H, J21a= 8.0 Hz, J21v = 4.1 Hz, H-2), 3.64
y 3.51 (2dd, 1H cada uno, Jia,1b = 11.6 Hz, J1a2=8.0
Hz, Jib2=4.1 Hz, H-1), 3.37-3.29 (m, 2H, OCH> Pr),
1.61(m, 2H,J=7.2Hz,CH2Pr),0.93(t,3H,J=7.4
Hz, CHz Pr).

(75.5 MHz, CDsOD): & (ppm) 147.3 (C-4’), 146.9
(C-3’), 133.3 (C-1’), 120.6 (C-6), 117.0 (C-5),
115.8 (C-2), 85.2 (C-2), 72.5 (C-1), 68.9 (OCH2 Pr),
24.9 (CH2 Pr), 11.8 (CHs Pr).

m/z calculado para [M + Na]" C11H1sNaOa: 235.0941,
encontrado 235.0939.
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2-(3’,4’-Dihidroxifenil)-2-butoxietanol (37)
OBu
HOD)\/OH
HO
Método A: A una disolucion de 33 (78 mg, 0.29 mmol) en MeOH
seco (2 ml), se afadieron Cs,COs (280 mg, 0.88 mmol) y ascorbato
sodico (58 mg, 0.29 mmol) en presencia de Ar y en oscuridad. Se agitd
a t.a. durante 3 h y se purificd, sembrando en gel de silice, mediante

cromatografia en columna usando como eluyente AcOEt-hexano (1:1)

obteniendo 37 como un sirupo incoloro.
Rendimiento: 28.1 mg, 43%, Rr 0.3 (CH2Cl>-MeOH 10:1)

Método B: A una disolucion de 3 (60 mg, 0.35 mmol) en BUOH
(2 ml) se afiadio AcCl (6.2 ul, 0.35 mmol) y se agito a t.a. durante 45
min. Concluida la reaccion, se neutralizé con NaHCOg3, se microfiltrd y
se concentro a sequedad, resultando un residuo que se purific6 mediante
cromatografia en columna usando como eluyente CH2>Cl>—MeOH (1:0

— 1:10) obteniendo 37 como un sirupo incoloro.
Rendimiento: 79 mg, cuant.
IR v (em™): 3317, 2956, 1281, 1098, 1023.

IH-RMN (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 6.84 (d, 1H, Jys = 1.8
Hz, H-2), 6.83 (d, 1H, Jss = 8.0 Hz, H-5"), 6.72 (dd,
1H, Jo 5= 8.0 Hz, Jo 2 = 1.8 Hz, H-6"), 6.04 (sa, 3H,
OH), 4.29 (dd, 1H, J1.20= 7.8 Hz, J1.20= 4.4 Hz, H-1),
3.69-3.57 (m, 2H, H-2), 3.47-3.28 (m, 2H, OCH
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Bu), 1.60-1.51 (m, 2H, CH> Bu), 1.43-1.26 (m, 2H,
CH. Bu), 0.88 (t, 3H, J = 7.3 Hz, CH3 Bu).

13C-RMN (75.5 MHz, CDCls): § (ppm) 144.3 (C-4”), 144.2 (C-
3), 131.8 (C-1°), 119.9 (C-6"), 115.7 (C-5), 114.1
(C-2°), 82.5 (C-1), 69.2 (CH2 OBuU), 67.6 (C-2), 32.2
(CH2 OBuU), 19.7 (CH OBU), 14.2 (CH3 OBuU).

HRCI m/z calculado para [M]* CioH1804: 249.1097,
encontrado 249.1087.

2-(3’,4’-Dihidroxifenil)-2-octiloxietanol (38)
RN
HOD)\/OH
HO
A una disolucién de 3 (30 mg, 0.17 mmol) en 1,4-dioxano (1 ml)

provisto de tamiz molecular 3A se afiadieron octanol (186 pl, 1.76 mmol)
y AcCl (51.2 ul, 0.71 mmol) y se agit6 a t.a. durante 1 h. Concluida la
reaccion, se neutralizé con NaHCOs, se microfiltrd y se concentré a
sequedad, resultando un residuo que se purific6 mediante cromatografia

en columna usando como eluyente CH2Cl>-MeOH (80:1 — 50:1)

obteniendo 38 como un sirupo incoloro.
Rendimiento: 19 mg, 36% Rr 0.5 (CH2Cl,—MeOH 10:1)
IR v (em™): 3320, 2959, 1284, 1100, 1021.

'H-RMN (CDCl3 300 MHz): & (ppm) 6.75 (d, 1H, Jr¢ = 2.1
Hz, H-2°), 6.74 (d, 1H, J5 ¢ = 8.1 Hz, H-5"), 6.62 (dd,
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1H,Js¢ 5 =8.1Hz, Joo > =2.1 Hz, H-6),4.18 (dd, 1H,
J21a=8.1 Hz, J21n = 4.2 Hz, H-2), 3.61 y 3.48 (2dd,
1H cada uno, Jia1p = 11.4 Hz, J1a2 = 8.1 Hz, Jip2 =
4.2 Hz, H-1), 3.40-3.27 (m, 2H, OCH> octilo), 1.56
(m, 2H, CH2 octilo), 1.27 (m, 10H, 7 CH: octilo),
0.89 (t, 3H, J = 6.6 Hz, CHjs octilo).

13C-RMN (CDClI3 75.5 MHz): & (ppm) 146.4 (C-4’), 146.1 (C-
3%), 132.5 (C-17), 119.7 (C-6"), 116.1 (C-5°), 115.0
(C-2%), 84.4 (C-2), 69.9 (OCH: octilo), 68.0 (C-1),
33.0, 30.9, 30.5, 30.4, 27.2, 23.7 (6 CH2 octilo), 14.4
(CHs octilo).

HRCI m/z calculado para [M + Na]* CisH240s: 305.1723,
encontrado 305.1712.

2-(3’,4’-Dihidroxifenil)-2-dodeciloxietanol (39)
I R gl N
Ho:©)\/0H
HO
A una disolucion de 3 (32 mg, 0.19 mmol) en 1,4-dioxano (1 ml)

provisto de tamiz molecular 3A se afiadieron dodecanol (450 pl, 1.93
mmol) y AcCl (13.5 pl, 0.19 mmol) y se agité a t.a. durante 8 h.
Concluida la reaccion, se neutralizé con NaHCOs3, se microfiltrd y se
concentré a sequedad, resultando un residuo que se purificO mediante

cromatografia en columna usando como eluyente CH>Cl>-MeOH (80:1)

obteniendo 39 como un sirupo incoloro.
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Rendimiento: 51 mg, 80% Rr 0.5 (CH2Cl>—MeOH 10:1)

IR

'H-RMN

3C-RMN

HRCI

v (cm™): 3331, 2952, 1280, 1102, 1030.

(CDCl3 300 MHz): & (ppm) 6.75 (d, 1H, J» e = 2.1
Hz, H-2"),6.74 (d, 1H, Js »» =8.1 Hz, H-5"), 6.62 (dd,
1H,J¢ s =8.1 Hz, Joo > =2.1 Hz, H-6), 4.18 (dd, 1H,
J2,1a = 8.1 Hz, J2,10 = 4.2 Hz, H-2), 3.62 y 3.49 (2dd,
1H cada uno, Jia1p = 11.4 Hz, J1a2 = 8.1 Hz, Jip2 =
4.2 Hz, H-1), 3.38-3.27 (m, 2H, OCH: dodecilo),
1.27 (m, 20H, 10 CH; dodecilo), 0.89 (t, 3H, J = 6.6
Hz, CHz dodecilo).

(CDCl3 75.5 MHz): & (ppm) 146.4 (C-4%), 146.1 (C-
3%), 132.4 (C-17), 119.7 (C-6), 116.1 (C-5°), 115.0
(C-2"), 84.4 (C-1), 69.9 (CH2 O-Dodecilo), 68.0 (C-
2),33.1, 30.9, 30.7, 30.5, 30.4, 27.2, 23.7 (10 CH> O-
Dodecilo), 14.5 (CH3 O-Dodecilo).

m/z calculado para [M + Na]* C2H3404: 361.2349,
encontrado 361.2345.

Diacetato de 4-(acetoximetil)-1,2-fenileno (40)

AcO
AcO

Se disolvio 119 (104 mg, 0.75 mmol) en una mezcla de Ac2O/Py

1:1 (v/v, 2 ml) a 0 °C durante 10 min. Pasado ese tiempo se dejo a t.a.

toda la noche. Se hidroliz6 con hielo y se concentrd6 a sequedad

resultando un residuo que se purific6 mediante cromatografia en
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columna usando como eluyente AcOEt—ciclohexano (1:10) obteniendo

40 como un sirupo incoloro.
Rendimiento: 190 mg, cuant. Rr 0.5 (AcOEt—ciclohexano 1:10)
IR v (cm™): 1767, 1738, 1200, 1179, 1110, 1013.

'H-RMN (300 MHz, CDCls): § (ppm) 7.24 (dd, 1H, Js6= 8.2
Hz, Js3= 2.0 Hz, H-5), 7.21 (d, 1H, J35= 2.0 Hz, H-
3) 7.17 (d 1H, Js 5= 8.2 Hz, H-6), 5.08 (s, 2H, CH>),
2.29, 2.28'y 2.10 (3s, 3H cada uno, 3 OAC).

13C-RMN (75.5 MHz, CDCls): & (ppm) 171.0 y 168.5 (3 CO),
142.4 (C-1), 142.3 (C-2), 135.1 (C-4), 126.8 (C-5),
123.9 (C-6), 123.7 (C-3), 65.5 (CH2), 21.3, 21.0 y
20.9 (3 OAC).

Procedimiento de desacetilacién de metil 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-

glucopiranosido (144) mediante el empleo de lipasas

OH OAc

HO 0 HO 0
HO HO -
OHOMe OMe
137 140

Método A: Una suspensiéon de 144 (6.0 mg, 17 pmol) y el
extracto enzimatico (3.0 mg) en CD30OD (1.0 ml) se agito a t.a. durante
el tiempo indicado para cada caso. Para los casos donde fueron usadas
lipasas comerciales (Pseudomonas cepacea y Candida antarctica), se
usé una relacion (p/p) de 1:1.5 carbohidrato-lipasa, calentado a 60 °C

durante 22 h de reaccion en CDz0D (1.0 ml). A continuacion, la reaccion
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se filtrd y el crudo se analiz6 mediante *H-RMN.

Método B: La reaccion se realizd segun el método A, pero
sustituyendo CD3OD por MeOH en 8.5 h. La reaccion se concentro a
sequedad resultando un residuo que se purificé mediante cromatografia
en columna usando como eluyente CH>Cl-MeOH (1.0 — 1:2)
obteniendo el glucosido desprotegido 137 (1.6 mg, 48%) y el 6-O-
acetilado 140 (1.3 mg, 33%). Los datos espectroscopicos para el 140

estan en concordancia con los publicados en la literatura.?’

'H-NMR (300 MHz, CD30D) & (ppm) 4.65 (d, 1H, Ji2 = 3.8 Hz, H-1),
4.36 (dd, 1H, Js6a = 2.3 Hz, Jeaer = 11.7 Hz, H-6a), 4.19 (dd, 1H, Js6 =
5.9 Hz, H-6b), 3.70 (ddd, 1H, Ja5= 9.9 Hz, H-5), 3.61 (t, 1H, J34= 9.5
Hz, H-4), 3.45 (m, 1H, H-2), 3.40 (s, 3H, OMe), 3.28 (m,1H, H-3), 2.06
(s, 3H, OAC).

Procedimiento general de desacetilacion de la trehalosa per-O-

acetilada 145 mediante el empleo de lipasas

Una suspension de trehalosa per-O-acetilada 145 (6.0 mg, 8.8
pumol) y el correspondiente extracto enzimatico (3.0 mg) en CDsOD (1.0
ml) se agitd a t.a. durante el tiempo indicado para cada caso. Luego, la
reaccion se filtrd y el residuo se analizé mediante *H-RMN.

271 Kurahashi, T; Mizutani, T; Yoshida, JI. Tetrahedron 2002, 58, 8669-8677.
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2,3,4,6,6’-Penta-O-acetiltrehalosa (42) y 2,3,4,6-tetra-O-

acetiltrehalosa (43)

OAc OAc
AcO 0 AcO 0O
AcO HO AcO HO
AcO AcO
o} o}
O \_OH O \_oOH
Aco” ©H Ho~ OH

Una suspension de trehalosa per-O-acetilada 145 (60 mg, 88.0
pumol) y el extracto enzimatico HR21-6 procedente de Bacillus pumilus
(30.0 mg) en MeOH (20 ml) se agité a t.a. durante 3.5 h. La reaccion se
concentré a sequedad, resultando un residuo que se purificO mediante
cromatografia en columna usando como eluyente CH>Cl>-MeOH (1:0

— 1:2) obteniendo 42 y 43 como sirupos.
Datos de 42: Rendimiento: 14 mg (29%). [a]2° +75

'H-RMN (500 MHz, CD30D) 6 (ppm) 5.57 (dd, 1H, J23=10.2
Hz, J34 = 9.5 Hz, H-3), 5.30 (d, 1H, J12 = 3.7 Hz, H-
1),5.07 (dd, 1H, Js5 = 10.3 Hz, H-4),5.04 (d,1H, J; »*
= 3.7 Hz, H-1"), 4.94 (dd, 1H, H-2), 4.43 (ddd, 1H,
Js6a=4.1 Hz, Js6p = 2.4 Hz, H-5), 4.28 (dd, 1H, Js' 6o’
=2.0Hz, Jsa> 6> = 11.7 Hz, H-62’), 4.24 (dd, 1H, Jsa,6n
= 12.4 Hz, H-6a), 4.15 (dd, 1H, Js 6 = 7.3 Hz, H-
6b’), 4.12 (dd, 1H, H-6b), 3.82 (ddd, 1H, J» 5 = 9.7
Hz, H-5"),3.74 (dd, 1H, J» 3 = 9.7 Hz, J3- 4 = 9.1 Hz,
H-3"), 3.51 (dd, 1H, H-2"), 3.26 (dd, 1H, H-4), 2.08,
2.05 (x2), 2.01, 2.00 (5s, 3H cada uno, 5 OACc).
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13C-RMN (125.7 MHz, CDsOD) & (ppm) 172.7, 172.4, 171.7,
171.5,171.3 (5 CO), 96.3 (C-1°), 92.8 (C-1), 74.6 (C-
3%), 72.8 (C-2), 72.2 (C-5°), 72.0 (C-4"), 71.9 (C-2),
71.5 (C-3), 69.9 (C-4), 69.1 (C-5), 65.0 (C-6), 62.9
(C-6).

HRLSI m/z calculado para [M + Na]® CH32NaOjs:
575.1588, encontrado 575.1598.

Datos de 43: Rendimiento: 22 mg (49%). [a]2° +108

'H-RMN (500 MHz, CD3s0D) & (ppm) 5.55 (dd, 1H, J23 = 10.2
Hz, Js4 = 9.5 Hz, H-3), 5.34 (d, 1H, J12 = 3.7 Hz, H-
1), 5.07 (dd, 1H, Js5 = 10.3 Hz, H-4), 5.05 (d, 1H,
Jr2 = 3.3 Hz, H-1°), 4.96 (dd, 1H, H-2), 4.46 (ddd,
1H, Js6a = 3.8 Hz, Js0 = 2.4 Hz, H-5), 4.23 (dd, 1H,
Jeasb = 12.4 Hz, H-6a), 4.12 (dd, 1H, H-6b), 3.75 (dd,
1H, Js 62 = 2.1 Hz, Joar sty = 11.3 Hz, H-62"), 3.75 (4,
1H, J3»4» = 9.7 Hz, H-3"), 3.70 (ddd, 1H, Js-5 = 9.8
Hz, Js 6 = 5.7 Hz, H-5), 3.65 (dd, 1H, H-6b"), 3.50
(dd, 1H, H-2), 3.31 (m, 1H, H-4"), 2.06, 2.05, 2.01,
1.99 (4s, 3H cada uno, 4 OAC).

13C-RMN (125.7 MHz, CDs0D) & (ppm) 172.4, 171.7, 171.6,
171.3 (4 CO), 96.8 (C-1°), 93.3 (C-1), 74.7 (C-3", C-
5),72.9 (C-2"),71.7 (x2), 71.6 (C-2, C-3, C-4"), 69.9
(C-4), 69.0 (C-5), 62.9 (C-6), 62.6 (C-6").

HRLSI m/z calculado para [M + Na]* CzH3NaOis:
533.1482, encontrado 533.1495.
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Procedimiento general de desacetilacion de la sacarosa peracetilada

146 mediante el empleo de lipasas

Una suspension de 146 (6.0 mg, 8.8 umol) y el extracto
enzimatico que corresponda (3.0 mg) en CD30OD (1.0 ml) se agit6 a t.a.
durante el tiempo indicado para cada caso. A continuacién, la reaccion
se filtrd y el residuo se analiz6 mediante *H-RMN.

2,3,4,6,1°,6’-Hexa-O-acetilsacarosa (44) y 2,3,4,6,6’-penta-O-

acetilsacarosa (45)

(0]

Ac Ac
AcO 0 OAc AcO 0 OH
AcO 5 AcO AcO
AcO | O_OH o O_OH
OAc OAc
OH OH

Una suspension de 146 (50 mg, 74.0 umol) y el extracto

(0]

enziméatico HR21-6 procedente de Bacillus pumilus (25.0 mg) en MeOH
(16 mL) se agit6 t.a. durante 4 h. La reaccion se concentr6 a sequedad
resultando un residuo que se purificoO mediante cromatografia en
columna usando como eluyente CH2Cl,-MeOH (1:0 — 1:2) obteniendo
44 y 45 como sirupos. Los datos espectroscopicos para 44 y 45 estan en
concordancia con los publicados en la bibliografia.*>*

Datos para 44: Rendimiento: 11.2 mg, 26%

IH-RMN (300 MHz, CDs0D) & (ppm) 5.64 (d, 1H, Ji2= 3.6
Hz, H-1), 5.50 (t, 1H, J23 = J3.4 = 9.9 Hz, H-3), 5.01
(dd, 1H, Jas = 9.5 Hz, H-4), 4.89 (dd, 1H, H-2), 4.41

327



8.2. Nuevas investigaciones

(ddd, 1H, Jsga = 2.9 Hz, Jsep = 4.5 Hz, H-5), 4.32—
4.30 (m, 2H, H-3’, H-4"), 4.17-4.06 (m, 5H, H-6a, H-
6b, H-1a’, H-1b’, H-6a”), 4.03 (t, 1H, Js> st = J6a> 6b° =
8.4 Hz, H-6b), 3.89 (ddd, 1H, Js-5> = 9.9 Hz, J5 62 =
3.9 Hz, H-5"), 2.09, 2.08 (x2), 2.07, 2.02, 1.98 (6s,
3H cada uno, 6 OAC).

Datos para 45: Rendimiento: 10.9 mg, 27%

'H-RMN (300 MHz, CD30D) 6 (ppm) 5.64 (d, 1H, J12=3.9

Hz, H-1), 5.49 (dd, 1H, J23=9.6 Hz, J34 = 10.3 Hz,
H-3), 5.00 (dd, 1H, Js5= 9.4 Hz, H-4), 4.83 (dd, 1H,
H-2), 4.41 (ddd, 1H, Js6a= 2.9 Hz, Js6b = 4.5 Hz, H-
5), 4.33-4.30 (m, 2H, H-3", H-4), 4.23-4.16 (m, 3H,
H-6a, H6-b, H-6a"), 4.05 (t, 1H, Js> 6v> = Jea>.6b> = 8.6
Hz, H-6b’), 3.89 (ddd, 1H, Js 5= 9.9 Hz, Js 6= 3.6
Hz, H-5),3.58 (d, 1H, Ji 21 = 11.9 Hz, H-12"), 3.40
(d, 1H, H-1b"), 2.08, 2.07, 2.04, 2.20, 1.98 (5s, 3H
cada uno, 5 OAC).

6”°-O-Acetil oleuropeina (46)

HO 0._0
o
HO BN

AcO = 0]
(0]
HO
HMo
OH

A una disolucién de 71 (50 mg, 0.09 mmol) en ‘BuOH anhidro (3

ml) se afadieron acetato de vinilo (173 pl, 1.85 mmol) y lipasa
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Thermomyces lanuginosus soportada en Immobed (150 mg), y se agit6 a

60 °C durante 20 h. Se filtrd y se concentr6 a sequedad resultando un

residuo que se purificd mediante cromatografia en columna usando como

eluyente CH>Cl>-MeOH (30:1) obteniendo 46 como un sirupo amarillo.

Rendimiento: 30 mg, 57% Rr 0.3 (CH2Cl>-MeOH 10:1). [a]3? —96

IR

'H-RMN

13C-RMN

v (cm™): 3350, 2928, 2851, 1738, 1714, 1634, 1516,
1444, 1273, 1244, 1128, 975.

(300 MHz, CD30D): 6 (ppm) 7.52 (s, 1H, H-3), 6.69
(d, 1H, J7 g = 8.0 Hz, H-7"), 6.64 (d, 1H, J+- 3= 2.0
Hz, H-4’), 6.53 (dd, 1H, Js: > = 8.0 Hz, Js- 4 = 2.0, H-
8), 6.07 (c, 1H, Jg10= 7.1 Hz, H-8), 5.83 (m, 1H, H-
1), 4.80 (d, 1H, J1»2» = 7.7 Hz, H-1""), 4.36 (dd, 1H,
J67aeb=12.0 HzZ, J6»a 5> = 2.2 Hz, H-6""a), 4.25-4.06
(m, 3H, H-6"’b, H-1°), 3.96 (dd, 1H, Jsea = 9.2 Hz,
Js.e0 =4.5 Hz, H-5), 3.71 (s, 3H, OMe), 3.65-3.36 (m,
3H, H-2"°, H-3"’, H-4""), 2.73 (t, 2H, J>:,1» = 7.1 Hz,
H-27), 2.72 (dd, 1H, Jeasb = 13.9 Hz, Jeas = 4.5 Hz,
H-6a), 2.40 (dd, 1H, Jeb,ea = 13.9 Hz, Jebs = 9.2 Hz,
H-6b), 1.99 (s, 3H, Ac), 1.65 (dd, 3H, Jios = 7.1 Hz,
Ji01 = 1.4 Hz, H-10).

(75.5 MHz, CDsOD): & (ppm) 172.9 (C-7), 172.8
(CO Glc), 168.6 (COOMe), 155.1 (C-3), 146.2 (C-
5%), 144.9 (C-6), 130.7 (C-3"), 130.2 (C-9), 125.1
(C-8), 121.3 (C-8"), 117.0 (C-4), 116.5 (C-7"), 109.4
(C-4), 101.2 (C-17), 95.5 (C-1), 77.7 (C-5""), 75.5
(C-3"), 74.6 (C-27), 71.4 (C-4""), 66.8 (C-1"), 64.6
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HRLSI

(C-6”), 51.9 (COOMe), 41.2 (C-6), 35.4 (C-2°), 31.8
(C-5), 20.7(Ac), 13.5 (C-10).

m/z calculado para [M + Na]* Cz7HzsNaOia:
605.1841, encontrado 605.1836.

6°’-O-Butanoil oleuropeina (47)

o

© COOR
/", SN
=

O R=CO(CH,),CH;

A una disolucién de 71 (20 mg, 0.04 mmol) en 'BuOH anhidro (2

ml) se afiadieron butanoato de vinilo (96 pl, 0.75 mmol) y lipasa

Thermomyces lanuginosus soportada en Immobed (80 mg), y se agito a

60 °C durante 20 h. Se filtrd y se concentr6 a sequedad resultando un

residuo que se purificd mediante cromatografia en columna usando como

eluyente CH>Cl>-MeOH (10:1) obteniendo 47 como un sirupo incoloro.

Rendimiento: 17 mg, 74% Re 0.3 (CH2Cl>-MeOH 10:1). [a]3! 76

IR

'H-RMN

330

v (cm™): 3350, 2920, 2859, 1740, 1714, 1634, 1510,
1445, 1273, 1244, 1129, 973.

(300 MHz, CDs0D): & (ppm) 7.52 (s, 1H, H-3), 6.69
(d, 1H, J7-s = 8.0 Hz, H-7"), 6.64 (d, 1H, Jog = 2.0
Hz, H-4%), 6.53 (dd, 1H, Jy 7 = 8.0 Hz, Jg 4> = 2.0, H-
8°), 6.07 (¢, 1H, Js10= 8.0 Hz, H-8), 5.82 (m, 1H, H-
1), 4.80 (d, 1H, Ji-2~ = 7.8 Hz, H-1""), 4.42 (dd, 1H,
Jorasb=11.9 Hz, Jo-as~ = 2.1 Hz, H-67a), 4.24-4.04
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(m, 3H, H-6"’b, H-1"), 3.97 (dd, 1H, Js6a = 9.2 Hz,
Js.60 = 4.5 Hz, H-5), 3.71 (s, 3H, OMe), 3.67-3.39 (m,
3H, H-2°, H-3"’, H-4""), 2.73 (t, 2H, J>> 1> = 7.1 Hz,
H-2"), 2.70 (dd, 1H, Jeaeb = 14.0 Hz, Jea5s = 4.5 Hz,
H-6a), 2.39 (dd, 1H, Jeb,6a = 14.0 Hz, Jebs = 9.2 Hz,
H-6b), 2.26 (t, 2H, J =7.4 Hz, COCH2CH.CH3), 1.65
(dd, 3H, Jios = 8.0 Hz, Ji01 = 1.3 Hz, H-10), 1.58
(sext, 2H, J = 7.4 Hz, COCH2CH2CHz3), 0.89 (t, 3H,
J=7.4 Hz, COCH2CH2CHy3).

(75.5 MHz, CDsOD): & (ppm) 175.2 (C-7), 172.9
(CO Glc), 168.6 (COOMe), 155.1 (C-3), 146.2 (C-
5%), 144.5 (C-6"), 130.7 (C-3"), 130.2 (C-9), 125.2
(C-8), 121.3 (C-8"), 117.0 (C-4), 116.5 (C-7°), 109.4
(C-4), 101.0 (C-1""), 95.3 (C-1), 77.8 (C-5"), 75.6
(C-37), 74.7 (C-2°), 71.4 (C-4""), 66.9 (C-1°), 64.4
(C-6), 519 (COOMe), 412 (C-6), 36.8
(COCH:CH:CHz), 35.4 (C-2"), 31.8 (C-5), 19.4
(COCH2CH2CH3), 14.0 (COCH2CH2CHj3), 13.5 (C-
10),

m/z calculado para [M + Na]® Ci9HzsNaOia:
633.2154, encontrado 633.2146.
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6°°-O-Octanoil oleuropeina (48)

HO:©/\/O
HO

(0]
COOR
‘,, SN
=

O R=CO(CHy)eCHs

A una disolucién de 71 (20 mg, 0.04 mmol) en '‘BuOH anhidro (2 ml) se
afiadieron octanoato de vinilo (147 ul, 0.75 mmol) y lipasa Thermomyces
lanuginosus soportada en Immobed (80 mg), y se agitd a 60 °C durante
20 h. Se filtrd y se concentrd a sequedad resultando un residuo que se
purific6 mediante cromatografia en columna usando como eluyente

CH2CI>-MeOH (20:1 — 10:1) obteniendo 48 como un sirupo incoloro.
Rendimiento: 15 mg, 56% Rg 0.4 (CH2Cl—MeOH 10:1). [a]3! —96

IR v (cm): 3354, 2924, 2858, 1741, 1712, 1632, 1512,
1440, 1247, 1125, 975.

H-RMN (300 MHz, CD30D): 6 (ppm) 7.52 (s, 1H, H-3), 6.69
(d, 1H, J» s = 8.0 Hz, H-7"), 6.64 (d, 1H, J+ 3 = 2.0
Hz, H-4%), 6.52 (dd, 1H, Js» »=8.0 Hz, Js> 4 = 2.0, H-
8), 6.07 (¢, 1H, Js.10= 7.1 Hz, H-8), 5.83 (M, 1H, H-
1),4.80 (d, 1H, Ji»p» = 7.7 Hz, H-1""), 4.42 (dd, 1H,
Jora6 b= 11.9 Hz, J6a 5 = 2.1 Hz, H-6""a), 4.24-4.04
(m, 3H, H-6"’b, H-1°), 3.97 (dd, 1H, Jsga = 9.2 Hz,
Js.60 = 4.4 Hz, H-5), 3.71 (s, 3H, OMe), 3.46-3.34 (m,
3H, H-2’, H-3"’, H-4""), 2.73 (t, 2H, J»>1» = 7.0 Hz,
H-2"), 2.70 (dd, 1H, Jeaeb = 14.0 Hz, Jeas = 4.5 Hz,
H-6a), 2.39 (dd, 1H, Jeb,6a = 14.0 Hz, Jebs = 9.3 Hz,
H-6b), 2.28 (t, 2H, J = 7.3 Hz, CH, éster), 1.65 (dd,
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3H, Jios = 7.1 Hz, J101 = 1.4 Hz, H-10), 1.55 (m, 2H,
CHy éster), 1.26 (m, 8H, 4 CHzéster),0.88 (t, 3H, J =
7.0 Hz, CHs).

13C-RMN (75.5 MHz, CDsOD): & (ppm) 175.4 (C-7), 172.9
(CO Glc), 168.6 (COOMe), 155.1 (C-3), 146.2 (C-
5%), 145.0 (C-6), 130.7 (C-3"), 130.2 (C-9), 125.2
(C-8), 121.3 (C-8"), 117.0 (C-4"), 116.5 (C-7"), 109.4
(C-4), 101.0 (C-17), 95.3 (C-1), 77.8 (C-5""), 75.6
(C-3"), 74.7 (C-27), 71.4 (C-4°"), 66.9 (C-1"), 64.4
(C-6"), 51.9 (COOMe), 41.3 (C-6), 35.4 (CHa éster),
35.0 (C-2), 32.8 (CH éster), 31.8 (C-5), 30.2, 30.1,
26.0'y 23.7 (4 CHa éster), 14.4 (CHs), 13.6 (C-10).

HRLSI m/z calculado para [M + Na]® Cs3HssNaO1a:
689.2780, encontrado 689.2771.

Penta-O-acetil ligstrosido (147) y hexa-O-acetil oleuropeina (148)

A
/©/\/O\’//O COOMe CO:©/\/O 0 COOMe
AcO N AcO N
AcO Pz (0] AcO % (0]
o) o)
AcO AcO
Acmo Acmo

A partir de hojas de olivo del género Picual se realiz6 una
extraccion de ligstrésido y oleuropeina utilizando etanol acuoso (70:30
v/v) segin el método descrito por Stamatopoulos et al.®>’ La evaporacion
del disolvente dio como resultado un residuo que se acetild en
Ac,O/piridina.
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Tras la hidrolisis y evaporacion del disolvente se procedio a la

purificacion del crudo de reaccion mediante cromatografia en columna

en AcOEt-ciclohexano (1:5 — 1:1) consiguiéndose aislar el ligstrésido

per-O-acetilado 147 y la oleuropeina per-O-acetilada 148 como sirupos.

Los datos espectroscopicos de 147 y 148 estan en concordancia con los

publicados en bibliografia.?’2273

Datos de 147

IR

'H-RMN

v (cm™): 2934, 2863, 1761, 1741, 1735, 1712, 1632,
1512, 1247, 1240, 1125, 975.

(300 MHz, CDClIs): & (ppm) 7.46 (s, 1H, H-3), 7.20
(m, 2H, H-5°, H-7"), 7.01 (m, 2H, H-4’, H-8’), 5.97
(c, 1H, Jiog = 7.1 Hz, H-8), 5.69 (sa, 1H, H-1), 5.27
(t, 1H, J3»4» = 9.3 Hz, H-3""), 5.12 (t, IH, Jo»1» = 9.5
Hz, H-4°"), 5.11 (d, 1H, J1~,~= 7.8 Hz, H-2""), 5.03
(d, 1H, Jo»1» = 7.8 Hz, H-1""), 4.28 (dd, 1H, Js>b.6a
= 12.5 Hz, Js» 6 = 4.7 Hz, H-6"a), 4.20 (2dt, 1H
cada uno, Ji»a, b =10.8 Hz, J2»,;>= 7.0 Hz, H-17), 4.10
(dd, 1H, Js»aep> = 12.5 Hz, J5» b = 2.3 Hz, H-6"’b),
3.95 (dd, 1H, Jsas= 8.8 Hz, Jens = 4.4 Hz, H-5), 3.76
(m, 1H, H-5""), 3.72 (s, 3H, OMe), 2.91 (t, 2H, J; 2
=7.1 Hz, H-2"), 2.71 (dd, 1H, Jep6a= 14.5 Hz, J56a=
4.4 Hz, H-6a), 2.41 (dd, 2H, Jsaen = 14.5 Hz, Js6p =
8.8 Hz, H-6b), 2.28 (s, 3H, ArOCOMe), 2.03, 2.02

212 Damtoft, S; Franzyk, H; Jensen, SR. Phytochemistry 1992, 31, 4197-4201.
213 Procopio, A; Alcaro, S; Nardi, M; Oliverio, M; Ortuso, F; Sacchetta, P; Pieragostino,
D; Sindona, G. J. Agric. Food Chem. 2009, 57, 11161-11167.
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(2s, 6H cada uno, 4 OCOMe), 1.62 (dd, 3H, Jg10=7.1
Hz, J110= 1.4 Hz, H-10).

(75.5 MHz, CDCl3): & (ppm) 171.2, 170.7, 170.3,
169.7, 169.5, 169.4, 166.9 (7 CO), 153.2 (C-3), 149.5
(C-6"), 135.4 (C-3"), 130.0 (C-4’, C-8"), 128.1 (C-9),
125.0 (C-8), 121.7 (C- C-5’, C-7°), 108.8 (C-4), 97.2
(C-1), 93.8 (C-17), 72.7 (C-57), 72.3 (C-3"), 70.8
(C-27), 68.3 (C-47), 65.1 (C-1"), 61.8 (C-6”), 51.6
(OMe), 40.1 (C-6), 34.5 (C-2°), 30.4 (C-5), 21.2
(ArOCOMe), 20.7 (OCOMe), 13.6 (C-10).

m/z calculado para [M + Na]* CssHs2NaO1r:
757.2314, encontrado 757.2296.

v (cm™): 2934, 2862, 1761, 1740, 1735, 1715, 1632,
1512, 1248, 1242, 1126, 972.

(300 MHz, CDCl3) 6 7.45 (s, 1H, H-3), 7.13-7.06 (m,
2H, H-7°, H-8%), 7.04 (d, 1H, Jyg = 1.8 Hz, H-4"),
5.98 (q, 1H, Js,10 = 6.9 Hz, H-8), 5.69 (m, 1H, H-1),
5.27 (t, 1H, J3» 4> = 9.3 Hz, H-3"), 5.12 (t, 2H, J2 1>
= 7.8 Hz, H-2"", H-4"), 5.02 (d, 1H, H-1""), 4.29 (dd,
1H, Jo»aeb = 12.6 Hz, Jo»a5» = 4.8 Hz, H-6a), 4.28,
4.18 (2dt, 1H cada uno, Ji’a,1v = 10.8 Hz, J1°2»» = 6.9
Hz, H-1°), 4.10 (dd, 1H, Jsbs+ = 2.1 Hz, H-6"’b),
3.96 (dd, 1H, Js.6a = 8.7 Hz, Js0 = 4.5 Hz, H-5), 3.75
(m, 1H, H-5>%), 3.72 (s, 3H, OMe), 2.90 (t, 2H, H-2"),
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2.71 (dd, 1H, H-6b), 2.41 (dd, 1H, H-6a), 2.28, 2.27
(2s, 3H cada uno, ArOCOMe), 2.04, 2,03, 2.02 (3s,
12H, OCOMe), 1.68 (dd, 3H, Jio1 = 1.3 Hz, H-10).

2>°,3”°,4”°,6°°-Tetra-O-acetil ligstrésido (49)
/@NO\’?O COOMe
HO BT
AcO =
o)
AcO
A

A una disolucion de 147 (30 mg, 39.5 umol) en MeOH (1 ml) se

afiadié extracto de lipasa 2B120 procedente de Pseudomonas (15 mg) y

se agitd a 40 °C durante 20 h. Se concentr6 a sequedad resultando un
residuo que se purificd mediante cromatografia en columna usando como
eluyente CH.Cl,-MeOH (200:1) obteniendo 49 como un sirupo

incoloro.
Rendimiento: 10 mg, 35% Rr 0.4 (CH.Cl.—MeOH 10:1). [a]3® —98

IR v (em™): 3352, 2930, 2854, 1743, 1735, 1717, 1632,
1514, 1245, 1224, 1129, 976.

IH-RMN (500 MHz, CDCls): & (ppm) 7.45 (s, 1H, H-3), 7.02
(m, 2H, H-4’, H-8), 6.76 (m, 2H, H-5°, H-7"), 5.89
(¢, 1H, Jws= 7.1 Hz, H-8), 5.66 (sa, 1H, H-1), 5.49
(sa, 1H, OH), 5.28 (t, 1H, J3» 4 = 9.5 Hz, H-3"), 5.14
(t, 1H, Jg-3- = 9.5 Hz, H-4"), 5.11 (d, 1H, J;=2~ =
7.9 Hz, H-2"), 5.03 (d, 1H, Jp»1» = 7.9 Hz, H-1""),
4.29 (dd, 1H, Jobea~ = 12.5 Hz, Js~ o~ = 4.7 Hz, H-
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6’’a), 4.27 (dt, 1H, Jip,ra= 10.8 Hz, J2» 1= 7.0 Hz,
H-1’a), 4.14 (dd, 1H, Jeraeb = 12.5 Hz, J5 62 = 2.3
Hz, H-6’"b), 4.12 (dt, 1H, Ji°a,1'v= 10.8 Hz, J2- 1= 7.0
Hz, H-1°b), 3.94 (dd, 1H, Jsa5 = 8.8 Hz, Jeb,s = 4.4 Hz,
H-5), 3.76 (m, 1H, H-5""), 3.72 (s, 3H, OMe), 2.81 (t,
2H, Ji'p» = 7.1 Hz, H-2"), 2.71 (dd, 1H, Jebea = 14.5
Hz, Jsea = 4.4 Hz, H-6a), 2.36 (dd, 2H, Jea,eb = 14.5
Hz, Jsen = 8.8 Hz, H-6b), 2.05, 2.04, 2.03, 2.02 (4s,
3H cada uno, OCOMe), 1.62 (dd, 3H, Jg10= 7.1 Hz,
J1,10= 1.4 Hz, H-10).

(125 MHz, CDCls): § 171.2, 170.9, 170.4, 169.8,
169.6, 166.9 (6 CO), 154.7 (C-6"), 153.2 (C-3), 130.1
(C-4’, C-8"), 129.9 (C-3"), 127.8 (C-9), 125.1 (C-8),
115.6 (C- C-5°, C-7°), 109.0 (C-4), 96.9 (C-1), 93.6
(C-17"), 72.6 (C-3"), 72.4 (C-2"), 70.9 (C-5"), 68.4
(C-4"), 65.5 (C-17), 61.9 (C-6""), 51.6 (OMe), 40.0
(C-6), 34.3 (C-2°), 30.4 (C-5), 21.2, 20.8, 20.7 (4
OCOMe), 13.6 (C-10).

m/z calculado para [M + Na]* CssHaNaOss:
715.2209, encontrado 715.2193.
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2”°.3”°.4”°,6°°-Tetra-O-acetil oleuropeina (50)

HO 0__0

X o
HO
=

AcO
(0]
AcO
Acmo
OAc

Método A: A una disolucion de 148 (100 mg, 0.13 mmol) en
MeOH (3 ml) se afiadio el extracto enzimatico 2B122 procedente de
Terribacillus (96 mg) y se agitd a 40 °C durante 12 h. Se concentro a
sequedad resultando un residuo que se purifico mediante cromatografia
en columna usando como eluyente CH2Cl>-MeOH (60:1 — 10:1)

obteniendo 50 como un sirupo marrén.
Rendimiento: 20 mg, 22%. Rr 0.5 (CH2Cl>—MeOH 10:1)

Método B: A una disolucion de 148 (200 mg, 0.25 mmol) en
MeOH (3 ml) se afiadié el extracto enziméatico 2B120 procedente de
Pseudomonas (100 mg) y se agitd a 40 °C durante 20 h. Se concentr6 a
sequedad resultando un residuo que se purificdé mediante cromatografia
en columna usando como eluyente CH>Cl>-MeOH (60:1 — 30:1)

obteniendo 50 como un sirupo marron.
Rendimiento: 90 mg, 51% Rg 0.7 (CH2Cl>-MeOH 10:1). [a]3? —98

IR v (em™): 3350, 2937, 2860, 1746, 1731, 1717, 1632,
1513, 1244, 1224, 1129, 972.

IH-RMN (300 MHz, CDs0D): & (ppm) 7.50 (s, 1H, H-3), 6.70
(d, 1H, J75 = 8.0 Hz, H-7), 6.66 (d, 1H, Jsg = 2.0
Hz, H-4%), 6.54 (dd, 1H, Jg7» = 8.0 Hz, Jg 4> = 2.0, H-
8),5.98 (¢, 1H, Jg10= 7.7 Hz, H-8), 5.79 (m, 1H, H-
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1), 5.34 (t, 1H, J3»4» = 9.4 Hz, H-3"’), 5.18 (d, 1H,
Ji»2»=8.0 Hz, H-1"), 5.08 (t, 1H, Js»3» = 10.0 Hz,
H-4"), 5.05 (dd, 1H, Jo» 4+ = 9.5 Hz, J>~;~ = 8.0 Hz,
H-2""), 4.32 (dd, 1H, J6~ag b= 12.4 Hz, Joras~ = 4.4
Hz, H-6’a), 4.25-4.06 (m, 3H, H-6""b, H-1°, H-5),
3.99-3.94 (m, 1H, H-5"%), 3.73 (s, 3H, OMe), 2.75 (t,
2H, Jo1° = 7.1 Hz, H-2°), 2.72 (dd ,1H, Jasp = 14.0
Hz, Jsas = 4.6 Hz, H-6a), 2.43 (dd, 1H, Jeb,ca = 14.0
Hz, Jebs = 9.2 Hz, H-6b), 2.02, 2.00 y 1.99 (3s, 3H
cada uno, 4 Ac), 1.67 (dd, 3H, Jios = 7.1 Hz, Ji01 =
1.4 Hz, H-10).

(75.5 MHz, CD30D): 6 (ppm) 172.9 (C-7), 172.4,
171.6, 171.3 (4 CO Glc), 168.5 (COOMe), 154.8 (C-
3),153.3(C-5’y6’), 130.7 (C-37), 130.0 (C-9), 125.3
(C-8),121.4 (C-8), 117.0 (C-4"), 116.5 (C-7"), 109.8
(C-4),98.9 (C-1"),95.8 (C-1), 74.0 (C-5"), 73.2 (C-
377), 72.4 (C-2"), 69.6 (C-4""), 66.9 (C-1"), 62.9 (C-
6’’), 52.0 (C-COOMe), 41.1 (C-6), 35.4 (C-27), 31.8
(C-5), 20.6 y 20.5 (4 Ac), 13.6 (C-10).

m/z calculado para [M + Na]* CssHaNaO;1r:
731.2158, encontrado 731.2133.
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4. TRANFORMACION QUIMICA DE FENOLES
SECOIRIDOIDES PROCEDENTES DEL OLIVO.
ESTRATEGIAS PARA SU ESTABILIZACION

Oleaceina  acetilada  (Aceoleina, 51) 'y  Aglicon del
OleurdsidoDeshidratado acetilado (DOA acetilado, 52)

Acoj©mo\fo ACO:©/\/O\]¢O COOMe
AcO " AcO \/é
~_ O O
5

Una disolucion de 71 (110 mg, 0.20 mmol) en DMSO humedo (3
ml) se calent6 a 150 °C durante 5 h. La mezcla se acetil6 sin evaporar el
disolvente empleando DMAP (2 mg) y Ac20 (0.4 ml). El exceso de Ac.O
se hidroliz6 con unas gotas de H20, y la disolucién se concentrd a
sequedad en la bomba de aceite resultando un residuo que se purifico
mediante cromatografia en columna usando como eluyente AcOEt—

ciclohexano (1:3 — 1:1) obteniendo 51 como un sirupo amarillo muy

palido y 52 como un sirupo incoloro.

Datos de 51: Rendimiento: 38 mg, 42% Rr 0.4 (AcOEt-—ciclohexano 1:1).
[a]3* +103.

IR v (em™): 2931, 1762, 1739, 1680, 1649, 1241, 1224,
824.
IH-RMN (125 MHz, CDCls): § 9.63 (m, 1H, H-3), 9.21 (d, 1H,

Jig=2.0Hz, H-1), 7.12 (d, 1H, J7-s = 8.3 Hz, H-7"),
7.06 (dd, 1H, Jg 7= 8.3 Hz, Js.4 = 1.9 Hz, H-8"), 6.62
(c, 1H, Js10= 7.1 Hz, H-8), 4.29-4.19 (m, 2H, H-1°),
3.63-3.55 (m, 1H, H-5), 2.97 (ddd, 1H, Jsaa = 18.4
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Hz, Jaas = 8.5 Hz, Jsa3 = 1.2 Hz, H-4a), 2.89 (t, 1H,
J»1»=6.7 Hz, H-2"), 2.74 (ddd, 1H, Jab4a= 19.0 Hz,
Japs = 6.3 Hz, Jap3 = 1.2 Hz, H-4b), 2.68 (dd, 1H,
Jeaeb = 15.8 Hz, Jesas = 8.5 Hz, H-6a), 2.60 (dd, 1H,
Jebea= 15.8 Hz, Jens = 6.5 Hz, H-6b), 2.28 y 2.27 (2s,
3H cada uno, 2 Ac), 2.04 (d, 3H, Jiog = 7.1 Hz, H-
10).

(125 MHz, CDCls): § 200.6 (C-3), 195.3 (C-1), 172.0
(C-7), 168.5 y 168.4 (2 CO Ac), 154.6 (C-8), 143.3
(C-9), 142.1 (C-5"), 140.9 (C-6), 136.8 (C-3°), 127.1
(C-8°), 124.0 (C-4), 123.5 (C-7), 64.5 (C-17), 46.3
(C-4), 37.0 (C-6), 34.5 (C-2), 27.4 (C-5), 20.8 (2
Ac), 15.4 (C-10).

m/z calculado para [M + Na]* C21H24NaOs: 427.1363,
encontrado 427.1362.

Datos de 52: Rendimiento: 12.5 mg, 15% Rr 0.6 (AcOEt-ciclohexano

1:1). [a]3* —26.

IR

'H-RMN

v (cm™): 3090, 2937, 1743, 1735, 1711, 1642, 1244,
1224, 998, 911.

(125 MHz, CDCl3): § (ppm) 7.49 (s, 1H, H-3), 7.10
(M, 2H, H-7> y H-8), 7.04 (m, 1H, H-4"), 6.53 (s, 1H,
H-1), 6.14 (dd, 1H, Jg 1otrans = 17.6 Hz, Jg10cis = 11.0
Hz, H-8), 5.30 (d, 1H, Jiostrans = 17.6 Hz, H-10trans),
5.07 (d, 1H, Jio8cis = 11.0 Hz, H-10¢is), 4.23 (td, 2H,
J12:= 6.9 Hz, J= 1.1 Hz, H-1°), 3.93 (t, 1H, Js,6 = 4.8
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13C-RMN

HRLSI-MS

Oleaceina (53)

A una disol

Hz, H-5), 3.73 (s, 3H, COOMe), 2.90 (t, 2H, J»,1> =
6.9 Hz, H-2’), 2.63 (dd, 1H, Jsaer = 14.4 Hz, Jeas =
4.1 Hz, H-6a), 2,54 (dd, 1H, Jebea = 14.4 Hz, Jens =
5.5 Hz, H-6b), 2.29 y 2.28 (2s, 3H cada uno, 2 Ac).

(125 MHz, CDCl3): & (ppm) 171.3 (C-7), 168.5 y
168.4 (2 CO Ac), 166.9 (COOMe), 151.5 (C-3),
142.1 (C-57), 141.2 (C-1), 140.8 (C-6°), 137.1 (C-3"),
131.6 (C-8), 127.2 (C-7’), 123.9 (C-4’), 1234 (C-
8%), 117.7 (C-4), 112.7 (C-10), 108.9 (C-9), 64.5 (C-
1’), 51.7 (COOMe), 39.3 (C-6), 34.4 (C-2"),29.8 (C-
5), 27.2 (C-4), 20.8 (2 Ac).

m/z calculado para [M + Na]* C23sH24NaOg: 467.1313,
encontrado 467.1310.

HOD/VOYO
HO

ucién de 51 (40 mg, 99 pumol) en MeOH (1 ml) se

afiadid el extracto enziméatico HR21-6 procedente de Bacillus pumilus

(40 mg) y se agit6 a 40 °C durante 2 h. Tras finalizar la reaccion, se filtrd

y se concentr6 a sequedad dando como resultado un sirupo incoloro

correspondiente a 53 como unico producto. Los datos espectroscopicos

estan en concordancia con la bibliografia.'®*

Rendimiento: cuant. Rr 0.35 (AcOEt—ciclohexano 1:1)
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'H-RMN (300 MHz, CDCl3): 6 (ppm) 9.64 (m, 1H, H-3), 9.22
(d, 1H,J18=1.9 Hz, H-1),6.78 (d, 1H, J7- 3= 8.0 Hz,
H-7), 6.71 (d, 1H, J+ g = 1.9 Hz, H-4"), 6.64 (c, 1H,
Js,10=7.0 Hz, H-8), 6.54 (dd, 1H, Js' 7» = 8.0 Hz, Jg> 4
= 1.9 Hz, H-8’), 4.25-4.09 (m, 2H, H-1°), 3.73-3.64
(m, 1H, H-5), 2.92 (ddd, 1H, J4an = 19.2 Hz, Jsas =
8.5 Hz, Jaa3= 1.2 Hz, H-4a), 2.81-2.62 (m, 6H, H-4,
H-1’ y H-6), 2.05 (d, 3H, Ji0g= 7.1 Hz, H-10).

13C-RMN (125 MHz, CDCls): & (ppm) 200.9 (C-3), 195.3 (C-
1), 171.9 (C-7), 154.9 (C-8), 144.4 (C-9), 143.5 (C-
5%), 143.4 (C-6), 130.0 (C-3"), 120.9 (C-8"), 116.0
(C-4’), 115.8 (C-7°), 65.4 (C-1°), 46.4 (C-4), 37.1 (C-
6), 34.4 (C-2°), 27.4 (C-5), 15.4 (C-10).

Aglicon deshidratado del oleurésido (DOA) (54)

HOD/VOYO COOMe
X0
Método A: A una disolucion de 52 (40 mg, 90 umol) en MeOH
(1 ml) se afiadid el extracto enzimatico HR21-6 procedente de Bacillus
pumilus (40 mg) y se agito a 40 °C durante 2 h. Tras finalizar la reaccion,
la disolucion se filtrd y se concentro6 a sequedad, redisolviendo el residuo

en CHzCl2 (5 ml) y lavando con H20 (3x5 ml) obteniendo 54 como un

sirupo incoloro.

Rendimiento: cuant. Rr 0.45 (AcOEt—ciclohexano 1:1)
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Método B: A una disolucion de 52 (40 mg, 90 pmol) en MeOH
(1 ml) se afiadi6 imidazol (24 mg, 0.36 mmol) y se agitd a 40 °C durante
24 h. La reaccion se concentrd a sequedad resultando un residuo que se
purific6 mediante cromatografia en columna usando como eluyente

AcOEt-ciclohexano (1:2) obteniendo 54 como un sirupo incoloro.

Rendimiento: 32%

IR v (emY): 3348, 2935, 1745, 1735, 1713, 1642, 998,
914
IH-RMN (300 MHz, CDCls): & 7.52 (s, 1H, H-3), 6.78 (d, 1H,

Jrg = 8.0 Hz, H-7"), 6.77 (d, 1H, Jsy 8> = 2.0 Hz, H-
4%),6.61 (dd, 1H, Js» = 8.0 Hz, Js-4- = 2.0 Hz, H-8"),
6.57 (s, 1H, H-1) 6.15 (dd, 1H, Jg 1otrans = 17.6 Hz,
Js,10¢is = 11.1 Hz, H-8), 5.35 (d, 1H, Ji0s = 17.6 Hz,
H-10trans), 5.08 (d, 1H, Jios = 11.1 Hz, H-10cis), 4.14
(m, 2H, H-1"),3.95 (dd, 1H, Js4a = 4.1 Hz, J54o = 5.5
Hz H-5), 3.77 (s, 3H, COOMe), 2.80 (t, 2H, J»> =
6.9 Hz, H-2"), 2.58 (dd, 1H, Jeaeb = 14.4 Hz, Jeas =
4.1 Hz, H-6a), 2,54 (dd, 1H, Jebea = 14.4 Hz, Jebs =
5.5 Hz, H-6b).

13C-RMN (75.5 MHz, CDCls): & (ppm) 171.4 (C-7), 167.0 (C-
3), 164.0 (COOMe), 151.5 (C-1), 145.2 (C-5°), 143.9
(C6), 141.2 (C-8), 131.2 (C-3), 129.4 (C-8), 117.8
(C-4), 116.6 (C-4’), 116.0 (C-7’), 112.7 (C-10),
109.0 (C-9), 65.6 (C-1°), 51.8 (COOMe), 39.5 (C-6),
34.4 (C-5), 27.1 (C-2").
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HRLSI-MS m/z calculado para [M + Na]* C19H20NaO7: 383.1101,
encontrado 383.1112.

5°,6’-Metilidéndioxi oleuropeina (55)

A unadisolucion de 70 (100 mg, 0.185 mmol) en DMF (5 ml), se
afiadieron Cs2CO3z (78 mg, 0.24 mmol) y BrCICH> (250 ul, 3.7 mmol),
y se agitd a 100 °C durante 1 h. Se concentré a sequedad resultando un
residuo que se purificd mediante cromatografia en columna usando como
eluyente CH2Cl>-MeOH (30:1 — 20:1) obteniendo 55 como un sirupo
amarillo.

Rendimiento: 56.2 mg, 55%. Re 0.15 (CH2Cl>-MeOH 10:1); [a]3!
—146.88.

IR v (em™): 3353, 2921, 2873, 1741, 1719, 1634, 1516,
1444, 1273, 1234, 1123, 827.

'H-RMN (300 MHz, CD30D): & (ppm) 7.51 (s, 1H, H-3), 7.75
(m, 2H, H-4’ y H-7"), 6.69 (dd, 1H, J7»s = 8.0 Hz,
Jy g =1.5Hz, H-8"),6.08 (c, 1H, Jiog= 7.1 Hz, H-8),
5.91 (s, 3H, H-1 y OCH20), 4.81 (d, 1H, J1»p»=7.7
Hz, H-1""),4.25,4.13 (2dt, 1H cadauno, Ji>a,1’,=10.8
Hz, Jo1r=6.8 Hz, H-1"), 3.97 (dd, 1H, Js6a = 8.9 Hz,
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Jsep = 4.5 Hz, H-5), 3.90 (dd, 1H, Jsaes = 12.2 Hz,
Jovas~ = 1.8 Hz, H-6""a), 3.72 (s, 3H, COOMe), 3.67
(dd, 1H, Jobea = 12.2 Hz, Jons = 5.6 Hz, H-67b),
3.42,3.34 (2m, 4H, H-2"", H-3", H-4”, H-5""), 2.85
(t, 2H, Jo = 6.8 Hz, H-2), 2.70 (dd, 1H, Jebea =
14.1 Hz, Jous = 4.6 Hz, H-6’b), 2.45 (dd, 1H, Jeaeb
= 14.1 Hz, Jous = 9.0 Hz, H-6"a), 1.66 (dd, 3H, Js10
= 7.1 Hz, Js.10= 1.4 Hz, H-10).

13C-RMN (75.5 MHz, CD30D): § (ppm) 173.1 (C-7), 168.6
(COOMe), 155.1 (C-3), 149.1 (C-5"), 147.6 (C-6"),
133.1 (C-3), 130.5 (C-9), 124.8 (C-8), 123.1 (C-8),
110.2 (C-4), 109.3 (C-17), 109.2 (C-7°), 102.1 (C-
1), 100.8 (OCH,0), 95.1 (C-4), 78.4 (C-5""), 77.9 (C-
377, 74.7 (C-27"), 71.5 (C-47), 66.7 (C-17), 62.8 (C-
6"), 51.9 (COOMe), 41.2 (C-6), 36.7 (C-2), 31.8 (C-
5), 13.5 (C-10).

HRESI m/z calculado para [M + Na]® CzH32NaOis:
575.1735, encontrado 575.1740.

5°,6’-Metilidéndioxi oleaceina (56)
T
o) T
= O
I

)

Una disolucion de 55 (90 mg, 0.16 mmol) en DMSO hdmedo (2

ml) se calentd en un microondas cientifico a 150 °C durante 5 h. Tras el
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8.2. Parte experimental

calentamiento, la disolucion se concentré a sequedad resultando un

residuo que se purificO mediante cromatografia en columna AcOEt—

ciclohexano (1:4 — 1:2) obteniendo 56 como un sirupo incoloro.

Rendimiento: 20.0 mg, 37% Re 0.6 (AcOEt-ciclohexano 1:1). [a]3!

—2.5.

IR

'H-RMN

13C-RMN

HRESI

v (cm™): 2931, 1761, 1740, 1680, 1649, 1241, 1224,
820.

(300 MHz, CDClI3): 6 (ppm) 9.64 (m, 1H, H-3), 9.25
(d, 1H, J1g = 2.0 Hz, H-1), 6.73 (d, 1H, J7-5- = 7.9 Hz,
H-7°), 6.37 (d, 1H, J# 7 = 1.5 Hz, H-4"), 6.65-6.60
(m, 2H, H-8’, H-8), 5.93 (s, 2H, OCH:0), 4.19 (m,
2H, H-17), 3.62 (m, 1H, H-5), 2.99 (dd, 1H, Jsaa =
18.3 Hz, Jsa5 = 1.2 Hz, H-4a), 2.81 (t, 2H, J>> 1 = 6.9
Hz, H-2’), 2.75 (dd, 1H, Japb4a = 18.3 Hz, Japs = 0.8
Hz, H-4b), 2.69 (dd, 1H, Jeasr = 16.0 Hz, Jsas = 8.4
Hz, H-6a), 2.61 (dd, 1H, Jeb,ea = 16.0 Hz, Jebs = 6.8
Hz, H-6b), 2.08 (d, 3H, Ji0s = 7.1 Hz, H-10).

(775.5 MHz, CDCls): § (ppm) 200.5 (C-3), 195.2 (C-
1), 172.0 (C-7), 154.4 (C-8), 147.8 (C-5), 146.4 (C-
6), 143.4 (C-9), 1315 (C-3"), 121.9 (C-8), 109.4
(C-4%), 108.4 (C-7°), 101.0 (OCH;0), 65.2 (C-1"),
46.4 (C-4), 37.0 (C-6), 34.9 (C-2°), 27.4 (C-5), 15.4
(C-10).

m/z calculado para [M + Na]" C1gH20NaOs: 355.1152,
encontrado 355.1150.
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Aceocantal (58)

Se disolvio 57 (100 mg, 0.33 mmol) en una mezcla de
Ac.O/piridina 1:1 (v/v, 2 ml) a 0 °C. Tras 15 min, se dejo en agitacion a
t.a. durante la noche. El exceso de Ac2O se hidrolizd con H20 y se
concentré a sequedad resultando un residuo que se purificé mediante
cromatografia en columna usando como eluyente (AcOEt-ciclohexano

1:2) obteniendo 57 como un sirupo incoloro.

Rendimiento: cuant. Rr 0.5 (AcOEt-ciclohexano 1:1)

IR v (cm™): 2931, 1762, 1743, 1677, 1649, 1241, 1220,
824,
'H-RMN (300 MHz, CDCls): & (ppm) 9.63 (m, 1H, H-3), 9.21

(d, 1H, J1g= 2.0 Hz, H-1), 7.19 (d, 2H, Js5- = 8.5 Hz,
H-4’ y H-8"), 7.01 (d, 2H, Js4' = 8.5 Hz, H-5" y H-
7), 6.61 (c, 1H, Js.10= 7.1 Hz, H-8), 4.24 (m, 2H, H-
17), 3.61 (m, 1H, H-5), 2.97 (ddd, 1H, Jsz= 1.1 Hz,
J45=8.5 Hz, Jaasp = 18.3 Hz, H-4), 2.89 (t, 2H, J»--
= 6.9 Hz, H-2"), 2.74 (dd, 1H, Js4 = 8.5 Hz, Japaa =
18.3 Hz, H-4b), 2.70 (dd, 1H, Jss = 8.4 Hz, Jeasb
15.8 Hz, H-6a), 2.60 (dd, 1H, Js6 = 8.4 Hz, Jebsa
15.8 Hz, H-6b), 2.29 (s, 3H, Ac), 2.05 (d, 3H, Jiog
7.1 Hz, H-10).
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HRESI

8.2. Parte experimental

(75.5 MHz, CDCls): & (ppm) 200.5 (C-3), 195.3 (C-
1), 172.0 (C-7), 154.4 (C-8), 149.5 (C-6"), 143.4 (C-
9), 135.5 (C-3*), 130.0 (C-4’ y C-8"), 121.8 (C-5" y
C-7°), 64.9 (C-1°), 46.4 (C-4), 37.0 (C-6), 34.5 (C-
2%), 27.4 (C-5), 15.3 (C-10).

m/z calculado para [M + Na]" C19H22NaOs: 369.1309,
encontrado 369.1309.

2,3-Dihidro aceoleina (59)

ACOD/VOYO
AcO e

Una disolucion de 51 (100 mg, 0.25 mmol) en AcCOH/THF 2.5:1
(v/v, 2 ml) se afiadi6 NaBH(OACc)3 (54.4 mg, 0.25 mmol) y se agité a 0

°C durante 45 min. A continuacion, se concentr6 a sequedad resultando

un residuo que se purific6 mediante cromatografia en columna usando

como eluyente (AcOEt-ciclohexano 1:3 — 1:1) obteniéndose 59 como

un sirupo incoloro.

Rendimiento: 46.7 mg, 46%. Rr 0.4 (AcOEt-ciclohexano 1:1)

IR

'H-RMN

v (em™): 3633, 2939, 1762, 1743, 1682, 1243, 1227,
1130, 821.

(300 MHz, CDCls): § 9.26 (d, 1H, Ji10 = 1.9 Hz, H-
1), 7.09 (m, 2H, H-7° y H-8"), 7.03 (d, 1H, Jo g = 1.5
Hz, H-4%), 6.62 (c, 1H, Js10 = 7.1 Hz, H-8), 4.24 (t,
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13C-RMN

HRESI

2H, Ji>» = 6.7 Hz, H-17), 3.53 (m, 1H, H-5), 3.38 y
3.28 (2m, 1H cada uno, H-3), 2.89 (t, 2H, J;-» = 6.7
Hz, H-1"),2.74 y 2.63 (2dd, 1H cada uno, Jeaeb = 15.8
Hz, Jeas = 8.4 Hz, Jens = 6.5 Hz, H-6), 2.29 y 2.28
(2s, 3H cada uno, 2 Ac), 1.97 (d, 3H, Jiog = 7.1 Hz,
H-10), 1.90 y 1.75 (2m, 1H cada uno, H-4).

(125 MHz, CDCls): § 195.2 (C-1), 172.0 (C-7), 168.4
y 168.3 (2 CO Ac), 154.7 (C-8), 143.3 (C-9), 142.3
(C-5°), 140.9 (C-6’), 136.5 (C-3), 127.0 (C-8"),
124.0 (C-4"), 123.8 (C-7°), 64.5 (C-1°), 61.2 (C-3),
37.0 (C-6), 34.6 (C-4), 34.5 (C-2), 27.1 (C-5), 20.8
(2 Ac), 15.4 (C-10).

m/z calculado para [M + Na]" C21H26NaOs: 429.1520,
encontrado 429.1510.

3Ry 3S-1,2-Dihidro aceoleina (60)

AcO AcO
¢ o) ¢ o)
OH
AcO (6] AcO (e}

~0 ~0 OH
72 72

Me Me

A una disolucion de 51 (100 mg, 0.25 mmol) en MeOH-Buffer
HPO4%/H,PO4 (1:1, 5 ml) se afiadieron CeCls-6H20 (88.6 mg, 0.25
mmol) y NaBHs (16.5 mg, 0.43 mmol). La disolucion se agité a t.a

durante 2 h y se concentro a sequedad resultando un residuo que se

purific6 mediante cromatografia en columna usando como eluyente

AcOEt—ciclohexano (1:5 — 1:1) obteniendo 60 como un sirupo incoloro.
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Por 'H RMN se detecta la formacion de los epimeros 3R y 3S en

proporcién parecida.

Rendimiento: 54 mg, 54%. Rr 0.3 (AcOEt-ciclohexano 1:1)

IR

H-RMN

13C-RMN

v (cm™): 3610, 2939, 1764, 1743, 1240, 1130, 1054.

(500 MHz, (CD3)2CO): & (ppm) 7.18 (2dd, 1H cada
uno, Js,7» = 8.3 Hz, Jg 4 = 2.0 Hz, H-8’ (R) vy (5)),
7.16 (2d, 1H cada uno, J4- 8 = 2.0 Hz, H-4’ (R) y (S)),
7.13 (2d, 1H cada uno, J» s = 8.3 Hz, H-7" (R) y (S)),
5.35y5.34 (2c, 1H cada uno, Js,10 = 6.7 Hz, H-8 (R)
y (S)), 5.21 (d, 1H, Jon;3 = 6.2 Hz, OH (R)), 5.19 (m,
1H, H-3 (R)), 5.00 (m, 1H, OH (S)), 4.99 (m, 1H, H-
3 (S)), 4.60 (m, 1H, H-1ax (R)), 4.26 (2dt, 2H cada
uno, Jia', 1 = 11.8 Hz, J122>» = 6.7 Hz, H-1" (R) y (S)),
4.13 (m, 1H, H-1ax (S)), 3.93 (d, 1H, Jiec1ax = 13.0
Hz, H-1ec (R)), 3.54 (d, 1H, Jiec,1ax = 12.2 Hz, H-1ec
(S)), 3.29 (m, 1H, H-5 (S)), 3.21 (m, 1H, H-5 (R)),
2.95y 2.94 (2t, 2H cada uno, J»»,r = 6.7 Hz, H-2’ (R)
y (S)), 2.85 y 2.77 (2dd, 1H cada uno, Jeaer = 15.2
Hz, Jebs = 8.26 Hz, Jeas = 7.3 Hz, H-6 (R)), 2.56 y
2.48 (2dd, 1H cada uno, Jeaeb = 14.5 Hz, Jeas = 8.3
Hz, Jens = 7.5 Hz, H-6 (S)), 2.26, 2.25y 2.24 (4 Ac
(R) y (S)), 1.82 (dt, 2H, Jsaan = 13.5 Hz, J = 2.3 Hz,
H-4 (S)), 1.75 (m, 2H, H-4 (R)), 1.55 y 1.54 (2dd, 3H
cada uno, Jiog = 6.7 Hz, Jiop = 1.3 Hz, H-10 (R) y
(S).

(125 MHz, (CDs)2CO): 5 (ppm) 173.0 y 172.3 (2 C-
7), 168.7 (4 CO Ac), 143.3 (C-5"), 142.0 (C-6"),
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HRESI

138.0 (C-3"), 137.3 (C-1°), 136.8 (C-9), 127.7 (C-8"),
124.8 (C-4), 120.8 y 120.5 (C-8), 93.0 y 92.3 (C-3),
67.9'y 62.4 (C-1), 39.6 y 38.1 (C-6), 37.9 y 35.8 (C-
4), 34.9 (C-2°), 31.4 y 30.6 (C-5), 12.7 y 12.4 (C-10).

m/z calculado para [M + Na] C21H2sNaOes:
429.1520, encontrado 429.1513.

Aceoleina 3-etilideno acetal (61)

Ac

OD/\/OYO
AcO §
P~ (@]
|
(0]

A una disolucién de 51 (115 mg, 0.28 mmol) en CDClIs3 (2 ml) se
afiadieron etilenglicol (31 ul, 0.56 mmol) y TFA (10.7 pl, 0.14 mmol).
La disolucion se calent6 a 50 °C hasta la desapariciéon del producto de

partida monitorizandose la reaccion mediante *H-RMN. Por ultimo, se

neutralizé el medio con NaHCO3 y el producto se purificO mediante

cromatografia en columna usando como eluyente AcOEt-ciclohexano

(1:2) obteniendo 61 como un sirupo incoloro.

Rendimiento: 86 mg, 68% Rr 0.4 (AcOEt-—ciclohexano 1:1).

IR

'H-RMN

352

v (cm™): 2940, 2874, 1749, 1685, 1243, 1222, 1130,
820.

(300 MHz, CDCls): & (ppm) 9.20 (d, 1H, Jig = 2.0
Hz, H-1), 7.09 (d, 1H, J7 & = 8.2 Hz, H-7°), 7.06 (dd,
1H, Jy 7 = 8.2 Hz, Jy.4 = 1.9 Hz, H-8"), 6.99 (d, 1H,
Jog = 1.9 Hz, H-4"), 6.56 (c, 1H, Jg10 = 7.1 Hz, H-
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8), 4.68 (dd, 1H, J34a = 6.1 Hz, J340 = 3.6 Hz, H-3),
4.19 (m, 2H, H-17), 3.89 y 3.76 (2m, 2 H cada uno,
OCH,CH0), 3.28 (m, 1H, H-5), 2.85 (t, 2H, J»'1» =
6.8 Hz, H-2"), 2.81 (dd, 1H, Jeaeb = 15.6 Hz, Jeas =
9.6 Hz, H-6a), 2.60 (dd, 1H, Jebea = 15.6 Hz, Jebs =
5.5 Hz, H-6b), 2.26 y 2.25 (2s, 3H cada uno, 2 Ac),
2.10 (m, 1H, H-4b), 1.96 (d, 3H, Ji0g = 7.1 Hz, H-
10), 1.83 (dt, 1H, Jab,4a = 14.0 Hz, Jsa3 = 5.9 Hz, H-
4a).

13C-RMN (75.5 MHz, CDCl3): & (ppm) 195.2 (C-1), 172.4 (C-
7), 168.3, 168.2 (OCOMe), 153.0 (C-8), 144.1 (C-9),
141.9, 140.7 (C-5°, C-6), 136.8 (C-3), 127.0 (C-8"),
123.8 (C-4), 123.3 (C-7°), 103.2 (C-3), 64.8 y 64.7
(OCH2CH,0), 64.3 (C-1°), 37.5 (C-6), 36.0 (C-4),
34.3 (C-2°), 29.3 (C-5), 20.6 (OCOMe), 14.0 (C-10).

HRLSI m/z calculado para [M + Na]* C23H2sNaOg: 471.1626,
encontrado: 471.1613.

Oleocantal 3-etilideno acetal (62)
o
“, o)
HO :
\/g\g\)
I
o)

A una disolucién de 57 (33 mg, 0.11 mmol) en CDCls (1ml) se
afiadid etilenglicol (0.22 mmol) y TFA (0.054 mmol). La disolucion se

calento a 50 °C hasta la desaparicion del producto de partida
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monitorizandose la reaccion mediante 'H-RMN. Por dltimo, se

neutraliz6 el medio con NaHCO3 vy el producto se purificO mediante

cromatografia en columna usando como eluyente AcOEt-ciclohexano

(1:2) obteniendo 62 como un sirupo incoloro.

Rendimiento: 31 mg, 84%. Rr 0.4 (AcOEt—ciclohexano 1:1)

IR

'H-RMN

13C-RMN

HRCI

354

v (cm™): 3341, 2948, 2870, 1747, 1682, 1240, 1222,
820.

(300 MHz, CDClI3): 6 (ppm) 9.23 (d, 1H, J18= 2.0
Hz, H-1), 7.02 (d, 2H, Js 5= 8.5 Hz, H-4’ y H-8’),
6.75 (d, 2H, Js »=8.5 Hz, H-5" y H-7"), 6.57 (¢, 1H,
Js10= 7.1 Hz, H-8), 6.04 (s, 1H, OH), 4.70 (dd, 1H,
Jsa= 6.0 Hz, J3ap = 3.7 Hz, H-3), 4.16 (m, 2H, H-
1’), 3.86 y 3.78 (2m, 2H cada uno, CH; acetal), 3.31
(m, 1H, H-5), 2.79 (t, 2H, J2-,1- = 7.0 Hz, H-2"), 2.78
(dd, 1H, Jsaen = 15.7 Hz, Jeas = 9.3 Hz, H-6a), 2.62
(dd, 1H, Jsaer = 15.7 Hz, Js5 = 5.8 Hz, H-6b), 2.14
(ddd, 1H, Japsa = 14.0 Hz, Jsas = 9.3 Hz, Jap3 = 3.7
Hz, H-4b), 1.98 (d, 3H, Ji0s= 7.1 Hz, H-10), 1.84 (dt,
1H, Jaaan = 14.0 Hz, Jsa3= 6.0 Hz, H-4a).

(300MHz, CDCls): & (ppm) 195.3 (C-1), 172.0 (C-7),
154.8 (C-6”), 153.5 C-8), 143.2 (C-9), 130.1 (C-4’ y
C-8), 129.6 (C-3"), 115.5 (C-5° y C-7°), 103.4 (C-3),
65.3 (C-1°), 64.8 y 64.9 (CH; acetal), 37.7 (C-6), 36.1
(C-4), 34.3 (C-2°), 29.3 (C-5), 15.1 (C-10).

m/z calculado para [M + Na] C19H24NaOe: 371.1465,
encontrado 371.1456.



8.2. Parte experimental

Aceocantal 3-etilideno acetal (63)
o
/y, (@)
AcO ‘
\/g\()/\)
|
0

A una disolucién de 62 (31 mg, 0.108 mmol) en CH2Cl> (1 ml)
se afiadio Ac20 (12.2 pl, 0.16 mmol) y una cantidad catalitica de DMAP.
La disolucidn se agit6 a t.a. durante una noche y se hidrolizé con H20.
Se separaron las fases y la organica se lavé con H2O (2x5 ml), se seco
con MgSO; y se concentr6 a sequedad obteniendo 63 como un sirupo

incoloro.
Rendimiento: cuant. Rr 0.8 (AcOEt-ciclohexano 1:1)
IR v (cm™): 2940, 2870, 1746, 1683, 1240, 1222, 820.

'H-RMN (300 MHz, CDCls): 8 (ppm) 9.23 (d, 1H, J18= 2.0
Hz, H-1), 7.17 (d, 2H, Js5 = 8.5 Hz, H-4’ y H-8"),
7.00 (d, 2H, Js 4 = 8.5 Hz, H-5" y H-7"), 6.55 (c, 1H,
Js10=7.1 Hz, H-8), 4.69 (dd, 1H, J34a= 6.1 Hz, J3.ap
= 3.6 Hz, H-3), 4.17 (m, 2H, H-1"), 3.85 y 3.77 (2m,
2H cada uno, CH: acetal), 3.30 (m, 1H, H-5), 2.86 (t,
2H, J>> - = 6.9 Hz, H-2"), 2.80 (dd, 1H, Jeaen = 15.7
Hz, Jeas = 9.5 Hz, H-6a), 2.62 (dd, 1H, Jeaeb = 15.7
Hz, Js5= 5.6 Hz, H-6b), 2.28 (s, 3H, Ac), 2.14 (ddd,
1H, Japaa= 13.9 Hz, Jaas5= 9.2 Hz, Jap3= 3.6 Hz, H-
4b), 1.97 (d, 3H, Jiog = 7.0 Hz, H-10), 1.84 (dt, 1H,
Jaaan=14.0 Hz, Jaa3=5.9 Hz, H-4a).
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8.2. Parte experimental

13C-RMN (75.5 MHz, CDCls): § (ppm) 195.2 (C-1), 172.5 (C-
7), 169.7 (CO Ac), 153.0 (C-8), 149.5 C-6"), 144.2
(C-9), 135.6 (C-3"), 130.0 (C-4’ y C-8°), 128.7 (C-5’
y C-7), 103.4 (C-1), 64.9 (CH; acetal), 64.8 (C-1°),
64.7 (CH, acetal), 37.6 (C-6), 36.1 (C-4), 34.5 (C-2"),
29.4 (Me Ac), 21.2 (C-5), 15.0 (C-10).

HRESI m/z calculado para [M + Na]" C23H2sNaOg: 471.1626,
encontrado 471.1613.

Oleaceina 3-etilideno acetal (64)

HOD/\/OTO
HO 5
= (0]
I
(@)

A una disolucion de 61 (87 mg, 0.19 mmol) en MeOH (1 ml) se
afiadié el extracto enzimatico HR21-6 procedente de Bacillus pumilus
(30 mg) y se agito a t.a. durante 4 h. La mezcla se filtré y se concentré a
sequedad, redisolviendo el residuo en CH2Cl> (8 ml) y lavando con H20

(3x8 ml), obteniendo 64 como un sirupo naranja.

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

IR v (em™): 3359, 2963, 2874, 1750, 1686, 1222, 1130,
821.
IH-RMN (300 MHz, CDCls): & (ppm) 9.21 (d, 1H, Jig = 1.9

Hz, H-1), 6.76 (d, 1H, J7& = 8.0 Hz, H-7"), 6.67 (d,
1H, Jos = 1.5 Hz, H-4"), 6.57 (c, 1H, Ja10 = 7.1 Hz,
H-8), 6.50 (dd, 1H, Js7 = 8.0 Hz, Js-4 = 1.5 Hz, H-
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13C-RMN

HRESI

8.2. Parte experimental

87), 4.67 (dd, 1H, J3.4a = 6.0 Hz, J3.40 = 3.6 Hz, H-3),
6.19 (sa, 2H, OH), 4.11 (m, 2H, H-1°), 3.89 y 3.75
(2m, 2 H cada uno, OCH2CH0), 3.31 (m, 1H, H-5),
2.77 (dd, 1H, Jeasb = 15.5 Hz, Jea5s = 9.4 Hz, H-6a),
2.68 (t, 2H, Jo'1° = 6.8 Hz, H-2"), 2.59 (dd, 1H, Jensa
= 15.5 Hz, Jebs = 5.6 Hz, H-6b), 2.12 (m, 1H, H-4b),
1.97 (d, 3H, Jiog = 7.1 Hz, H-10), 1.83 (dt, 1H, Jsa.4
= 14.1 Hz, Jsa3 = 5.8 Hz, H-4a).

(75.5 MHz, CDCl3): & (ppm) 195.7 (C-1), 172.6 (C-
7), 153.8 (C-8), 144.4 (C-5"), 144.1 (C-9), 143.3 (C-
6), 129.9 (C-3"), 120.7 (C-8"), 116.4 (C-4"), 116.0
(C-7)), 1033 (C-3), 65.3 (C-1°), 64.9, 64.8
(OCH2CH,0), 37.7 (C-6), 36.1 (C-4), 34.4 (C-2"),
29.3 (C-5), 15.1 (C-10).

m/z calculado para [M + Na]* C1gH22NaO7: 387.1414,
encontrado 387.1401.
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