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+» Resumen

La busqueda de agentes antioxidantes es de gran relevancia a nivel
farmacologico, dado que el estrés oxidativo afecta a diversas enfermedades,
tales como la ateroesclerosis o la artritis reumatoidea. Existen descripciones
previas de nuestro grupo, de nitroalquenos aroméaticos de gran diversidad
estructural, que poseen buena capacidad antioxidante. En este trabajo se
sintetizaron 5 nitroalquenos y 4 nitroalcanos derivados, para el estudio de sus
propiedades antioxidantes. Los primeros fueron obtenidos mediante
condensacion nitroalddlica, mientras que los segundos se obtuvieron por
posterior reduccion de las primeras. Como reactivos de partida fueron utilizados
4-metiltiobenzaldehido, 4-dimetilaminobenzaldehido, 4-acetamidobenzaldehido
y 2-quinolincarboxialdehido. Las reacciones se desarrollaron con buenos
rendimientos, y sus productos fueron completamente caracterizados por RMN
de proton y de carbono trece. La capacidad antioxidante de los compuestos
nitroalifaticos, medida por ORAC, mostr6 que los derivados metiltio fueron un
50% més efectivos que Trolox para prevenir la oxidacion de la fluoresceina (1.5
0.2 y 1.6 +0.3 Eq Tx), mientras que el efecto protector obtenido con los
derivados dimetilamino fue mas de 8 veces superior (8 1 y 13 + 2 Eq Tx) al
estandar. La exposicion a ABAP indujo un decaimiento significativo en sus
bandas de absorcion UV-Vis. Por dltimo, se estudié la proteccién de la
oxidacion de la LDL utilizando el método de TBARS por HPLC. La
lipoperoxidacion fue desencadenada por ABAP 30 mM durante 30 minutos a 37
°C. Los valores de MDA en muestras con nitroalqguenos presentaron una
reduccion del entorno del 50% respecto de muestras sin éstos, demostrando su
capacidad de prevenir cadenas de lipoperoxidacion. Estos resultados muestran
a los nitroalquenos alifaticos arométicos sintetizados como lideres promisorios

para futuros desarrollos.



«» Abreviaturas

ABAP
AE
AMVN
ApoB100
ATP
BHT
CAT
EP

ER
ERO
ERN
GPx
GR
GSH
GSSG
HMBC

HPLC

HSQC

ICAM
LDL
MCP
MDA
NADPH
NF-kB
NOS
ORAC

PUFA

dicloruro de 2,2'-azo-bis (2-amidinopropano)
Acetato de Etilo

2,2'-azo-bis (2,4 dimetil) valeronitrilo

Apoproteina B100

Adenosin trifosfato

tert- butilhidroxitolueno

Catalasa

Eter de Petrdleo

Especies reactivas

Especies reactivas del oxigeno

Especies reactivas del nitrdgeno

Glutation Peroxidasa

Glutation Reductasa

Glutation reducido

Glutation disulfuro

Experimento de correlaciéon heteronuclear a
distancia (siglas en inglés)

Cromatografia liquida de alta performance (sigla
en inglés)

Experimento de correlacion heteronuclear a un
enlace (sigla en inglés)

Molécula de adhesion intercelular (sigla en inglés)
Lipoproteina de baja densidad (sigla en inglés)
Cofactor de membrana proteico (sigla en inglés)
Malondialdehido

Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido
Factor nuclear kB

Oxido nitrico sintasa

Oxygen Radical Absorbance Capacity (acrénimo
en inglés)

Acido graso poliinsaturado (sigla en inglés)



RMN
ROO’
SoD
TA
TBA
TBARS
THF
TLC
TMTP
VCAM-1
X0

Resonancia magnética nuclear

Radical peroxilo organico

Superoéxido dismutasa

Temperatura ambiente

Acido tiobarbitdrico

Especies reactivas al acido tiobarbiturico
Tetrahidrofurano

Cromatografia en capa fina (sigla en inglés)
Tetrametoxipropano

Molécula de adhesién al vaso 1 (sigla en inglés)

Xantina oxidasa
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1. Introduccioén

1.1 Especies reactivas del oxigeno v del nitrégeno

Si bien el oxigeno cumple un rol bioldgico de extrema relevancia como aceptor
final de electrones en seres vivos pertenecientes a las mas diversas especies,
la vida aerobia los expone a una serie de especies reactivas derivadas de su
reduccion parcial, dentro de las cuales se encuentran tanto radicales libres
como especies oxidantes no radicalares. Los radicales libres son especies que
contienen uno o0 mas electrones desapareados en su orbital mas externo.
Considerando que las moléculas tienden a alcanzar su estado mas estable,
estos radicales reaccionan rapidamente mediante la captura de un electron de
otra molécula de su entorno con el fin de estabilizar su estructura electrénica,
generando de esa manera una molécula oxidada. La reduccién de oxigeno
molecular (O;) produce moléculas relativamente estables, siendo la generacion
de superoxido (O2") el punto critico para la formacion de especies reactivas del
oxigeno (ERO). Este anion, es capaz de dismutar espontdneamente o de forma
enzimética a peroxido de hidrogeno (H,0.), el cual es precursor del radical
hidroxilo (OH). In vivo, el O,” es producido tanto de forma espontanea como

catalizada por enzimas. [1].

La produccién no enzimatica de O,™ ocurre cuando un electron es directamente
transferido al O,, tal como sucede a nivel de la cadena de transporte
electrénico mitocondrial. En condiciones normales el oxigeno molecular se
reduce a agua, lo cual implica la transferencia de 4 electrones, y se genera un
gradiente de protones que proporcionan la energia necesaria para la sintesis
de ATP (fig. 1.1). Como la cadena de transporte electrénico no es totalmente
efectiva, en forma basal se producen pérdidas constantes de electrones,
principalmente a nivel de los complejos | y Il [2, 3]. Estos electrones reducen al
oxigeno molecular dando lugar a la formacion de O, el cual puede dismutar
espontdnea o enzimaticamente a H,O,. Si bien una produccion controlada de
estas especies posee efectos beneficiosos en cuanto a la sefializacion [4] un
aumento desmedido es capaz de generar efectos deletéreos in vivo, a través

por ejemplo de la generacion de radical hidroxilo (OH) mediante la reaccién de
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Fenton (Ec. 1.1) , una especie con fuerte caricter oxidante. Este radical es
capaz de reaccionar con practicamente cualquier molécula biolégica. Esta
reaccion requiere de un paso previo de reduccién del hierro férrico, la cual
puede llevarse a cabo en presencia de superdxido dando como resultado la
reaccion de Haber-Weiss (Ecs.1.1 y 1.2), una reaccién muy improbable debido
a la rapida dismutacion del superoxido y a que incluso del punto de vista

termodinamico es desfavorable [5].

Fe?* + H,0, - Fe3* + 'OH + OH™ (Ecuacion 1.1)
0; + Fe3* -» 0, + Fe?* (Ecuacion 1.2)
H H H* H*

ATP
sintasa

NAD* NADH

ATP ADP + P,

Figura 1.1: Fuga de electrones a nivel de la cadena de transporte electronico

mitocondrial. Adaptado de [6]

A su vez, la reduccién de O, a O," puede ser catalizada por diversas enzimas
como la NADPH oxidasa (NOX), presente en membranas de células fagociticas

tales como polimorfonucleares, macréfagos y células endoteliales (Ec. 1.3).

NOX
0, + NADPH —> 05" + NADP* (Ecuacion 1.3)

Otra fuente enzimatica de O, , consiste en la conversion proteolitica de xantina
deshidrogenasa a xantina oxidasa (XO), la cual genera O," asi como su

producto de dismutacion, H,O, [7] (Fig. 1.2).



0, oerzoz

> H

Xantina Acido drico

o Xantina Omda sa

Figura 1.2: Formacion de superdxido a expensas de la oxidacion de xantina

Por otro lado, las especies reactivas del nitrégeno, derivan fundamentalmente
del 6xido nitrico (‘(NO). El 6xido nitrico es producido in vivo, por la oxidacién
aerobia de L-arginina catalizada por la 6xido nitrico sintasa (NOS, Ec. 1.4). Su
reaccion con O rinde peroxinitrito, un anion fuertemente reactivo y de vida
media corta que al protonarse (pKa = 6,8), el acido peroxinitroso resultante se
descompone homoliticamente a ‘OH vy diéxido de nitrogeno (‘NOy).
Alternativamente, también puede reaccionar con &cidos de Lewis como el

diéxido de carbono para dar radical carbonato y *“NO, [8, 9] .
3 NOS . . 3 L
Arg + ZNADPH + 20, — Citrulina + ‘NO + = NADP* + 2H,0 (Ecuacion 1.4)

Ademas de la produccion enddgena, este pool de especies reactivas puede
surgir como reacciéon a diferentes factores exégenos, como ser la exposicion a
toxinas, farmacos, infecciones y radiacion ionizante entre otras. En la figura 1.3

se resumen las principales vias de generacion de especies reactivas.
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0, =—— O, RNH,

Oxigeno singulete ) {'l_xildo RSNO
HO., = nitrico
‘ H sintasa RSH Nitrosotiol
Hidroperoxido \
ROO- = 0, No BRSH*O. . RsOH
Radical peroxilo Superdxido Oxido nitrico Acido sulfénico
2H, . &
Superdxido
dismutasa
H,0; ONOO NO,
Perdxido de hidrogeno Peroxinitrito Nitrito
3 H -3
|
Radical hidroxilo oH --————— OONOH —————= 0, Eii::-fimt:ﬁe
. £
Acido peroxinitroso &
=) &
Y
H,0 NO, Nitrato

Figura 1. 3: Principales vias de formacion de especies reactivas a nivel celular. Adaptado de
[10].

1.2 Estrés oxidativo

Si  bien las especies reactivas han sido propuestas histéricamente como
toxicas y dafiinas de diversas estructuras subcelulares, varias de ellas también
cumplen roles significativos a nivel biolégico, como lo son la sefializacién
celular, la defensa contra patégenos e incluso como antioxidantes enddégenos.
Como ejemplo de esto Udltimo, se encuentra el caso del radical ‘NO. La
actividad antioxidante del "NO esta definida principalmente por su velocidad de
sintesis. Dado que la difusién en lipidos es entre 6 y 10 veces mas baja y la
solubilidad es 3 veces mas alta que en agua, el ‘NO reacciona con peréxidos

lipidicos inhibiendo el dafio oxidativo [11-13]. Por otra parte, este radical ha
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sido descripto como un factor de relajacion esencial derivado del endotelio,

siendo capaz de activar la enzima guanilato ciclasa soluble [14, 15].

A su vez, en los procesos inflamatorios las especies reactivas cumplen un
importante rol. La activacion de células polimorfonucleares, endoteliales y
macrofagos en un tejido en donde se desarrolla una respuesta inflamatoria,
conlleva la generacion de O,", debido a la activacion de NADPH oxidasas
localizadas en las membranas de dichas células, asi como a la liberacion de
mieloperoxidasa la cual utiliza H,O, para la formacién de hipoclorito (HCIO)
[16]. Asimismo, en macréfagos activados, se observa la induccién de la 6xido
nitrico sintasa 2 (iNOS), cuyo producto el "NO, al reaccionar con el O, forma
ONOQ". Las especies generadas por estas enzimas, poseen un fuerte caracter
oxidante y esto constituye la primer linea de defensa del hospedero frente a

organismos agresores [17].

Dado que se trata de especies potencialmente nocivas para los sistemas
biolégicos, su produccion se encuentra altamente regulada y existen diversas
estrategias para mitigar sus efectos. Sin embargo, cuando se da un aumento
exacerbado de las moléculas pro-oxidantes, ya sea por una produccion
excesiva como por una insuficiente neutralizacion, suele verse aumentada la
susceptibilidad de moléculas tales como lipidos, proteinas y acidos nucleicos al
dafio oxidativo. Esta situacion lleva a un estado que genera pérdida de

sefializacion redox que es conocida como “estrés oxidativo” [18, 19] .
1.2.1 Modificaciones en &cidos nucleicos y proteina s

A nivel del ADN, la exposicion a ER produce modificaciones de todos sus
componentes, principalmente por accion del radical ‘OH, siendo la 8-
hidroxiguanosina el marcador molecular mas importante y estudiado. La
permanencia de dichas mutaciones, puede asociarse a eventos tales como
carcinogénesis o envejecimiento [20, 21]. Por otra parte, a nivel de las
proteinas, aquellas ricas en residuos metionina y cisteina, los cuales presentan
grupos tioéter y tiol, son especialmente susceptibles [22, 23]. La oxidacién de
cisteina puede dar lugar a la formacién reversible de disulfuros mixtos entre

tioles de proteinas y tioles de bajo peso molecular, en particular S-
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glutationilacién por adicién del tripéptido glutation (GSH) a residuos de cisteina
de la proteina. Las consecuencias del dafio oxidativo en proteinas son muy
diversas, tales como cambios conformacionales, formaciéon de agregados
proteicos, o la propia ruptura de enlaces peptidicos, lo que puede conllevar la
ganancia o pérdida de funcionalidad. Un importante marcador molecular del
dafio oxidativo en proteinas detectable, es la 3-nitrotirosina [24-27]. Este
aducto es formado a partir del ataque de ‘NO;, y es una de las modificaciones
proteicas postraduccionales oxidativas méas frecuentes que lleva al
reconocimiento de la proteina modificada por el sistema inmune con

consecuencias devastadoras [27-29].
1.2.2 Peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica o lipoperoxidacién, es un proceso mediado por
especies radicalares, que consiste en una serie de ataques nucleofilicos a los
lipidos presentes en las células, que generan radicales peroxilo (ROO) a nivel
de los &cidos grasos [30]. En particular los fosfolipidos presentes en las
membranas bioldgicas presentan una alta susceptibilidad a la lipoperoxidacion,
ya que al estar compuestos de Acidos grasos poliinsaturados (PUFA por su
sigla en inglés), estos representan importantes centros electrofilicos altamente
sensibles a la oxidacion. La oxidacion de dichas estructuras por parte de
especies radicalares, conlleva una serie de reacciones en cadena, las cuales
concluyen en la formacion de diversos productos carbonilicos [31] (fig. 1.4).
Entre los marcadores moleculares mas estudiados destacan el 4-
hidroxinonenal, una molécula cuya citotoxicidad ha sido demostrada, capaz de
causar modificaciones en proteinas, inducir apoptosis, y causar activacion
endotelial [32-34], y el malondialdehido, el cual ha sido reportado como un
fuerte mutégeno intracelular, mediante la formacién de aductos con la guanina
[35-37].

La lipoperoxidacion se inicia cuando un radical captura un dtomo de hidrégeno
de una cadena alifatica. Cuando el ataque se da sobre un PUFA, se produce
una estabilizacién por resonancia del radical lipidico, lo que resulta en la
formacién de un dieno conjugado, capaz de reaccionar con oxigeno para dar

un peroxido lipidico. A su vez, este peroxido lipidico reacciona con otros lipidos
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adyacentes, propagando el dafio oxidativo. Los productos finales de
descomposicibn son moléculas pequefas entre las que destacan el

malondialdehido y diferentes alquenales [38].

Inicio

— Lipido insaturado

OH

S\ = N e TV

Estructuras resonantes de radicales lipidicos

Propagacion
\ﬂoz AV
ols]
Radical lipidico Perdxido lipidico
ln i — — e m:/ + — e
00 OOH
Peraxido lipidico Lipido insaturado Hidroperdxido Radical lipidico

0 0 OH
Productos finales H H
O

Malondialdehido o Alquenales
Hidroxi-alquenales

Figura 1.4: Formacion y propagacion de los peréxidos lipidic 0s. Una vez formados los
radicales estos atacan a otros lipidos presentes en la célula generandose una serie de
reacciones en cadena que resultan en la degradacion de componentes, principalmente a nivel

de las membranas. Adaptado de [39]
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1.3 Enfermedades asociadas al estrés oxidativo

La vinculacion entre las ER y la patologia es muy compleja, dado que su
presencia in vivo no esta necesariamente relacionada con efectos negativos, tal

como se explicité previamente.

1.3.1 Artritis reumatoidea

La correlacién positiva entre una excesiva produccion de radicales libres y los
desoérdenes autoinmunes, ha sido demostrada. La capacidad inmunogénica de
neoantigenos generados por pequefias modificaciones en la estructura original
de proteinas y lipidos ha sido involucrada en la etiologia de diversas
patologias, ya sea humanas como experimentales [40]. Particularmente en la
artritis reumatoidea (AR), diversas modificaciones oxidativas y nitrativas a nivel
del tejido sinovial han sido descritas. En la sinovial reumatoidea, se hallaron
proteinas nitradas a nivel de los sinoviocitos, del endotelio vascular y del
estroma peri vascular, y de algunos agregados linfocitarios [41]. Se ha
observado la nitracién de la regién a-helicoidal del colageno tipo Il en el plasma
de pacientes portadores de AR, asi como la presencia de 3-nitrotirosina en
muestras de cartilago de simios y humanos, asociadas al envejecimiento y al
desarrollo de osteoartritis [42]. Las biomoléculas oxidadas asi como nitradas
pueden comportarse como neoantigenos e inducir una respuesta inmune.
Ohmori 'y colaboradores demostraron que la inmunizacibn con
inmunoglobulinas autélogas nitradas induce la formacion de anticuerpos (Ac)

anti-nitrotirosina y de Ac anti-ADN de hebra simple [43].
1.3.2 Enfermedades cardiovasculares

Por otra parte, es conocida la relacién entre la alta generacion de especies
reactivas y las enfermedades cardiovasculares, siendo una importante fuente
de morbilidad y mortalidad [44].

La mayoria de los ataques cardiacos, y un importante numero de casos de
isquemia cerebral localizada, se producen como efectos secundarios de la
ateroesclerosis, una enfermedad que se caracteriza por el engrosamiento de la
pared vascular, debido a la acumulacién de células inflamatorias, en particular

macrofagos cargados de colesterol y otros lipidos provenientes de la
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internalizacion de LDL, conocidos como “células espumosas”, y también por
miocitos provenientes de la media hiperplasica [45]. Los mediadores pro-
inflamatorios que se generan por esta situacién, ya sean moléculas
guimiotacticas, citoquinas, o adipoquinas, aumentan el estado inflamatorio
cronico, generando una excesiva produccion de ERO [46]. En la fig. 1.5 se

muestra el mecanismo de formacién de la placa de ateroma.

i Rodamiento
Monocito en

circulacion Lumen

Célula endotelial

Citoquinas

O (MCP-1, IL-8)
Oxidacién ™ i:: M

Transmigration

/ Diferenciacion
~ de macrofagos

Lamina elastica

Figura 1.5: Mecanismo de formacion de placas de ateroma. La proliferacion de células
espumosas, como resultado de la internalizacién de LDL oxidada se encuentra en la base de

la ateroesclerosis. Adaptado de [47].

Existe importante evidencia que vincula el estrés oxidativo y nitrosativo con la
ateroesclerosis, mediante diversos mecanismos como la formacion de
lipoproteinas aterogénicas [48]. La LDL es una proteina plasmatica que posee
un core hidrofébico, rico en colesterol y ésteres de colesterilo, una monocapa
de fosfolipidos y una molécula de apolipoproteina B100 [49, 50]. Esta proteina
es encargada del transporte de colesterol a los tejidos periféricos, y es captada
por el higado y por aquellos tejidos que contienen el receptor de ApoB100.
Dado que este receptor es saturable, en condiciones de exceso de LDL, éste
se satura, y el exceso puede ser internalizado por macréfagos a través de su

union al receptor “scavenger”, iniciando el proceso de ateroesclerosis [51].
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La ateroesclerosis es causada por los lipidos depositados en la capa
subendotelial de la pared arterial, los cuales son modificados formando LDL
oxidada, dafiando las células de la pared endotelial. Los dafios generados en el
endotelio desencadenan una respuesta inflamatoria, induciendo la aparicion de
moléculas de adhesion como las P y E selectinas, moléculas de adhesion
vascular (VCAM-1), moléculas de adhesion intercelular (ICAM), y moléculas
guimiotacticas que atraen monocitos (MCP), y factores de colonizacién
macrofégica [52-54]. Luego de activar células por esta via, los monocitos se
diferencian a macréfagos, y se introducen en la pared por diapédesis. Los
macrofagos cargados de lipidos (células espumosas) promueven la
propagacion de la placa de ateroma. Las citoquinas pro-inflamatorias que
generan las células espumosas, desencadenan una respuesta inflamatoria
local, lo que genera mayor cantidad de especies reactivas. De esta manera, se
da la migracion de células musculares a la intima. Posteriormente, se liberan
metalopeptidasas que degradan a las proteinas de la matriz extracelular. La
pérdida de la matriz extracelular, lleva a la formacion de cuerpos necroéticos y a
la ruptura de placas, con la consecuente liberacion de trombos que pueden
generar eventos cardiovasculares agudos, tales como infartos, o accidentes
isquémicos mas o menos transitorios que pueden afectar diferentes 6rganos,

en particular corazén y cerebro [55, 56].

1.4 Defensas antioxidantes

Dado que la exposicion a especies oxidantes puede alterar la biologia
molecular de la célula, el organismo trata de balancear la produccién de
radicales con un adecuado nivel de antioxidantes a nivel enddgeno. Se define
como antioxidante aquella molécula capaz de ceder electrones para evitar la
oxidacion de un sustrato oxidable, para lo cual poseen mecanismos de accién
muy variados. Pueden actuar previniendo la formacion de ER o interrumpiendo
su ataque, secuestrando los metabolitos reactivos y convirtiéndolos en
especies de menor reactividad, amplificando la resistencia de los blancos
moleculares sensibles, facilitando la reparacién de los dafios generados o

manteniendo un ambiente favorable para que actien otros antioxidantes [57].
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Desde un punto de vista funcional, se los puede clasificar como agentes

antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos.
1.4.1 Antioxidantes enzimaticos

La formacion de O,", es contrarrestada por las diferentes isoformas de la
superoxido dismutasa (SOD), una familia de metaloenzimas capaces de reducir
el O, a H,0,. Existen tres isoformas de la SOD: La Mn-SOD que es inducible
por citoquinas a través de la via del NF-kB ; la Cu-Zn SOD cuya sintesis es

constitutiva; y la SOD 3 la cual es secretada en el espacio extracelular [58-61]

La glutation peroxidasa (GPx) cataliza la reduccion de H,O, a H,0, asi como
de hidroperéxidos a alcoholes acopladas a la oxidacién de glutation (GSH) a
glutation disulfuro (GSSG, Eq. 1.5 y 1.6) [62]. EI GSSG resultante es
regenerado mediante la enzima glutation reductasa (GR) en presencia de
NADPH (Eq. 1.7). Esta es la primera barrera de proteccion de la célula del

H,O, y es regulada por hipoxia y por la p53 [63-65].

GP
2GSH + H,0, — GSSG + H,0 (Ecuacion 1.5)
GP
2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,0 (Ecuacién 1.6)
GR .,
GSSG + NADPH — GSH + NADP* (Ecuacion 1.7)

Por otra parte, la catalasa (CAT) que también reduce el H,O, a H,O, presenta
ademas una actividad peroxidasa que cataliza la oxidacion de dadores de
alcoholes y fenoles en presencia de lipoperéxidos. Su ubicacion es
fundamentalmente a nivel de los peroxisomas y lisosomas, organelos

vinculados a la detoxificacion y digestion celular [66].

Las peroxirredoxinas catalizan la reduccion de H,O,, de ONOO'" y de peréxidos
organicos en presencia de tiorredoxina, a expensas de NADPH [67, 68].
Durante la catalisis participa un residuo de cisteina (Cys) o cisteina
peroxidatica ubicado en el sitio activo del extremo amino terminal junto a

residuos arginina, prolina y treonina. El anion tiolato ataca el peréxido, para
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generar agua y acido sulfénico en el sitio activo. Cuando la cisteina resolutiva
ataca al sulfénico (resolucion), se forma un enlace disulfuro intercatenario. Por
ultimo el enlace disulfuro es regenerado a tiol [69] . Una enzima analoga
dependiente de triparedoxina ha sido descripta en tripanosoméatides, con

importante habilidad para detoxificar peroxinitrito [70].
1.4.2 Agentes no enziméaticos

El glutation (GSH) es un tripéptido formado por glicina, cisteina y glutamato, y
es el tiol no proteico mas abundante a nivel celular (Fig. 1.6). EIl GSH actlua
como un agente reductor y es el antioxidante mayoritario entre las células que
mantiene un fuerte control del estado redox. Es una molécula ubicua que es
producida intracelularmente en concentraciones en el orden de mM, mientras
que a nivel plasmatico esos niveles disminuyen debido a su rapido catabolismo.
Su distribucién es en un 85-90% de forma libre en el citosol, pero también se
encuentra compartimentalizada en organelos tales como mitocondrias,
peroxisomas, matriz nuclear, y reticulo endopldsmico luego de su sintesis
citosdlica. También esta involucrado en varias funciones fisioldgicas como
sefalizacion celular, metabolismo de xenobidticos, intercambio tiol-disulfuro, y
es un importante reservorio de cisteina [71]. Puede actuar de forma directa sin
enzimas, o en presencia de glutation peroxidasa, y se regenera a glutation
reducido a expensas de NADPH (Ecs 1.5-1.7).

OH
HO H /\[(
H

NH;

3

HE
Figura 1.6: Estructura del glutatién reducido
(GSH)

A pesar de la presencia de estos agentes endogenos, las defensas
antioxidantes se complementan de un cierto nimero de especies que soélo se
pueden obtener a través de la dieta. Existe una correlacidén positiva entre una
buena nutricion y el buen funcionamiento de los mecanismos de defensa

antioxidante [72, 73]. Estas moléculas comprenden el grupo de las vitaminas
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como es el caso del acido ascorbico o vitamina C, principal antioxidante
extracelular hidrosoluble y esencial en diversas rutas metabdlicas [74], que se

adquiere fundamentalmente a partir del consumo de citricos [75].

Por otra parte, la vitamina E (a-tocoferol) es el antioxidante lipofilico
mayoritario, y su ingesta proviene principalmente de aceites y granos. Una
deficiencia prolongada de a-tocoferol, por ejemplo debido a sindromes de mala
absorcion de grasas, es frecuentemente asociada a dafios neuroldgicos
severos. La accion antioxidante de a-tocoferol por otra parte, se propone que
ayudaria a proteger de la oxidacioén a las lipoproteinas plasméticas, evitando de
esa forma la ateroesclerosis. Sin embargo, la suplementacion con esta vitamina
no ha demostrado resultados favorables en ensayos clinicos al dia de hoy [76,
77].

Por otra parte, la vitamina A es la otra vitamina liposoluble de relevancia y esta
asociada a las etapas de desarrollo de las células epiteliales, el crecimiento y

desarrollo 6seo, y la proteccion de la piel y de las mucosas [78-80].

Ademés de las vitaminas existe una serie de compuestos fendlicos
provenientes principalmente de las frutas y verduras, entre los que destacan
cumarinas, carotenoides, flavonoides y polifenoles con propiedades

antioxidantes.

Diversos estudios poblacionales establecen que la dieta mediterrdnea es la que
proporciona mejores niveles de agentes antioxidantes, lo cual se traduce en
menores niveles de dafio oxidativo. Marin y colaboradores demostraron la
correlaciéon positiva entre el consumo de una dieta de este tipo y la baja
induccion de ERO, resultando en una reduccion de la apoptosis y del

porcentaje de acortamiento de telomeros [81].

Algunos mecanismos se encuentran ampliamente descriptos, como es el caso
de la sinergia entre las vitaminas C y E. El a-tocoferol evita la oxidacion de
lipidos en la membrana, mediante la formacion de un radical de mayor

estabilidad y menos liposoluble. Este radical se acerca a la superficie, donde el
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ascorbato lo regenera para de esa forma iniciar un nuevo ciclo antioxidante (fig.
1.7).

HO

o —tocoferol

oH
i
HC:
o Maonodeshidroascorbato
ROO i reductasa
[a]
H
Monodeshidroascorbato
OH
HOC:
ROOH a
HO
¥ o
Acido Ascérbico
o
TR
= o

Radical y-tocoferoxil

Figura 1.7: Efecto sinérgico observado in vivo entre las vitaminas C y E. el a-tocoferol
forma un radical estable a nivel de la membrana; una vez que sale a superficie es

regenerado por el ascorbato que se encuentra en la superficie.

1.5 Terapia antioxidante

El hecho de que los agentes antioxidantes puedan actuar de forma sinérgica in
vivo, es una propiedad interesante que ha sido empleada en la sintesis de
agentes antioxidantes hibridos. La forma soluble de la vitamina E (Trolox) y
tert-butilhidroxitolueno (BHT) son ejemplos de agentes antioxidantes sintéticos

de uso comun en el laboratorio [82].
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No se poseen descripciones concluyentes acerca de los beneficios del uso de
agentes antioxidantes sintéticos como quimioprevencion en humanos. Existen
grandes inconvenientes para la implementacibn de agentes antioxidantes
sintéticos, derivados de la falta de diferencias estadisticamente significativas
entre los valores normales y los post-tratamiento, y de una fuerte controversia
de resultados obtenidos por diferentes autores acerca de los beneficios a largo
plazo del uso de suplementos antioxidantes [76, 83]. Aunque estos estudios
poblacionales no apoyan el uso de antioxidantes como terapia, estos
resultados pueden deberse a una inhibicién no selectiva de especies reactivas.
Como se explicitd previamente, algunas especies oxidantes como el Oxido
nitrico e incluso el peroxido de hidrogeno presentan importante relevancia a
nivel de la sefalizacion subcelular. Debido a esto, es que se hace importante la
busqueda de nuevos farmacos capaces de inhibir selectivamente a las

especies mas nocivas en orden de obtener mejores resultados [11, 84, 85].

Un ejemplo de antioxidante sintético que ha demostrado buenos resultados in
vivo es el farmaco probucol, el cual tiene propiedades antioxidantes in vitro y
ha sido descrito como capaz de generar baja progresion de ateroesclerosis en
animales y en algunos estudios realizados en el hombre [86-90]. De igual
manera que sucede con el a-tocoferol, el radical fenoxilo del probucol podria
ser reciclado nuevamente a probucol en la LDL por el ascorbato. En la figura
1.8 se muestran este y otros ejemplos de agentes antioxidantes sintéticos

utilizados en terapia.
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Figura 1.8: Ejemplos de agentes antioxidantes sintéticos empleados en el

laboratorio y en ensayos clinicos

1.6 Nitroalquenos como agentes antioxidantes

Los nitroalquenos aromaticos son reactivos importantes en quimica organica,
debido a que son facilmente accesibles via reaccion de Henry, y que mediante

rearreglo de Nef son capaces de liberar 6xido nitrico (fig. 1.9).

= -
+ NO -

Ester nitrito

2
e-
““o
—_— + 'NO -
Mitronato Hidroxi-nitroso

Figura 1.9: Mecanismos propuestos de liberacion de oOxido nitrico por parte de

nitroalquenos, adaptado de [91] 1. Reaccion de Nef modificada 2. Rearreglo

Esta ultima propiedad los vuelve especialmente interesantes en farmacologia,
ya que una liberacién controlada de 6xido nitrico puede tener efectos positivos

en el organismo, dado que como se detall6 previamente el mismo es un factor
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de relajacion esencial del endotelio [92]. Desde que se descubrieron los efectos
positivos de este gas sobre el sistema circulatorio, diversos farmacos han sido
desarrollados para inducir su liberacion. Los mecanismos de accién incluyen
tanto la liberacion directa, como la induccion de la enzima blanco de su accion,

la guanilato ciclasa soluble [93-95].

Se ha demostrado que nitroderivados de acidos grasos insaturados
conteniendo un grupo nitroalqueno, son capaces de modular vias sefializacion
tanto metabodlicas como inflamatorias [96]. El nitro-linoleato ha sido descripto
como inhibidor de la generacion de superéxido, la degranulacion y la expresion
de integrinas por neutréfilos [97], mientras el acido nitro-oleico ha sido descripto
como un ligando endégeno del receptor hormonal nuclear PPARYy [98]. Aunque
estos compuestos son capaces de liberar de ‘NO [99], su liberacion es
relativamente pobre en soluciones acuosas [100]. Sin embargo, tanto el acido
nitroaraquidénico como su derivado metiléster fueron capaces de liberar ‘NO
en presencia de células endoteliales, promoviendo la generacion de GMPc
[101]. El &cido nitro-araquiddénico disminuy6 la expresion de la NOS2 y la
secrecion de citoquinas proinflamatorias por macréfagos activados y esta
actividad fue independiente de la liberacion de "NO [102]. Ademas, diferentes
derivados nitrados fueron capaces de inducir la expresion de la hemoxigenasa
1 tanto en células endoteliales como en macrofagos, mediante mecanismos
tanto dependientes como independientes de la liberacién de *"NO [103-105]. El
nitrolinoleato por su parte inhibi6é la proliferacion del musculo liso vascular
mediada por Nrf2 [106], interfiriendo ademas con la migracion nuclear de NFkB
[107]. A nivel cardio-vascular, derivados nitrados de &cidos grasos insaturados
fueron capaces de inhibir el aumento de presion arterial inducido por
angiotensina 1l [108], y cuando se administraron a un modelo murino de
isquemia/reperfusion redujeron el tamafio del infarto y mejoraron la
funcionalidad ventricular [107]. El potencial terapéutico es estos compuestos
con importantes propiedades antioxidantes y moduladoras de la respuesta

inmune es un motivo de estudio actual [96] con potencialidades importantes.

En nuestro grupo se han desarrollado previamente una serie de nitroalquenos

arométicos para-sustituidos los cuales presentaron buena capacidad
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antioxidante in vitro, relacionada con el grupo R sustituyente en la posicion
para. Cabe destacar que dichos compuestos fueron testados en modelos
animales demostrando propiedades antiinflamatorias e incluso analgésicas
[109]. Por otra parte, los derivados nitroalcanos de las moléculas previamente
mencionadas fueron sintetizados y testados, observdndose una capacidad
antioxidante aun mayor [110]. Teniendo en cuenta lo anterior, en este trabajo
nos propusimos realizar la sintesis y caracterizacion de nitroalquenos y sus

derivados nitroalcanos, como potenciales agentes antioxidantes in vitro.
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% Objetivo general

Obtener nitroalquenos y nitroalcanos arométicos para-sustituidos, para su

posterior evaluacion como agentes antioxidantes.
+* Objetivos especificos

1. Poner a punto diferentes técnicas de sintesis para la obtencion de
nitroderivados, asi como la estandarizacion de otras descriptas en estudios

anteriores del grupo.

2. Sintetizar y caracterizar fisicoquimicamente los nitroalquenos y nitroalcanos

gue se estandarizo su sintesis.

3. Estudiar la capacidad antioxidante de las moléculas sintetizadas.
4. Testear los productos obtenidos en cuanto a su capacidad antioxidante, y

estudiar su potencial como posibles agentes quimiopreventivos de la

oxidacion de la lipoproteina de baja densidad (LDL).
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% Resultados y Discusion

3.1 QUIMICA

3.1.1 Sintesis de nitroalguenos

La primera parte de este trabajo se centr6 en la sintesis de una serie de
nitroalquenos aromaticos de gran diversidad estructural, los cuales consistieron
en un ndcleo aromético, una funcién nitroalqueno en la posicién 1, y diversos
grupos sustituyentes en la posicion 4 con variadas propiedades
estereoelectrénicas. Para el desarrollo de esta etapa, fue necesario la puesta a
punto de las técnicas a utilizar tanto para la obtencion de los productos

disefiados como su purificacion.

Segun descripciones previas de nuestro grupo, la reaccion se desarrolla
Optimamente a través de una reaccion de Henry (condensacion nitroalddlica)
(esq. 3.1) [110]. Esta reaccion consiste en el ataque nucleofilico al carbonilo de
un aldehido por parte del ion nitronato de un nitroalcano de cadena corta. La
adicion del nitroalcano genera un intermedio nitroaldol, y la subsecuente

eliminacién de agua resulta en la formacion del nitroalqueno (fig. 3.1).

O Esquema 3.1.
Reaccion de
H "ﬂNDQ S NO: Henry 5 para la
N—NH.— obtencién de
R 2 R nitroalquenos a
partir del

correspondiente
aldehido y

nitroetano.

La condensacion nitroalddlica presenta mayores rendimientos en presencia de
una amina catalizadora, que favorece la selectividad de la adicion. Esta amina,
en nuestro caso n-butilamina, es capaz de abstraer el protén adyacente al
grupo nitro, y de esa manera genera el ion nitronato que desencadena la

reaccion.

El rendimiento descrito en la literatura para esta reaccion se sitla entre 65-95%
[111].

-27 -



H H

NG, ——

H
R
o
CDH | o
H abi H
.#
R NO, R MNOo
oH®
T
R NO,

Figura 3.1: Mecanismo de condensacion nitroalddlica. En una primera etapa se forma el i6n
nitronato que ataca al carbonilo del aldehido y se forma asi el intermedio de reaccion,
nitroaldol. Una vez que se da la formacién del alcohol por medio de una reaccién acido-base

interna, el mismo es eliminado para la formacion del doble enlace a-f3 insaturado.

Para los efectos de este trabajo, se utiliz6 como disolvente tanto etanol como
nitrometano. La utilizacion de etanol como disolvente ya se encontraba
estandarizada en trabajos previos del grupo. Sin embargo, la utilizacion de
nitrometano como reactivo-disolvente asi como la sustitucion de la base n-
butilamina por acetato de amonio, tal como describen Mock y colaboradores
[112], rindi6 una notoria mejora en los rendimientos de varias reacciones (tabla
3.1). Este es el caso de los derivados (Z)-4-(1-etenil-2-nitrofenil)-acetamida y

(2)-(1-etenil-2-nitro)-4-metiltiobenceno.
L8]

)J\ CH;3NO, /=\

R H o AcONH, R NO,

Esquema 3.2: Esquema de reaccidn con nitrometano como reactivo- disolvente
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Tabla 3.1 Comparacion de reactividad con diferentes condiciones

Reactivo Condiciones |Resultados Condiciones |Resultados
. o Obtencion de
p-metiltio- n-butilamina/ ) )
. Subproductos AcONH,/ CH3NO, | nitroalqueno sin
benzaldehido EtOH
subproductos
) o Obtencion de
p-acetamido- n-butilamina/ ) ) )
i No reacciona AcONH,4/ CH3NO, | nitroalqueno Sin
benzaldehido EtOH
subproductos
piridin- n-butilamina/
) . Subproductos AcONH,./ CH3NO, Subproductos
carboxialdehido EtOH

Todas las reacciones fueron llevadas a cabo en condiciones de reflujo,

controladas a una temperatura no mayor a los 80 °C y su avance se siguio

mediante TLC (EP/AE 8:2) (fig. 3.2). Los productos se purificaron por

recristalizacién con etanol y por cromatografia en columna (EP/AE 8:2).

Figura 3.2.:

Patrén

de TLC

caracteristico para la aparicion del

nitroalqueno revelado con luz UV

(254 nm) derecha y con Brady

izquierda. La ausencia de sefiales

en el revelado

con

Brady

(izquierda) denota la desaparicion

del

grupo aldehido y de esa

manera el fin de la reaccion.

Los derivados sintetizados, asi como sus rendimientos y tiempos de reaccion

optimizados se muestran en la tabla 3.2.
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Tabla 3.2: Nitrolaguenos obtenidos, con sus rendimientos y tiempos de reaccion

Estructura Nombre Rendimiento Tiempo de

(%) reaccion (h)

(2)-N,N’-dimetilamino-4-(1-
~ ) . 30 2
etenil-2-nitro)-benceno (1)

(2)-N,N-dimetilamino-4-(2-
. ) 71 18
nitroprop-1-enil)- benceno (2)

X
NO,
|
AN
~ NO,
|
~ (2)-(1-etenil-2-nitro)-4-
- 61 3
o no: metiltiobenceno (3)
X
NO,
N
= NO,

Z)-4-(1-etenil-2-nitrofenil)-
/J\ (2)-4-( ) -8 1

acetamida (4)

(2)-2-(1-etenil-2-nitro)-

o 15 2
quinolina (5)

Ademas de los cinco nitroaquenos sintetizados que se muestran en la tabla 3.2,
se intentd la sintesis del nitroetenilpiridino derivado en las condiciones antes
mencionadas. Se obtuvo una mezcla de reaccién que no pudo ser separada en
ninguna de las condiciones cromatograficas ensayadas, por lo que se
desestimé su preparacion.

Todos los compuestos mostrados en la tabla 3.2 fueron caracterizados
mediante resonancia magnética nuclear de protén y carbono trece (HMBC,
HSQC). A continuacion, se detalla el espectro RMN de protdn obtenido para el
compuesto 3, (Z2)-(1-etenil-2-nitro)-4-metiltiobenceno (fig. 3.3).
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Las sefiales del espectro de 'H RMN se ven afectadas por la presencia de
heteroatomos, por lo que los desplazamientos quimicos de protones
adyacentes a éstos presentaron diferencias en virtud de cada sustituyente. Las
sefiales correspondientes a los protones aroméaticos, se pueden visualizar
como dobletes desplazados a campo bajo a ~7.2 y ~7.5 ppm, debido a la alta
electrofilicidad que le confiere el anillo. Asimismo, los protones olefinicos se
pueden evidenciar en forma de dobletes desplazados a campo bajo, ya que se
encuentran adyacentes al nitrdgeno, que posee un fuerte caracter electron-
atrayente. Por lo tanto, su presencia se puede evidenciar entre 7.6 y 8.0 ppm.
Estas sefiales se correlacionan con la presencia de protones del grupo metino,
segun datos de tablas [113]. Por otra parte la aparicion de estos grupos de
sefiales, es a su vez coherente con la ausencia de sefiales en el entorno de
las 10 ppm, las cuales son caracteristicas del grupo carbonilo del aldehido de
partida. Con el objetivo de estudiar la distribucion de los carbonos, se
analizaron los espectros de correlacién heteronuclear bidimensional *H — *3C,
HMBC y HSQC respectivamente. En un experimento HSQC, se observan
solamente los desplazamientos quimicos de los protones unidos a carbono,
mientras que en el HMBC se observa el acoplamiento entre cada proton y los
carbonos situados a dos o tres enlaces del proton en cuestion. En la figura 3.4,
se muestran los espectros de correlacion obtenidos para el nitroalqueno 3. La
presencia de 2 sefiales en el espectro de HMBC a 7.48 ppm (correspondiente a

protones aromaticos) demuestra que el proton en cuestibn se encuentra
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acoplado a las sefiales de dos carbonos, por lo que dicha sefal pertenece al

proton Hy,

— LJLM JL YOS A ‘ \A\ }lu L

nm 8452
M08 HSQC NCH-08 HYBC

1 (ppm)
g

- " ]
180
Q .
85 80 5 70

50 45 40 35 30 25 85 80 5 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20

65 60 55
12 (ppm) 2 (ppm)

Figura 3. 4: Espectros obtenidos para el compuesto 3 a 23T en CDCl za 400 MHz y 100MHz, con

Si(CHs), como estandar interno. a) Espectro HSQC, Inserto: Estructura del compuesto 3 b) Espectro
HMBC

Los valores de constantes de acoplamiento obtenidos (J=12 Hz) a partir de los
espectros de 'H RMN de cada compuesto para los protones olefinicos,
sugieren que los productos aislados presentan una isomeria geométrica de tipo

Z para todos los casos.

3.1.2 Sintesis de nitroalcanos:

Para el abordaje inicial de la sintesis de nitroalcanos, se plantedé una ruta
sintética mediante sustitucién nucleofilica a partir de alcoholes adecuadamente
sustituidos. El primer paso de esta ruta sintética, la halogenacién del grupo
hidroxilo se desarroll6 con buenos rendimientos a temperatura ambiente. El
segundo paso de la reaccién consiste en a sustitucion nucleofilica del cloruro
por nitrito de sodio, segun las condiciones que se muestran en el esquema 3.3,
de acuerdo a lo descrito en la literatura. En estas condiciones nunca fue posible
obtener el producto de interés sino que se consiguio el producto nitrado a nivel
del anillo aromatico que se muestra en dicho esquema. La baja reproducibilidad
de las condiciones de reaccion descritas en la literatura, puede ser una
explicacion posible de la no obtencién del producto de interés. Dado que no fue

posible la obtenciébn de los nitroalcanos por sustitucion de los cloruros
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correspondientes con nitrito de sodio se procedié a la obtencion a partir de la

reduccion del doble enlace del nitroalqueno.

S0CI,, Tolueno
—_—-
O 40 min, TA cl

WaNO5 ! NaNOy,
DMF, -50 *C a 23 °C DMF, 50 "C a 23 °C-
15h 15h

cl
oM MOy

Esquema 3.3: Ruta sintética
para la obtenciébn de
nitroalcanos por sustitucion
del grupo alcohol. La
cloracién en la posicion 1
favorece la posterior
sustitucion nucleofilica. La
reaccion no rindi6 los

productos deseados.

Para la sintesis de los nitroalcanos se utilizO un agente reductor suave

(borohidruro de sodio), dado que el mismo reacciona selectivamente, segun el

mecanismo descripto en [111], sin la obtencién de productos secundarios y con

buenos rendimientos. En dicho proceso, se utiliza un mol del correspondiente

nitroalqueno por cada 2 moles del agente reductor. Una mejora de la técnica

descripta viene dada por la inclusién de metanol como disolvente, ya que se

favorece la metoxilacion del borohidruro. La formacion de este intermedio

favorece la selectividad de la reduccion, evitandose asi la reduccién del grupo

nitro (fig. 3.5).

Figura 3.5: a)

Sy, T e Reduccion de
/Ej‘v NaBH T4 nitroalquenos
. MeOH R con NaBH, b)

a)
b)
AN
|
/r_;
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Las reacciones se llevaron a cabo a temperatura ambiente y se control6 el
avance de las mismas mediante TLC (EP/AE 9:1). A su vez, fue necesaria la
implementacién de una atmdsfera de nitrdgeno, ya que el borohidruro de sodio
es capaz de reaccionar débilmente con el agua del ambiente lo cual puede

llevar a leves pérdidas de rendimiento.

Dado que la polaridad de los nitroalquenos como de los nitroalcanos es muy
similar se observa como una sefial doble en las co-siembras de reactivos y
productos en las TLC (fig. 3.6), visibles tanto por exposicion a la luz UV como
por tincién con vapores de yodo. Estas sefiales dobles reflejan la presencia de
una segunda especie de menor polaridad que se corresponde con el

nitroalcano, lo cual es consistente con la aparicion del producto de interés.

Figura 3.6: TLC
caracteristico de la
obtencién de nitroalcano.
Carril izquierdo
nitroalqueno, carril
central co-siembra de
nitroalqueno y mezcla de

reaccion y carril derecho

nitroalcano

En la tabla 3.3, se muestran los nitroalcanos obtenidos asi como el rendimiento

de obtencion de los mismos y tiempos de reaccion.

Tabla 3.3: Nitroalcanos obtenidos, sus rendimientos y tiempos de reaccion

Estructura Nombre Rendimiento Tiempo de

(%) reaccion (min)

m 1- dimetilamino- 4-(2-
. 61 40

| nitroetil) benceno (6)

) 1-dimetilamino-4-(2-
~, wa, 86 40

| nitropropil)benceno(7)
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1-metiltio-(2-nitroetil)
~— m” benceno (8) 66 40
m (2)-4-(2-nitroetilfenil)
°)\n e acetamida (9) 8 30

Una vez finalizadas las reacciones y el proceso de work-up, los excesos de

reactivo asi como de intermedios de reaccion fueron eliminados mediante
cromatografia en columna (EP/AE 8:2). Por ultimo, los productos ya purificados

fueron analizados mediante espectroscopia *H RMN y *C.

En el espectro *H RMN, la presencia del producto de interés se evidencia por la
aparicion de dos tripletes a campo alto, con la consiguiente desaparicion de los
dobletes caracteristicos de los protones olefinicos a campo bajo. El significado
fisico de lo anterior es que al perderse la insaturacion, los protones metilénicos
ahora poseen dos protones vecinos cada uno. Esto resulta en la aparicion de
sefales triples en vez de dobles, y el corrimiento de sefales de los protones del
anillo aromatico. El patrén de sefales obtenido es coherente con lo esperado

tedricamente segun datos de tablas (fig. 3.7).

MEreds ET Figura  3.7:
A\ A\ NI N F 1400 1
Espectro H
[ 4200 RMN de 9
- - . ‘\ adquirido a 23
[ [ /
/11 J - I lwe  °C, en DMSO-
[ s00 ds, a 400MHz
ES con  Si(CHa)s
4 9 ™ como
H N - estandar
3 2 [~500 .
o M Hi interno.
[~ 400
)}\ LN Inserto:
He N = £ Estructura
4
‘ | 100 compuesto 9.
“'LM—- : |}'_‘¢\. = to
T T 5 Br L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 fs.? A;.a 46 44 36 34 32 30 28 26 24 22 20
1 (ppm

En el espectro se pueden visualizar grupos de sefales de baja intensidad a 3.2
y 4.6 ppm, lo cual comparado con los valores obtenidos de tablas, se
correlaciona con la presencia de metilenos adyacentes a grupos aromaticos y a

heteroatomos respectivamente [113]. Asimismo, el desdoblamiento de dichas
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sefales en tripletes, es coherente con lo esperable para grupos metileno. El
estudio de la distribucién de los carbonos, se realiz6 mediante experimentos
HSQC y HMBC. A continuacién, en la figura 3.8 se detallan los espectros de
correlacion obtenidos para el nitroalcano 9. La sefial observable a 2.2 ppm,
estd asociada directamente a un carbono que se desplaza a 24 ppm, y
presenta acoplamiento con un carbono cuyo desplazamiento es de 168 ppm.
Por lo tanto, este es el protéon correspondiente al metilo del sustituyente

acetamida.

L o " { J«_L PO | n

O » R

1 (ppm)

80 75 70 65 60 55 45 40 35 30 25 20 80 s 70 63 60 55 43 40 35 30 25 20

50
12 (ppm)

Figura 3. 8: Los espectros de HMBC y HSQC para el compuesto 9, fueron obtenidos a 23 T en
DMSO- dg con Si(CHs), como estandar interno a) Espectro HSQC, Inserto: Estructura compuesto
9 b) Espectro HMBC

50
12 (ppm)
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3.2 ENSAYOS IN VITRO

3.2.1 Efecto de la exposicion a radical peroxilo en la aborcién UV-Vis

Una vez obtenidos los nitrocompuestos, se procediéo al estudio de sus
propiedades antioxidantes in vitro. El primer ensayo consistio en el analisis de
los cambios espectrales, generados por radicales peroxilo, producto de la
descomposicion térmica de un azocompuesto, dihidrocloruro del 2,2'-azo-bis-
(2-amidinopropano) (ABAP) (figura 3.9) [114].

MWH, . 2HCI

NH,
HH

HM

Figura 3.9: Estructura de ABAP

Para ello, se realizaron soluciones de los nitrocompuestos en concentraciones
de 25 uM en buffer fosfato (75 mM, 0.1 mM DTPA, pH 7.4) y se observo su
reaccion con ABAP 30 mM durante 2 horas a 37 C. Durante ese tiempo, se
obtuvieron espectros de absorcion para estudiar el avance de la oxidacién. En
la figura 3.10, se muestran los espectros correspondientes a las diferentes
series de nitroderivados estudiadas. Es notorio el decaimiento de la
absorbancia con el tiempo de exposicion al ABAP para todos los casos. Este
hecho sugiere que los compuestos estarian experimentando una modificacion
quimica, la cual tiene efectos sobre su absorcion de luz UV/Vis. En el caso del
derivado dimetilamina (1), se observé un decaimiento cercano al 30% de su
valor inicial, mientras que para los derivados metiltio y acetamida el
decaimiento fue notoriamente inferior, (15 y 10%, respectivamente). La
diferencia observada entre estos ultimos y el derivado (1), podria estar
indicando una diferencia en la cinética de reaccion con las especies oxidantes.
Para el derivado metiltio (3), ademas del decaimiento en su maximo de
absorcion, se observa la aparicion de un punto isosbéstico, lo cual podria
representar la formacién de un nuevo producto con un maximo de absorcion

menor.
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c) Figura 3.10: Efecto de la exposicion a
ABAP sobre los espectros de absorcion.
Los espectros fueron obtenidos entre
A=200-600 nm, previa y posterior
exposicion a ABAP 30 mM por 2 horas a
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3.2.2 Medida de la capacidad antioxidante

Para evaluar las propiedades antioxidantes de los compuestos, se utilizé la
técnica por fluorescencia ORAC (sigla en inglés Oxygen Radical Absorbance
Capacity). En dicho ensayo, se cuantifica la capacidad de la molécula en
estudio de ceder su proton labil mediante un mecanismo de transferencia de
atomos de hidrégeno (HAT), tal como describen Huang D. y colaboradores
[115, 116].

La oxidacién de la fluoresceina se ve acelerada en la medida que hay menos
cantidad de antioxidante. Dicho decaimiento se observa como un descenso
mas rapido de la fluorescencia. En la medida que el compuesto sea capaz de
proteger eficientemente a la fluoresceina de la oxidacion por ERO generadas

por ABAP, se observa un aumento en el area bajo la curva (sumatoria de
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valores normalizados de fluorescencia, ec. 3.1), que es directamente
proporcional a la concentracion de compuesto empleada. Posteriormente, se
resta el area bajo la curva de la muestra con la del blanco para asi obtener el
area neta (ec. 3.2). Por ultimo, al graficar area bajo la curva en funcién de las
concentraciones empleadas, se obtiene una recta cuya pendiente es dividida
por la pendiente de un compuesto de referencia (Trolox®), y se obtiene asi un
valor relativo (ec. 3.3).

F1 , F2  F3 Fi o
ABC=1+_—+—+—+ -+ (Ecuacion 3.1)
ABCneta = ABCmuestra — ABCblanco (Ecuacion 3.2)

Pendiente Compuesto

Valor relativo de ORAC =

Pendiente Trolox (ECU&CIOH 33)

El compuesto de referencia utilizado para el experimento, es un analogo
hidrosoluble de la vitamina E, Trolox ®, con el cual se obtuvo una pendiente de
0.754 y un R? de 0.,995. Los resultados se informan como equivalentes de
Trolox (Eq Tx).

A continuacibn a modo de ejemplo, se muestran el decaimiento de
fluorescencia con sus respectivas curvas de calibracion del derivado 6 (fig.
3.11).
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Figura 3.11: La capacidad de inhibir la oxidacién de la fluoresceina 7.5 nM en presencia de
ABAP 30 mM en buffer fosfato (75 mM, pH 7.4, 0.1 mM DTPA), fue medida a Aex = 485nm, Agp, =
512nm, a 37 durante 140 minutos para los diferentes compuestos estudiados. En lineas
punteadas, Control fluoresceina para cada experimento. a) compuesto de referencia Trolox (0-50
KUM), b) curva de calibracion Trolox; y = 0.754x - 0.003, R®=0.995, ¢) compuesto 6 (0-25 uM;), d)
Ajuste para el compuesto 6; y=11.027x - 0.1292, R*= 0.989

El decaimiento observado para las diferentes concentraciones, aporta una idea
acerca de su actividad como agente antioxidante. Es importante destacar que
los compuestos de la serie dimetilamina (derivados 1, 6 y 7), no mostraron un
decaimiento a cero en los 140 minutos de duracion del experimento para las
concentraciones mayores, a diferencia del resto para los cuales se obtuvo una
total inhibicion en menos de 2 horas. Debido a esto, dichos valores no fueron
tomados en cuenta para los calculos de area bajo la curva, y fue necesario el

empleo de concentraciones menores.
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En la tabla 3.4 se muestran los valores ORAC de todos los compuestos

desarrollados en este trabajo.

Tabla 3.4: Resultados de ORAC para todos los nitroalquenos y

nitroalcanos desarrollados.

Estructura Compuesto alor ORAC (Eq Tx)

0
)me 4 0.18+0.02
CO/%]& 5 0.10+0.05

xm 7 101

o
)LN m 9 0.32+0.04

En la tabla 3.4 se pueden observar valores de ORAC similares, mayores y

menores que el compuesto de referencia (Trolox). Cabe destacar que los
derivados dimetilamina (1, 2, 6 y 7) fueron los que presentaron la mejor
capacidad antioxidante siendo entre 6 y 13 veces mas activos que el
compuesto de referencia Trolox. Por otra parte, los derivados metiltio (3 y 6)

resultaron también mas activos en un 50%. Cabe mencionar que en el caso de
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los derivados dimetilamina, los nitroalcanos presentaron mayor actividad que
los nitroalquenos. Por otra parte, no se observaron diferencias significativas

entre los nitroderivados metiltio (3 y 8) y los derivados acetamida.

Un andlisis estructural del sistema en estudio, muestra dos posibles grupos
capaces de reaccionar con las especies reactivas y de esa manera ejercer su
rol antioxidante: el grupo nitroalifatico y el sustituyente del anillo aromatico en
posicion 4. Entre las moléculas mas promisorias, se encuentran los derivados
dimetilamina, cuyo grupo sustituyente presenta un fuerte caracter electron-
dador. Por otro lado, los compuestos que presentan sustituyentes de menor
caracter electrén-donador como es el caso de los tioéteres y acetamida,
resultaron tener una menor capacidad antioxidante, lo cual es consistente con
descripciones previas de nuestro grupo. Esto evidencia la importancia de esta

propiedad electrénica en el desarrollo de la actividad buscada.

Existen descripciones previas, donde se plantea la posible liberacién de éxido
nitrico por parte de nitroestirenos [91]. Como se detall6 anteriormente, a pesar
de ser un radical libre, el ‘'NO posee una gran variedad de efectos beneficiosos
para el organismo, entre los que destacan su capacidad antioxidante. Esto
podria ser la explicacion del mecanismo de proteccién a la oxidacién de los

compuestos en estudio.

En este sentido, cabe destacar que en nuestro grupo se ha estudiado la
capacidad de liberacién de 6xido nitrico por parte de nitroalqguenos aromaticos
(Celano, L.; resultados no publicados), observandose liberacién por parte del
derivado 1 de cinética lenta (329+9 nM/min). Asimismo, existen trabajos previos
de nitrolipidos en donde se ensaya su posible generacion de 6xido nitrico para
de esa manera funcionar como agentes vasodilatadores e inmunomoduladores
[101, 102].

3.2.3 Analisis estructura-actividad

Como forma de racionalizar estructura-actividad antioxidante de los
compuestos sintetizados, se estudié mediante célculos tedéricos las energias de
los orbitales de frontera LUMO — HOMO, para evaluar su reactividad con

radicales.
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En primer lugar, se estudio la distribucion de mapas de LUMO de nitroalcanos
(fig. 3.12). En este sentido se observa claramente que el LUMO se encuentra
ubicado en el derivado dimetilamina (6) en el agrupamiento etenilnitro en
cambio en los casos de los metiltio y acetamido derivados (8) y (9) estos son
mucho menores. Este hecho se correlaciona con que este agrupamiento actia
como electrdfilo en el caso de recibir especies nucleofilicas como el radical OH
o desprotonarse para formar el i6n nitronato que puede sufrir rearreglo tipo Nef

para liberar 'NO.

8!

Fig. 3.12: Derivados de nitroalcanos 6 arriba izquierda, 8 arriba derecha y
9 abajo centro. Mapas de LUMO (rojo) graficados sobre densidad
electrénica, determinado a nivel de AM1 a partir de estructuras MMFF.

En el caso de los derivados nitroalquenos este estudio arrojé que el LUMO se
encontraba mejor distribuido en el agrupamiento nitroetenil en el caso de los
derivados menos activos (9) y (8), lo que estaria en desacuerdo con la
capacidad antioxidante observada. Esto podria indicar que en este caso la
electrofilia del doble enlace contiguo al agrupamiento NO, no es la que
gobierna la actividad. Es asi que se plantea a través del i6n nitronato
intermedio que la reactividad del mismo viene dado por su electrofilia

diferencial como lo muestran los mapas de LUMO (fig. 3.13).
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Fig. 3.13: a) Estructuras de iones nitronatos de 1y 4. b) Mapas de HOMO rojo) graficado sobre

densidad electronica, determinado a nivel de AM1 a partir de estructuras MMFF.

3.2.4 Protecciéon de la oxidacion de LDL

Dado que las series de derivados de dimetilamina y metiltio fueron las que
mostraron mejores resultados en cuanto a la capacidad antioxidante, se estudio
su potencial como inhibidores de la oxidacion de LDL. Como se explico
anteriormente, la oxidacién de esta proteina plasmatica se encuentra en la
base de la formacion de las placas de ateroma, que conllevan a la generacion

de enfermedades como la ateroesclerosis.

Para ello, la lipoproteina fue purificada de plasma humano mediante
ultracentrifugacion en gradiente de densidad [117] y se utliliz6 el mismo
generador de ERO empleado en el ensayo ORAC, el azocompuesto ABAP. El
ensayo consistid6 en la exposicion de la lipoproteina al oxidante durante
diferentes tiempos, en presencia y ausencia de los compuestos, con el
posterior agregado de tert-butil-hidroxitolueno (BHT) para detener la reaccion.
Un método sencillo para cuantificar la oxidacion lipidica, es el descripto por
Londero y colaboradores [118], en el cual se determina la generacion de un
producto minoritario de la lipoperoxidacion, el malondialdehido (MDA). La
reaccion de este producto con acido tiobarbitarico (TBA) genera un aducto de
color rosad, el cual puede ser detectado tanto por su absorcion en el UV-visible

como por su fluorescencia.

La presencia de productos de lipoperoxidacion se estudi6 mediante
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), y los valores se expresan

como micromoles por litro de malondialdehido (umol/L MDA). Los picos
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correspondientes a MDA, se visualizaron como sefiales Unicas a los 7 minutos
de elucion (fig. 3.14a). En la figura 3.14b se observa la curva de calibracién
realizada con 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMTP) en concentraciones de
0.0625 a 10 pM. Si bien a la longitud de onda de trabajo los nitroalquenos
ensayados absorben en bajas cantidades, los mismos eluyen a tiempos
mayores que el TBARS dadas las condiciones de corrida. Por lo tanto, no se

observaron interferencias de este tipo en la medida de interés.

a) b)

300

IF
Area pico

0.4+ ‘ 150

0 S 10 15 20 0 3 6 9
Tiempo (min) TMTP (kM)

Fig. 3.14: a) Los cromatogramas de elucion de TBARS, fueron obtenidos mediante HPLC,
midiendo su absorcion UV-vis (A = 532 nm) y su fluorescencia (A ex = 515 nm, A em = 553 nm).
Las sefiales se visualizan como picos Unicos a los 7 minutos de corrida en columna C-18, con
un flujo de 0.5 mL/min, en fase movil: buffer fosfato (10 mM, pH 6.8) / acetonitriio / MeOH,
72%:11%:17% b) Curva de calibracion llevada a cabo con TMTP en concentraciones utilizadas
de 0, 0.0625, 0.125, 2.5, 5y 10 UM; y = 42.06x - 2.44, R*= 0.996.

En una primera aproximacion, fueron seleccionados dos etenil-derivados, 1y 3,
los cuales rindieron mejores resultados en el ensayo ORAC para estudiar la
proteccion de LDL. La misma se indujo mediante la incubacién con ABAP 30
mM a 37T, en ausencia y presencia de los compuestos 1y 3 (10 puM en buffer
fosfato 10mM, pH 6.8). En presencia de nitroalquenos, los niveles de TBARS
obtenidos fueron similares (10.5 + 3.4 yM y de 11.8 + 1.3 pM para los
nitroalquenos 1 y 3 respectivamente), y presentaron una disminucion
significativa cercana al 35 % (p<0.05) respecto al control en ausencia de los
mismos (17.6 £ 0.9 uM), en 20 minutos de ensayo (fig. 3.15). En vista de los
resultados obtenidos, se investigd a su vez la posible proteccién generada en 2
horas de experimento. Sin embargo, a dicho tiempo no se observo diferencias

significativas entre los valores del control ABAP (22 + 5 uM) y las muestras con
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nitroalquenos (18.6 + 1.4y 18.96 + 1.8 uM para 1 y 3 respectivamente), lo cual
podria indicar que se alcanzé la fase de terminacion de la peroxidacion lipidica,
0 bien que los compuestos se consumieron en su totalidad. La concentracién
de ABAP empleada (30 mM), en medio acuoso y en presencia de proteinas,
equivaldria aproximadamente a una generacion de radicales peroxilo de 1.8
UM/min [119]. Por lo tanto, si los nitroalguenos (10 uM) reaccionaran de forma
directa con los radicales provenientes de la descomposicién del oxidante, los
mismos se habrian consumido en 5.5 minutos de ensayo, lo que explicaria el
porcentaje de oxidacion (20-30%) encontrada a los 20 minutos. Como se
esperaba a partir de lo observado a los 20 minutos, en 2 horas no existieron
diferencias significativas entre las muestras tratadas con los compuestos y sin
tratar, por lo que se realizardn experimentos a mayores concentraciones de
compuesto. Adicionalmente, se empleard un generador de radicales liposoluble
(por ejemplo el azocompuesto 2,2'-azobis-(2,4-dimetilvaleronitrilo), AMVN),
ademas se seguira el curso temporal de las reacciones, midiendo la velocidad
de consumo de oxigeno, dado que la medida de formacion de dienos
conjugados a 234 nm tiene sus limitaciones en presencia de los

nitrocompuestos que absorben a dicha longitud de onda.
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Fig. 3.15: Productos de oxidacion de la LDL, luego de exposicion a ABAP 30 mM por 2 h a
37 C, en presencia y ausencia de compuestos 1 y 3 en concentraciones 10 uM, en DMSO
5%. Los valores obtenidos, se midieron por su absorcion UV-vis (A=532 nm) y su
fluorescencia (Aex = 515 nm, Agy = 553 nm), y se expresan como pmol/L MDA. Los valores
se expresan como media + desvio estandar de triplicados. Se observaron diferencias

significativas en ausencia y presencia de nitroalquenos, * p<0.05, n=3
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% 4. Conclusiones

En el presente trabajo se sintetizaron y caracterizaron fisicoguimicamente
nueve compuestos nitroalifaticos aromaticos para ser testados en cuanto a su
capacidad antioxidante, y eventualmente ser utilizados en estudios posteriores
como potenciales farmacos. Todos los compuestos fueron obtenidos con

buenos rendimientos, en una sola etapa sin productos secundarios.

Por otra parte, es de destacar la buena capacidad antioxidante obtenida para
los derivados dimetilamina, incluso superando en 8 y 13 veces los valores
obtenidos para el compuesto de referencia, Trolox. A su vez, se observo una
importante variacion en su espectro de absorcion en tiempos de 20 minutos de
exposicion a ABAP. Un cambio estructural involucrado en su actividad como
antioxidante, es una posible explicacion a dicho decaimiento. La actividad
antioxidante de estas moléculas puede estar dada por diversas caracteristicas
estructurales. Entre ellas, la presencia de grupos electrofilicos capaces de
aceptar electrones desapareados de especies radicalares, y la liberacion de

6xido nitrico son mecanismos razonables.

Los derivados metiltio y dimetilamina se comportaron como protectores
efectivos al prevenir la oxidacién de LDL por parte del ABAP, reduciendo en
mas de un 60% los niveles de TBARS en concentraciones de 10 uM (10
nmol/mL), cuando la generacion de radicales por parte del ABAP llegaria a 36
nmol/mL a los 20 min. Por otro lado, los resultados son llamativos dado que el
metiltio derivado, que habia demostrado una actividad menor al dimetilamino
como agente antioxidante en el ensayo ORAC (1.5 vs 8 EqTx), demostré en
este caso un nivel de proteccion similar al que presentan los nitroalquenos
derivados de dimetilamina. Esta Ultima observacion podria deberse a un
cambio en la reactividad del compuesto con los radicales en funcion a las

caracteristicas del medio de reaccién.
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% . Materiales y métodos

Consideraciones generales de los procedimientos de sintesis

Los disolventes se purifican y secan, previo a su utilizacion, por métodos
convencionales [86]. Otros reactivos fueron adquiridos en empresas
comerciales y usados sin purificacion. Los grados de avance de las reacciones
y la pureza de los productos se examinan por TLC. Se usa silicagel con
indicador fluorescente sobre placas de poliéster (Alugram® Sil G/UV254). Las
fases moviles usadas han sido mezclas (en distintas proporciones) de acetato
de etilo, éter de petréleo y éter etilico, éter de petrdleo. Los cromatogramas se

revelan por alguno de los siguientes métodos:
- Exposicion a la luz ultravioleta (254 nm)

- Exposicion a vapores de iodo

- 2,4-dinitofenilhidrazina (reactivo de Brady)

Para las cromatografias en columna, se utiliza silicagel (Kieselgel, tamafio
0.063-0.2 mm, J. T. Baker). Los espectros de *H-RMN y *C-RMN se realizan
en un equipo Bruker DPX 400 (400 MHz y 100 MHz, respectivamente),
utilizando los disolventes indicados y Si(CHz); como estandar interno. Los
valores de desplazamiento quimico son descritos en unidades de & (ppm) y las
multiplicidades segun s: singulete, d: doblete, dd: doblete de doblete, t: triplete,
m: multiplete. Los espectros de masas por impacto electrénico (IE) se realizan
en un equipo Shimadzu GCMS QP 1100 EX a un potencial de ionizacién de 70
eV 0 20 eV por inyeccion directa. Los espectros de masa por electrospray (ESI)

se realizan en un equipo Hewlett Packard 1100 MSD.
Sintesis de nitroalquenos
(2)-N,N’-dimetilamino-4-(1-etenil-2-nitro)-benceno (1)

En un balén de 25 mL se colocan 0.78 g de p-dimetilaminobenzaldehido (5
mmol) y 0.67 g de nitrometano (11 mmol) en 5 mL de EtOH anhidro y 0.12 mL

de n-butilamina. Se calienta a reflujo durante 2 horas hasta observar
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desaparicion del aldehido. El producto se filtra y se lava exhaustivamente con
éter de petréleo obteniéndose un soélido rojo (0.3g, rendimiento 30%). *H-RMN
(CDCls3, 400 MHz) & (ppm): 8.00 (d, 1H, J=12.00 Hz), 7.53 (d, 1H, J= 12.00 Hz),
7.45 (d, 2H, J=8.00 Hz), 6.60 (d, 2H, J= 8.00 Hz), 3.10 (s, 6H). MS (IE, 70 eV)
m/z (abundancia): 192 (M+e, 100%), 162 (2.30%), 145 (100%), 130 (20.3%),
77,0 (9.40%).

(2)-N,N-dimetilamino-4-(2-nitroprop-1-enil)-benceno  (2)

En un balén de 25 mL se colocan 2.0 g de p-dimetilaminobenzaldehido (13
mmol) y 2.09 g de nitroetano (28 mmol) en 5 mL de EtOH anhidro y 0.12 mL de
n-butilamina. Se calienta a reflujo durante 15 horas hasta la desaparicion del
aldehido visualizado por TLC (EP:AE/8:2). El producto se filtra y lava
exhaustivamente con éter de petréleo obteniéndose un sélido naranja (1.25 g,
rendimiento 70.5%). *H-RMN (CDCls;, 400MHz) & (ppm): 8.11 (s, 1H), 7.43 (d,
2H, J=8.6 Hz), 6.74 (d, 2H, J= 8.6 Hz), 3.07 (s, 6H), 2.52 (s, 3H). MS (IE, 70
eV) m/z (abundancia): 206 (M+e, 85.5%), 159 (100%), 149 (4.80%),
144(49.2%), 121 (12.1%), 115 (31.5%), 91,0 (7.30%), 77,0 (5.60%).

(2)-(1-etenil-2-nitro)-4-metiltiobenceno  (3)

Se agregan 0.2 g (0.8 mmol) de 4-metiltiobenzaldehido a una mezcla de 3 mL
de nitrometano anhidro y 0.062 g (0.8 mmol) de acetato de amonio. La mezcla
se agita a 100 T durante 2 horas, hasta la desaparicién del aldehido
evidenciado por TLC (EP:AE 8:2). El disolvente es luego evaporado a vacio y
se agrega agua y acetato de etilo, en proporciéon 9:1. La capa organica se lava
con agua (2 x 50 mL), HCI 1M (2 x 25 mL) y solucion saturada de NaCl. Luego
se evapora el disolvente a vacio y se obtiene un sélido amarillo. (0.11 g,
rendimiento 60.6%) *H-RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 7.99 ( d, 1H, J= 12.00
Hz) 7.47 (d, 2H, J= 8.00 Hz ), 7.58 ( d, 1H, J= 12.00 Hz ), 7.29 (d, 1H, J =8.00
Hz ), 2.55 (s, 3H ). *C-RMN (CDCls, 100 MHz) & (ppm): 145.01, 138.62,
136.07, 129.05, 125.28, 13.98.

(2)-4-(1-etenil-2-nitrofenil)-acetamida  (4)
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Se agregan 0.133 g (0.8 mmol) de 4-acetamidobenzaldehido en una mezcla de
3 mL de nitrometano anhidro y 0.062 g (0.8 mmol) de acetato de amonio. La
mezcla se agita a 100C durante 2 horas, hasta la d esaparicion del aldehido
evidenciado por TLC (EP:AE 8:2). El disolvente se evapora a vacio y se agrega
agua y acetato de etilo en proporcion 9:1. La capa organica se lava con agua (2
x 50 mL), HCI (2 x 25 mL) y solucién saturada de NacCl. Por ultimo se evapora
el disolvente a vacio, obteniéndose un soélido amarillo. (0.1g, rendimiento
78.1%) *H-RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 7.69 (d, 2H, J=12.00Hz), 7.62 (d,
2H, J=12.00Hz), 7.36 (d, 1H, J=8.00 Hz), 7.25 (d, 1H, J=8.00 Hz), 2.06 ppm (s).
3C-RMN (CDCls, 100 MHz) & (ppm): 168.9, 142.8, 138.82, 130.92, 124.4,
118.50, 39.51

(2)-2-(1-etenil-2-nitro)-quinolina  (5)

Se agregan 0.126 g (0.8 mmol) de 1-quinolincarboxialdehido en una mezcla de
3 mL de nitrometano anhidro y 0.062 g (0.8 mmol) de acetato de amonio. La
mezcla se agita a 100C durante 2 horas, hasta la d esaparicion del aldehido
evidenciado por TLC (EP:AE/ 7:3). El disolvente es evaporado a vacio y se
agrega Yy acetato de etilo en proporcion 9:1. La capa organica se lava con agua
(2 x 50 mL), luego se seca con Nap;SOg, se filtra y se evapora el disolvente a
presion reducida para obtener un sélido amarillo (0.019g, rendimiento 14.8%).
'H-RMN (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 9.05 (d, 1H J = 4.00 Hz), 8.48, (d, 1H J=
8.00 Hz), 8.19 (d, 1H, J= 8.00 Hz), 8.08 (d, 1H, J = 8.00Hz), 7.90 (t, 1H, J=
12.00 Hz) 7.80 (t, 1H, J= 12.00 Hz), 7.67 (dd, 1H, J= 8.00 Hz), 7.44 (d, 1H, J=
8.00 Hz).**C-RMN (CDCls, 100 MHz) & (ppm): 150.09, 130.18, 129.91, 128.60,
125.37, 120.05, 99.94, 77.02

Sintesis de nitroalcanos
1- dimetilamino-4-(2-nitroetil)-benceno  (6)

En un balén de 25 mL se coloca 0.1 g de 1 (0.5 mmol), 1.6 mL de THF y 0.2 mL
de MeOH. La solucion se enfria a 0C y se agregan e n cuatro porciones 0.09 g
de NaBH, (2.5 mmol). Después del agregado del agente reductor la solucién se

agita a temperatura ambiente durante 40 minutos. El disolvente se destila a
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presion reducida. Se agregan 10 mL de solucion saturada de NaCl y se extrae
con Et,O (3 x 5 mL). La capa organica se seca con Na,SO, anhidro y se
destila el disolvente. Se purifica mediante columna cromatografica (EP/AE 9:1).
Se obtiene un sélido amarillo. (0.03 g, rendimiento 86.2%). *HRMN (CDCls, 400
MHz) & (ppm): 6.70 (d, 2H, J= 8.00 Hz), 4.56 (t, 2H, 1J=14.0 Hz, 2J= 7.20 Hz),
3.24 (t, 2H, 1J= 14.0 Hz, 2J= 7.20 Hz), 2.94 (s, 6H), 7.08 (d, 2H, J= 8.00 Hz),
13C-RMN (CDCls, 100 MHz) & (ppm): 149.76, 129.03, 122.51, 112.18, 76.52,
40.32, 32.27

1-dimetilamino-4-(2-nitropropil)-benceno  (7)

En un balén de 25 mL se colocan 0.05 g (0.26 mmol) de 2, 1.0 mL de THF y 0.1
mL de MeOH. La solucion se enfria a 0 T y se agreg an en cuatro porciones
0.015 g NaBH; (0.4 mmol). Después del agregado del agente reductor la
solucién se agita a temperatura ambiente durante 40 minutos. El disolvente se
destila a presion reducida. Se agregan 10 mL de solucion saturada de NaCl y
se extrae con Et,0 (3 x 5 mL). La capa organica se seca con Na,SO, anhidro y
se destila el disolvente. Se purifica mediante columna cromatogréfica (EP/AE
9:1). Se obtiene un sélido amarillo (0.03 g, rendimiento 61.2%) *H-RMN (CDCls,
400 MHz) & (ppm): 7.08 (d, 2H, J=8.40 Hz ), 6.70 (d, 2H, J= 8.80 Hz ), 4.56 (t,
2H, J=7.60 Hz ), 3.25 (t, 2H, J=7.60 Hz ), 2.94 (s, 6H ).

1-metiltio-(2-nitroetil)-benceno  (8)

En un bal6n de 25 mL se colocan 0.05 g (0.32 mmol) de 3, 1.0 mL de THF y
0.1 mL de MeOH. La solucion se enfria a 0C a lo que se agregan en 4
porciones 0.015 g de NaBH,; (0.4 mmol). Luego del agregado del agente
reductor la solucion se agita a temperatura ambiente durante 40 minutos. El
disolvente se destila a presion reducida. Se agregan 10 mL de solucion
saturada de NaCl y se extrae con Et,O (3 x 5 mL). La capa organica se seca
con Na,SO, anhidro y se destila el disolvente. Se purifica mediante columna
cromatogréafica de silica gel (EP/AE 7:3). Se obtiene un aceite amarillo (0.031g,
rendimiento 86%) *H-RMN (CDCls;, 400 MHz) & (ppm): 7.23 (d, 2H, J= 12.00
Hz), 7.08 (d, 2H, J= 12.00Hz), 4.94 (m, 2H), 3.17 (m, 2H), 2.50 (s, 3H). **C-
RMN (CDCl3, 100 MHz) & (ppm): 140.0, 128.78, 126.80, 130.22, 76.98, 14.09
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(2)-4-(2-nitroetilfenil)-acetamida  (9)

En un balén de 25 mL se colocan 0.24 mmol (0.05 g) de 5, 1.0 mL de THF y 0.1
mL de MeOH. La solucién se enfria a 0C a la que se agregan en 4 porciones
0.015 g de NaBH,4 (0.4 mmol). Después del agregado del agente reductor la
solucion se agita a temperatura ambiente durante 40 minutos. El disolvente se
destila a presion reducida. Se agregan 10 mL de solucion saturada de NaCl y
se extrae con Et,O (3 x 5 mL). La capa organica se seca con Na,SO, anhidro y
se destila el disolvente a presion reducida. Se purifica mediante cromatografia
en columna (EP/AE 8:2) (0.0343g, rendimiento 78%) *H-RMN (DMSO-ds, 400
MHz) & (ppm): 7.48 (d, 2H, J=8.00 Hz ), 7.18 (d, 2H, J=8.00 Hz), 4.60 (t, 2H,
J=8.00 Hz), 3.30 (t, 2H, J=8.00 Hz), 2.18 (s, 3H). *C-RMN (DMSO d-g,
100MHz) & (ppm): 168.33, 131, 129.38, 75.97, 32.30, 24.56

Efecto de la exposicion a radical peroxilo enlaab  orcion UV-Vis

Para el estudio de los cambios espectrales de los compuestos por exposicion a
radical peroxilo, se utilizo6 ABAP como generador de radicales. Los compuestos
fueron solubilizados en DMSO, y posteriormente diluidos a la concentracién de
trabajo (25 uM) en buffer fosfato 75 mM, 0.1mM DTPA, pH 6.8. Se expuso las
muestras a ABAP 30 mM, durante 2 horas a 37 C, y s e realizaron espectros

de las muestras cada 20 minutos
Medida de la capacidad antioxidante mediante técnic a de ORAC

Para la misma se utilizé fluoresceina a una concentracion de 7.5 nM, y como
agente iniciador del proceso oxidativo, ABAP a una concentracion de 30 mM. El
mismo fue preparado al momento de utilizar. Todas las soluciones se
prepararon en buffer fosfato 75 mM, 0.1 mM de &cido
dietilenotriaminopentaacético, pH 7.4, siendo este el disolvente utilizado en el

ensayo.

Para la curva de calibracion se utiliz6 como referencia Trolox, en
concentraciones de 0, 0.15; 0.3; 0.6; 1.2; 2.5; 5.0; 10.0; 15.0; 20.0; 25.0; 50.0
MM. Las reacciones se llevaron a cabo a 37 C, en una mezcla de reaccion

ajustada a 200 pL de volumen final. Dicha mezcla contiene (en dicho orden): el
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agente a estudiar la capacidad antioxidante (0; 0.15; 0.3; 0.6; 1.2; 2.5; 5.0; 7.5;
10.0; 15; 20.0; 25.0 uM), buffer fosfato, fluoresceina y ABAP (el cual se agrega
al momento de la medida). Se registran los valores de fluorescencia
correspondientes a 60 medidas realizadas cada 2 minutos en un equipo
Varioskan Flash (Thermo, Vantaa, Finland), con un Aex = 485 nm, y un Aem =
512 nm. A partir de dichos datos, se calculan las areas bajo la curva de
decaimiento fluorescente para cada concentracion, segun la siguiente

ecuacion:
F1 F2 F3 Fi .,
ABC=1+—+ ot (Ecuacion 5.1)

en donde f, es la fluorescencia medida a tiempo cero y fi la fluorescencia

medida a tiempo i.

A partir de este valor, se calcula el area neta, como la diferencia entre el area

bajo la curva de compuesto a analizar y la del blanco:
ABCneta = ABCmuestra — ABCblanco (Ecuacion 5.2)

Posteriormente, los valores de regresion obtenidos, se grafican en funcion de la
concentracion de compuesto, de donde se obtienen las pendientes. El valor de
ORAC se expresa en términos relativos a Trolox®, como el cociente entre las

pendientes del compuesto X y la de Trolox®.

La forma de la ecuacion final es:

Pendiente Compuesto

Valor relativo de ORAC =

, (Ecuacion 5.3)
Pendiente Trolox

Purificacién y oxidacion de la LDL

La purificacion de lipoproteina de baja densidad (LDL) se realiza a partir de
plasma humano fresco mediante un proceso de ultracentrifugacion en gradiente
de densidad. Para generar el gradiente, se aumenta la densidad del plasma
mediante el agregado de KBr, en una proporcion de 0.28 g por mL de plasma.
Luego de agitacién por algunos minutos se obtiene una solucibn homogénea.

Una vez densificado el plasma, el mismo es vertido en tubos de
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ultracentrifugacion, y se agrega por las paredes del tubo NaCl 0.15 M, hasta el
llenado del mismo. Posteriormente, se realiza ultracentrifugacion a 55000 rpm,
a una temperatura de 4 °C, durante 90 minutos. Se separa la banda de color
naranja que se observa en el tercio superior del tubo evitando arrastrar

fracciones superiores. Por ultimo, se mide la concentracion proteica a 280 nm
(€ = 1mg/mL), y la LDL purificada se almacena a 4 °C. Al momento del ensayo

de oxidacién, una alicuota de la proteina es diluida al décimo, para una
concentracién final de 0.2 mg/mL aproximadamente. Se divide la proteina en

fracciones, que incluyen:

« Control de BHT
» Control de autooxidacion (blanco)

* Muestras problema conteniendo el compuesto en estudio.

Se agregan a cada tubo 100 pL de ABAP para una concentracion final de 30

mM, y se toman alicuotas cada 20 minutos, hasta completar las 2 horas.

Los compuestos se solubilizan en DMSO, a una concentracién stock de 0.5
mM, para posterior diluciéon a una concentracion en buffer fosfato 10 mM, pH
6.8.

Ensayo TBARS

En este ensayo se mide la presencia de productos de lipoperoxidacion,
mediante la reaccion de dichos productos con acido tiobarbittrico. Los aductos
generados por dicha reaccién desarrollan una coloracién rosada, la cual es
posible medir tanto por absorbancia a 532 nm, como por fluorescencia (Aex =
515 nm, Aem = 553nm). Para el desarrollo de esta técnica, se preparan las
soluciones de la curva de calibracion con TMTP y las muestras problema en
diluciones correspondientes, con un volumen final de 50 pL. Luego se agrega a
cada muestra 150 pL de solucién TBAR y 150 pL de &cido acético 20% y se
agita. Las muestras son incubadas a 80 °C por 1 hora, luego de lo cual se deja
enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente, se agregan 300 pL de MeOH
calidad HPLC y 100 uL de acido tricloroacético ), seguido de una centrifugacion

a 13000 g durante 10 minutos. Por dltimo, se extrae el sobrenadante. Los
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productos se separan empleando una columna de fase reversa (C-18), en una
fase mavil de 0.01 M fosfato de sodio pH 6.8/ MeOH/ acetonitrilo (72:17:11), a
una velocidad de flujo de 0.5 mL/min, con deteccion por absorbancia en el
visible o por fluorescencia. Para estos estudios contamos con un equipo de
HPLC 1260 Infinity (Agilent Techonologies, Alemania), equipado con detectores
UV-vis y de fluorescencia. El nivel de lipoperoxidacion se expresa como

micromoles de malondialdehido por mol (umol MDA/L).
Andlisis estructura-actividad

El andlisis estructura-actividad fue llevado a cabo mediante el software Spartan
Pro ®, a nivel semiempirico AM1, a partir de estructuras parametrizadas

mediante campos de fuerza MMFF.
Estadistica

Las muestras fueron analizadas por triplicado para todos los casos, y los
valores se expresan como promedio + desvio estdndar. El grado de
significancia fue analizado mediante test ANOVA, tomando como valor

significativo p<0.05.
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