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RESUMEN

Palabras claves: aterosclerosis, nitrosotioles, alfa-tocoferol, antioxidantes

La aterosclerosis es una enfermedad de distribucion mundial, de proporciones
epidémicas en las sociedades econémicamente desarrolladas’ y constituye la principal causa
de muerte en Estados Unidos, Europa occidental y en Uruguay.” Afecta las principales arterias
del organismo y su lesidn bdsica, el ateroma o placa fibro-adiposa, es una placa focal elevada
en la intima arterial formada por células, detritos celulares (células musculares lisas,
endoteliales, espumosas, leucocitos, etc.), un nucleo lipidico (fundamentalmente colesterol,
sus ésteres y productos de oxidacién) y una cubierta fibrosa.! El desarrollo y progresion de una
placa de ateroma es un proceso complejo, multifactorial que suele iniciarse en edades
tempranas de la vida, pero que puede ser detenido o enlentecido en su progresion e incluso
retroceder.’ La alteracion de la funcién normal del endotelio vascular (disfuncién endotelial),
asi como modificaciones post-secreciéon de la lipoproteina de baja densidad (LDL) son dos
procesos patogénicos precoces, principales y mutuamente relacionados. Las modificaciones
oxidativas de la LDL por especies reactivas de oxigeno y de nitréogeno constituyen un evento
critico en la patogenia de la aterosclerosis.?

Si bien existen como componentes naturales de la LDL moléculas con capacidad
antioxidante (o-tocoferol), aproximadamente el 70% de sus lipidos oxidables se encuentran en
el “core” hidrofdbico, carente de antioxidantes endégenos en concentraciones significativas. El
oxido nitrico (-NO), componente quimico del factor de relajacion derivado del endotelio
(EDRF), puede constituir la principal molécula antioxidante a nivel del “core” hidrofébico de la
particula de LDL, debido a su capacidad de difundir y concentrarse en dicha estructura y
participar en reacciones de terminacidn de procesos de lipoperoxidacion, con la consiguiente
formacién de derivados lipidicos nitrogenados. * El desarrollo de medicamentos que liberen
este antioxidante en el seno de la LDL puede jugar un papel de importancia en la terapia de la
aterosclerosis.

En este sentido durante la presente Tesina de Graduacion, se desarrolld la sintesis y
caracterizacion bioldgica preliminar de agentes derivados de a-tocoferol (componente natural
de la LDL) y analogos, capaces de liberar éxido nitrico en el seno de la LDL, debido a la
presencia de un grupo nitrosotiol en su estructura.

! Schoen, F. J. (1994). Blood vessels in Pathologic basis of disease (Robbins, S. L., Ed.), pp. 467-516, Saunders Company.

2 SUDEAT (1998) 22 Consenso Uruguayo sobre Dislipemias, Sociedad Uruguaya de Aterosclerosis, Montevideo-Uruguay.

* Heinecke, J. W. (1997). Curr Opin Lipidol 8, 268-74.

i) Moncada, S., Palmer, R. M., and Higgs, E. A. (1991). Pharmacol Rev 43, 109-42; ii) Nathan, C. (1992). Faseb J 6, 3051-64; iii)
Ignarro, L. J. (1990). Annu Rev Pharmacol Toxicol 30, 535-60; viii) Rubbo, H., Radi, R., Trujillo, M., Telleri, R., Kalyanaraman,
B., Barnes, S., Kirk, M., and Freeman, B. A. (1994). J Biol Chem 269, 26066-75; ix) Rubbo, H., Parthasarathy, S., Barnes, S., Kirk,
M., Kalyanaraman, B., and Freeman, B. A. (1995). Arch Biochem Biophys 324, 15-25; xi) Goss, S. P., Hogg, N., and Kalyanaraman,
B. (1997). J Biol Chem 272, 21647-53; xii) Denicola, A., Batthyany, C., Lissi, E., Freeman, B. A., Rubbo, H., and Radi, R. (2002). J
Biol Chem, 277(2): 932-6.
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ABREVIATURAS

ABAP 2,2’-azobis(2-amidopropano)

Boc tert- butoxicarbonil

BOP hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-iloxi)-tris-(dimetilamino)fosfonio
Bt Benzotriazona

CC Cromatografia en Columna

CDI 1,1-carbonildiimidazol

DCC Diciclohexilcarbodiimida

DCM Diclorometano

DIPEA N,N-Diisopropiletilamina

DMF Dimetilformamida

ECV Enfermedades cardiovasculares

HBTU hexafluorofosfato deO-(1H-benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N"-tetrametiluronio
HOAt 1-hidroxi-7-azabenzotriazol

HOBt 1-hidroxibenzotriazol

HONB N-hidroxi-5-norbornen-endo-2,3-dicarboxiimida
HOSu N-hidroxisuccinimida

LDL Lipoproteina de baja densidad

NHS N-hidroxisuccinimida

‘NO Oxido Nitrico

PFP Pentafluorofenol

PNP p-nitrofenol

Py Piridina

RMN Resonancia Magnética Nuclear

T.A. Temperatura ambiente

t-BuOH tert-butanol

t-BuONO tert-butilnitrito

TFA Acido trifluoroacético
TMHQ 2,3,5-trimetilhidroguinona
TLC Cromatografia en capa fina
TPP Trifenilfosfina



INTRODUCCION
1) Aterosclerosis

Las enfermedades crdnicas son el principal problema de salud de la poblacidn
uruguaya por su elevada prevalencia y el alto niumero de muertes. Las enfermedades
cardiovasculares (ECV) ocupan el primer lugar dentro de las enfermedades crénicas
obteniendo el mayor nimero de muertes en Uruguay (28%, Figura 1), superior a la
mortalidad por cancer (23%), por enfermedades respiratorias (10%) o por accidentes
(7%) (MSP 2013) ( Comisiéon honoraria para la salud cardiovascular 2007). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha reconocido que la aterosclerosis es la
enfermedad “epidémica” mas preocupante del mundo occidental, ya que sus
principales manifestaciones, relacionadas con la cardiopatia isquémica y con las
enfermedades cerebrovasculares, tienen una altisima tasa de morbimortalidad.

(Segundo Consenso Uruguayo sobre Dislipemias 2005).

28%

Defunciones

por causa
cardiovascular

Figura 1. Incidencia de las ECV en las defunciones totales de Uruguay (MSP 2013)

La aterosclerosis es una enfermedad lenta y progresiva que puede comenzar en
la primera década de la vida del ser humano (Steinberg 1989), caracterizada por el
depdsito e infiltracidn de sustancias lipidicas en las paredes de las arterias de mediano
y gran calibre, esto provoca una reaccién inflamatoria, la multiplicacidon y migracion de
las células musculares lisas de la pared vascular, y en consecuencia el endurecimiento
y una disminucién de la luz arterial (Figura 2). Este engrosamiento se llama placa de

ateroma. El endurecimiento de las arterias es un proceso que a menudo ocurre con el
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envejecimiento, el acumulo de la placa de ateroma disminuye la luz arterial y eso
produce rigidez arterial, ya sea por fendmenos medio ambientales o por consumo de
sustancias que aumentan la oxidacion del colesterol y la produccién de radicales libres.
Debido a la oxidaciéon del colesterol y la consiguiente liberacién de radicales, se
generan transformaciones en las lipoproteinas de baja densidad (LDL), que transporta
el colesterol, lo que facilita la formacién de la placa de ateroma, siendo ésta y el
envejecimiento celular, alteraciones clave asociadas a la aterogénesis. Los factores de
riesgo pro-aterogénicos son: las dislipemias, hipertensién arterial, diabetes vy

tabaquismo, entre otros. (Segundo Consenso Uruguayo sobre Dislipemias 2005)
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Figura 2. Proceso de la enfermedad aterosclerdtica (modificado de (Libby 2002))

En la Figura 2 se puede apreciar que en principio la luz de la arteria es normal y luego
ésta va disminuyendo como consecuencia de la formacién de la placa de ateroma,
aumentando la presion arterial. La placa puede estabilizarse o bien estar vulnerable a
una ruptura, y generar asi trombosis. Si la trombosis se da a nivel de la arteria

coronaria se produce infarto agudo de miocardio.

Como ya mencionamos, un evento clave en la aterogénesis son las modificaciones

oxidativas de la LDL dotandola de caracteristicas pro-aterogénicas: Hipotesis de la



modificacion oxidativa de la aterogénesis. La LDL nativa ingresa al espacio
subendotelial, donde puede ser oxidada por las células residentes tales como células
endoteliales, células del musculo liso y macréfagos (Figura 3).La LDL modificada

promueve:

El reclutamiento de monocitos por medio de factores quimiotacticos (ausentes

en la LDL nativa)(A),

- Inhibe la movilidad de los macrofagos residentes y por tanto su habilidad de
dejar la intima (B),

- Incrementa el ingreso de la LDL oxidada en los macroéfagos residentes llevando
a la formacion de las células espumosas (C),

- La citotoxicidad de la LDL modificada lleva a la pérdida de la integridad
endotelial (D),

- La disfuncién endotelial precede y promueve la aterogénesis , implica un

desbalance entre los factores relajantes derivados del endotelio del cual el NO

forma parte y los factores de contraccidn,

- La LDL oxidada promueve la necrosis de las células espumosas (E).
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endoteliales
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Oxidacié subendotelial
pisanan Células
mediada —" e SRS
: espumosas Al )Ty Necrosis cél. espumosas
por celulas . iy
LDL oxidada 5 E
ey Masculo liso

Figura 3. Primeros eventos en la aterogénesis (Modificado de (Diaz, y otros 1997))



Esta hipdtesis de la modificacidn oxidativa de la LDL es un proceso que ocurre in vivo,
que se relaciona con el riesgo cardiovascular y que contribuye a las manifestaciones
clinicas de la enfermedad.

La LDL consta de componentes con capacidad antioxidante en su estructura,
siendo su principal componente de estas caracteristicas el a-tocoferol. Esto ha
llevado a la realizacién de estudios de suplementacién con vitamina E como forma de
prevenir/retardar el desarrollo de las lesiones aterosclerédticas. Sin embargo, a pesar
de que las propiedades bioldgicas de la vitamina E permitirian una efectiva proteccién
antioxidante, los resultados de diversos estudios clinicos son controversiales. Estos
resultados enfatizan la importancia de desarrollar nuevos farmacos con mejorada
capacidad antioxidante in vivo para la terapia de la aterosclerosis. (Lopez y Rubbo
2010) Asi, teniendo en cuenta que el dxido nitrico (-NO) difunde a través de la LDL
inhibiendo mas efectivamente la oxidacidn lipidica que sus antioxidantes naturales (a-
tocoferol y ubiquinol-10) (G. V. Lépez 2006). Un antioxidante es una molécula capaz de
prevenir o retardar la oxidacion de un sustrato oxidable, actuando como donador de
electrones (agente reductor), de esta manera corta la cascada de especies reactivas del
oxigeno que son nocivas para las propias células. Los seres vivos que obtienen su
energia a partir del oxigeno, generan radicales libres lo cual es incompatible con la
vida, por tanto tiene antioxidantes naturales para contrarrestar el efecto dafiino que

genera al unirse a moléculas esenciales como el material genético y proteinas.

Capa superficial
de fosfolipidos y
colesterol libre

apoB—>

Nucleo
hidrofdbico de
ésteres de
colesterol y
triglicéridos

Figura 4. Estructura de la LDL (Modificado de (Murphy, y otros 2000)).



Oxido Nitrico. El 6xido nitrico (-NO) es un gas simple, incoloro y poco soluble en agua,
que se libera por la conversion del aminodcido L-arginina en L-citrulina por accién de la
enzima Oxido nitrico sintetasa (NOS) ampliamente distribuida en el organismo. El -NO
es producido por una amplia variedad de tipos celulares que incluyen células

epiteliales, nerviosas, endoteliales e inflamatorias.

El oxido nitrico sintetizado por las neuronas puede funcionar como
neurotransmisor, atravesando facilmente las membranas celulares por su cardcter
lipofilico. Cuando es producido por las células endoteliales de los vasos sanguineos
funciona como regulador pardcrino, donde difunde al interior de las células musculares
lisas, en el cual genera modificaciones, causando un efecto de relajacién en la
musculatura mediante vasodilataciéon y broncodilatacién. Los macréfagos sintetizan
‘NO como mecanismo de defensa para destruir los microorganismos que han sido

fagocitados.

En los ultimos afios han incrementado considerablemente las observaciones
que indican que el -NO disminuye la formacién de lesiones ateroscleréticas, por su
accion vasodilatadora y ademas por su rol protector de la LDL (Cooke 1994) (Hogg
1993). La oxidacién de la LDL por diferentes oxidantes es inhibido por el :NO
proveniente tanto de fuentes celulares como quimicas, el cual posee propiedades
fisicoquimicas que explicarian una mayor capacidad antioxidante incluso que la del a-
tocoferol (Rubbo 1994) (O'Donnell 1997).Trabajos previos de nuestro grupo
demostraron la capacidad del -NO de difundir en la LDL, sugiriendo que junto con la
produccién vascular de ‘NO podrian representar un mecanismo antioxidante clave in
vivo (Denicola 2002). El -NO podria ejercer sus propiedades antioxidantes incluso en el
seno hidrofébico de la LDL, donde la relacidn lipidos oxidables Vs antioxidantes es

incluso mayor que en la superficie de la particula donde existen otros antioxidantes.



2) Sintesis de amidas

El grupo funcional amida es comun en pequefias y complejas moléculas de
origen natural y sintético, las podemos encontrar en muchisimos procesos bioldgicos,
por ejemplo en las proteinas cumpliendo un rol crucial como: catalizadores,
transporte y almacenamiento, proteccion inmune (anticuerpos) y como soporte
mecanico (colageno). En la quimica medicinal mas del 25% de los farmacos tienen el
grupo carboxiamida, dado que son moléculas neutras, estables y son capaces tanto de

aceptar como de donar enlaces de hidrégeno.

Las amidas son derivados de acidos carboxilicos que se forman a partir de la
combinacién de un dcido con amoniaco o con una amina. Las amidas son los derivados
de acidos menos reactivos, por tanto se pueden obtener a partir de los otros derivados
de acido. (Wade, 2004). En la naturaleza, por ejemplo en la sintesis de proteinas
involucra reacciones de acoplamiento en la secuencia peptidica, que es la formacidn
del enlace amida, éste es un proceso complejo, seguramente es asi para realizar la
secuencia precisa y definida que requiere una proteina, in vivo es catalizado por
enzimas y asistido por miles de moléculas, dénde se da la activacidn selectiva del

aminodacido requerido (Montalbetti, 2005).

En el laboratorio, se recurre a otros métodos para que se dé el acople
(Esquema 1). Las amidas se pueden sintetizar directamente a partir de dacidos
carboxilicos con una amina, la reaccidn inicial es la generacidn de una sal de amonio. El
idn carboxilato es un electréfilo pobre y el idn amonio no es nucleofilico, por tanto la
formacién del enlace amida tiene que pelear en contra de la termodindmica ya que el
equilibrio esta desplazado hacia los reactivos, para que prospere la reaccién se debe
calentar la sal por encima de 100C?, se libera vapor de agua y se forma la amida. De ahi
gue se necesite una activacion, y una de las maneras mas cldsicas de activacion es la

de formar como intermedio un acilo.

)OJ\ agente O R-NH; j.J\
R OH activante R @ Base R NHR'
carboxilo
activado

Esquema 1. Sintesis de amidas



Existen varias formas de activar el componente carboxilo de la mezcla como:
haluro de 4&cido, azida de acilo, acilimidazol, anhidridos, ésteres, etcétera.

(Montalbetti, 2005) (Valeur y Bradley 2009) (Joullie y Lassen 2010).

Cloruro de acido: Es uno de los métodos mas sencillos para activar un 4cido,
usualmente es un proceso de dos pasos, el primero convierte el acido en haluro de
acido y el segundo es el acople propiamente dicho. Se dispone comercialmente de
numerosos agentes para formar el cloruro de acido a partir del acido correspondiente,
como ser: cloruro de tionilo (Esquema 2), cloruro de oxalilo, tricloruro de fdsforo,
pentacloruro de fdésforo, entre otros. El pentacloruro de fésforo se utiliza
generalmente para acidos aromaticos que tienen como grupo sustituyente grupos

electrén aceptor y que no reaccionan facilmente con cloruro de tionilo.

Estas reacciones son catalizadas mediante el uso de una gota de dimetilformamida

(DMF) o piridina (Py) (Esquema 2).

OH oH e H.
U R 4 S
PN S TS\
R ClA7Xcl > -~
& R0 Cl of ©cl
cl J
o}
)k) + HCl + SO,
R)CI
Z N
<
)
o) R'-NH O cI 2
-NF3 o R
L [ T S
R” "NHR' R™ N =N
I/ ®/
N

Esquema 2. Sintesis de amidas via cloruro de acido catalizada por Piridina.

Cabe destacar que en las reacciones con cloruro de oxalilo se produce mondxido de
carbono gas, por lo cual, cuando se utiliza tiene que tenerse muy en cuenta el peligro

guimico que esto conlleva.

Ademds, los agentes quimicos usados para la preparaciéon de cloruros de acido o acilo
liberan HCl al medio de reaccion, esto es una desventaja para los sustratos que son

sensibles a condiciones acidas, como lo son las aminas protegidas con t-
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butoxicarbonilo por ejemplo. Para solucionar este problema surge como agente para
formar el cloruro de 4cido, el cloruro cianurico (2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina), en
presencia de trietilamina. De esta manera se genera el haluro de acilo, en medio
basico. La presencia de la base organica mantiene el pH en condiciones basicas
durante el transcurso de la reaccién. El mecanismo propuesto implica una sustituciéon
nucleofilica aromatica inicial, que genera el éster aromatico activado y el anién cloruro.

En el paso siguiente ocurre el ataque nucleofilico por el anidn cloruro al éster activado, para

formar el cloruro de acilo deseado (Esquema 3).

|
NN
g S f
o /, o= N e | o '] i,
1 ! Clarure ciandrico .".. Q N N L & W
R oM ELI!N " ..D_.- N o =4 cl Hﬂ_.‘-.N:--"--. cl
SyAr Ester activado

Clarure de dcide

Esquema 3. Sintesis de cloruro de acido usando cloruro cianurico.

El cloruro ciandrico es recomendado para el preparado a gran escala de amidas, ya
gue requiere 0.33 equivalentes del promotor 2,4,6-tricloro-1,3,5-triazina , lo que
minimiza el uso de reactivo y la formacién de producto secundario. En esta reaccién se
puede utilizar una base organica como la trietilamina, bases inorgdnicas y ademas la
reaccion puede ocurrir en presencia de agua o en medio acuoso. El producto

secundario es acido cianurico que se remueve por filtracion y con un lavado basico.

Alternativamente, para transformar el acido carboxilico en el correspondiente cloruro
de acido, en medio libre de acido, se utiliza trifenilfosfina (TPP) y una fuente de
cloruro como el tetracloruro de carbono. El uso de éste ultimo acarrea riesgo
ambiental y es toxico. En este sentido, la hexacloroacetona es un buen sustituto.
Villenueve ha demostrado que los acidos carboxilicos pueden ser convertidos por la
hexacloroacetona y la TPP a baja temperatura en el correspondiente cloruro de acilo
(Villeneuve & Chan, 1997,38.). La principal desventaja de ésta técnica es la de separar
el oxido de trifenilfosfina resultante de los productos. La solucién a este problema, es

el uso de un soporte polimérico de fosfina-tetracloruro de carbono.

Otra condicidon neutra fue descripta por Ghosez y colaboradores, utilizando 1-cloro-

N,N,2-trimetilpropenilamina. Durante el proceso se evita la formacién de haluros de
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hidrégeno. Por lo tanto, éste es otro método muy util cuando se tienen grupos labiles

en medio acido.

Una vez que tenemos el cloruro de acido, para formar el enlace amida, en general se
hace reaccionar el cloruro de acido con la amina correspondiente, estos acoplamientos
se llevan a cabo en disolventes secos e inertes, en presencia de una amina no
nucleofilica como la trietilamina (NEts), capaz de captar el acido clorhidrico del medio.
Estas reacciones también pueden ser aceleradas utilizando cantidades cataliticas de
Piridina (Py) o N,N dimetilaminopiridina(DMAP) (Ragnarsson y Grehn 1998). El uso de
zinc, puede acelerar la reaccidon de acoplamiento a temperatura ambiente, aplicable a:
alquilos, arilos, heterociclos, carbohidratos y amino acidos y lleva a altos rendimientos

(Meshram, y otros 1998).

Fluoruros de acilo: Los fluoruros de acilo son menos sensibles a la humedad que los
cloruros de acido y por lo tanto son mds reactivos con las aminas. Otra ventaja es que
estos intermedios activos son compatibles con grupos protectores como Fmoc y Cbz, e
incluso con ésteres de t-Butilo y otros grupos de ésteres que son labiles en medio
acido, por lo que es muy util en la sintesis de péptidos. La preparacién de fluoruros de
acilo, generalmente, se lleva a cabo usando fluoruro cianurico en presencia de Py de
manera analoga a lo descrito para el cloruro ciandrico. En lo que respecta a la
preparaciéon de amidas, los fluoruros reaccionan de la misma manera que los cloruros

de acido.

Bromuros de acilo. Los bromuros de acilo son usados en raras ocasiones para generar
enlaces amida. Los bromuros de Aacido son habitualmente preparados con el
pentabromuro de fésforo. Otra forma de preparar un acilo in situ, es usando
trifenilfosfina y N-bromosuccinimida (NBS) (Froeyen 1995), entre otros (Montalbetti y
Falque 2005).

Azidas de acilo. La ruta que involucra la azida de acilo para la formacion de amidas es
la mas antigua, fue desarrollada por Curtius a principios del siglo XX (Klausner y
Bodansky 1974). Las azidas de acilo pueden ser preparadas a partir del éster metilico o

etilico correspondiente en dos etapas, en la primera la hidrazina desplaza al grupo
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alcoxilo, generando asi la acilhidrazina y luego por nitrosacion se obtiene la azida de

acilo..
)OJ\ NH,NH, )OJ\
R™ OCH;z R™ “NHNH,
HONO
L §
R NHR base R™Ns

Esquema 4. Sintesis de amidas via azida de acilo.

Acilimidazoles. El 1,1-carbonildiimidazol (CDI) es un agente acoplante muy util para
formar amidas en una etapa (Esquema 5). El acilcarboxiimidazol e imidazol que son
inicialmente formados, rdpidamente reaccionan para rendir especies activadas, como
el acilimidazol. Practicamente el acil imidazol es preformado en una hora y luego se le
adiciona la amina deseada. Esta reaccién que genera imidazol in situ, no necesita de
una base adicional y es compatible con sales de acido clorhidrico de la amina. Este
reactivo es usado a gran escala en la sintesis peptidica y puede ser extendido a la

formacién de ésteres y tioésteres.

0 O'? - -
P N L~ 0 cf_;
— A N - N N O] e Py = i i
N N % YN e
T (o] / L
R™ "OH O+ P — L
JLe N7
RO LN
i H
CO,
# =/
S R'NH,
+ R™ “NHR'

Esquema 5. Sintesis de amidas usando CDI como agente activante.

Actualmente, otros agentes acoplantes andlogos al CDI han sido descritos en la

literatura (Valeur y Bradley 2009).
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Anhidridos. Los anhidridos son especies que también reaccionan rapidamente con una
amplia gama de nucledfilos tales como: alcoholes, tioles y por supuesto aminas. Esta
estrategia va desde el uso de anhidridos simples simétricos hasta anhidridos mixtos

que involucra, por ejemplo, isoureas o especies derivadas del acido fosfdrico.

Anhidridos simétricos. La diversidad de compuestos comercialmente disponibles es

limitada y por lo general se procede a preparar el anhidrido deseado. Los anhidridos
sintéticos se forman ya sea por calentamiento a partir del correspondiente acido o en
condiciones suaves por reaccion de dos moléculas de acido en presencia de un
equivalente de diciclohexilcarbodiimida (DCC), la fuerza impulsora de esta reaccién es
la formaciéon de urea como producto secundario. El anhidrido se hace reaccionar a
continuacion, en un segundo paso con la amina deseada. En teoria no es necesario
adicionar base ya que se genera el carboxilato in situ que va a actuar como anién

(Esquema 6).

La mayor limitacion es el rendimiento efectivo, dado que solo la mitad del acido es
efectivamente acoplado, la otra parte se pierde. Esto representa un problema cuando

el 4cido carboxilico a utilizar es costoso.

o) N/O 0 '{ﬁ/@ o) N’O
1 I |
RJ\OH + ﬁ = ch?\’f/ﬁ —_— RAO NH
Dcc
0
RJLOH

©]
R N-R' R™ O = | R© "NHR' R™ "OH

Esquema 6. Sintesis de amidas via anhidrido de acido.
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Anhidridos mixtos. Los anhidridos carboxilicos mixtos, surgen como forma de superar

el problema de desecho. El método del anhidrido mixto puede ser desarrollado cuando
la segunda molécula de acido carboxilico es mds barata y facil de acoplar. La dificultad

es para alcanzar la regioselectividad en la adicién del nucledfilo.

O-acilisoureas. La DCC, la diisopropilcarbodiimida(DIC) y el clorhidrato de 1-etil-3-(3"-
dimetilamino)carbodiimida, son frecuentemente utilizadas como agentes activantes de
acidos carboxilicos para la formacién del enlace amida (Figura 5). También puede ser
utilizado para sintetizar tanto ésteres como anhidridos. La carbodiimida reacciona con
el acido carboxilico para dar un anhidrido mixto O-acilisourea. Este intermedio puede
reaccionar directamente con la amina para rendir la amida deseada y urea como
producto secundario, que resulta ser la fuerza impulsora de esta reaccion.

/ N i Se obtiene intermedio urea insoluble que se elimina
DCC ¢ —N=C=N— ..
\ / por filtracion.

Se obtiene intermedio urea soluble en DCM. Util en Sintesis
DIC >7N—C—N4< en Fase S6lida ya que puede eliminarse por lavados con
" DCH.
. Se obtiene intermedio urea soluble en agua que se
e e
EDC N=C=N"">""N elimina lavando con este disclvente.

Figura 5. Agentes activantes de acidos carboxilicos DCC, DIC y el clorhidrato de 1-etil-3-

(3’-dimetilamino)carbodiimida.

Diferentes carbodiimidas estan disponibles comercialmente (Figura 5). La diferencia de
solubilidad de la urea y sus subproductos da ventaja en la purificaciéon. Por ejemplo,
diciclohexilurea (DHU) es bastante mas insoluble, puede ser removida por filtracién.
Por el contrario la dimetilaminopropil-3-etilurea es extremadamente soluble en agua y

puede ser eliminada con la capa acuosa.

Esteres activados. Los esteres activados tales como ésteres aromdticos son
usualmente mas faciles de hidrolizar que los ésteres de alquilo y reaccionan con una
amplia gama de nucledfilos. En la Figura 6 se ven los alcoholes utilizados comunmente.
El aumento de la electrofilia del centro carbonilico, comparado con los ésteres

alquilicos, resulta del caracter electrén-atrayente de los alcoholes descritos (Figura 6).
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RNH; pentafluorofencl  2.4.5-triclorofenol  N.hidroxi-5-norbormen
4 MRy FHE PFP -endg-2, 3-dicorboximiida
HONE
o Nay N=y 2
HO-N HO-N | -
R NHR =, N, HO-N |
¥ 1 ) F
# 0 M 2 M ﬂ-
R°OH hidroxi benzotriazol  1-hidroxi-7-gzabenzoptriazol N-hidroxisuccinimida
HOB! HOA HOSY

Figura 6. Alcoholes comunmente usados como agentes activantes en la sintesis de

amidas.

La eleccidon del alcohol depende del tipo de aplicacidn. En la sintesis de péptidos, son
comunmente utilizados HOBt, PNP y PFP (Figura 6). Los ésteres derivados del 2,4,5-
triclorofenol (Figura 6)son mds reactivos que los ésteres derivados de PNP y los ésteres
derivados de HONB (Fujino, y otros, 1974) (Kitada, y otros, 1978).Los ésteres de 2,4,5-
triclorofenilo también son superiores a los de N-hidroxisuccinimida (HOSu). Los
ésteres de HOSu, sin embargo, todavia se utilizan como una alternativa ya que ellos

son solubles en agua y por tanto es facil de eliminar en las etapas de purificacién.

El HOAt ha sido reportado como mas eficiente ’ﬁ'*r"ﬂ‘n

que el HOBt. El incremento en la eficiencia SNE N o
puede ser explicada por la formacion de un H tlj R™NHR
enlace de hidrégeno entre el nitrégeno de la Rl_z:_ﬁﬁ ©

piridina vecina y los protones del grupo amina en Figura 7

la etapa de amindlisis (Figura 7).

Los ésteres activados pueden ser preparados previo a su uso, purificado y almacenado
por cierto tiempo. El éster activado es usualmente sintetizado en un procedimiento
estandar de formacién de ésteres con DCC (Esquema 6) y luego utilizado para su

acople con la amina adecuada.

Alternativamente, el éster activado puede ser preparado in situ como intermedio y
subsiguientemente reacciona con la amina deseada. Esto puede ser llevado a cabo por
adicién catalitica o en cantidades estequiométricas de HOB t a condiciones estandar de

acoplamiento con DCC.
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Mds recientemente catalizadores eficientes, que ya incorporan el fenol, se encuentran
disponibles comercialmente. Estos se pueden clasificar de acuerdo a su naturaleza,

esto es, sales de fosfonio, sales de uronio y sales de amonio.

Sales de fosfonio. El primer ejemplo descrito de sales derivadas de HOBt es el

hexafluorofosfato de (benzotriazol-1-iloxi)-tris-(dimetilamino)fosfonio (BOP), también
llamada reactivo de castro (Castro, y otros 1975). El acoplamiento en un solo paso, se
lleva a cabo mezclando el acido y la amina deseado, en presencia de BOP y
trietilamina, o la base de Hinig. El 4cido desprotonado, primero reacciona con BOP
para generar una especie acil-fosfonio activada y HOBt. EL HOBt reacciona
rapidamente con el acido activado para producir el éster activado de benzotriazol, el

cual por amindlisis rinde la amida deseada(Esquema 7).

©
N PFe
‘N
Co)
N
| @ N—
BOPOﬂT\N\/ )OL
N O ~ ~
X 0 dgley R”ToBt RNH, o o
[S] —p— —_— —_—
R™ ™0 NEL, R7 O FL’ N +O R”SNHR' ' HOBt + HNEt; + PFg
+ /N\ N Il p
® o N—F=N
R'NH; OBt I N

Esquema 7. Sintesis de amidas usando BOP como agente acoplante.

Si bien el reactivo de Castro es muy eficiente, genera Hexametilfosforamida (HMPA)
gue es extremadamente téxica. Por tanto se han desarrollado otras sales de fosfonio
que son igualmente eficientes, pero que generan productos secundarios menos

téxicos, por ejemplo hexafluorofosfato de benzotriazol-1-iloxi-tris-pirrolidino fosfonio

(PyBop).

Sales de uronio. Una familia de reactivos que ha sido desarrollada, son las sales de

uronio, siendo las mas usadas hexafluorofosfato de O-(1H-benzotriazol-1-il)-N,N,N’,N -
tetrametiluronio (HBTU) o su equivalente tetrafluoroborato (TBTU) (Knorr, y otros

1989) (Pettit y Taylor 1996) (Esquema 8).
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Esquema 8. Sintesis de amidas usando HBTU o TBTU como agentes acoplantes.

Esteres triazinicos. Kunishima y colaboradores (Kunishima, y otros 1999) describen el

uso de cloruro de 4-(4,6-dimetoxi-(1,3,5)triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (DMTMM),
como un efectivo agente activante, para la sintesis de ésteres y amidas. Este reactivo,
inicialmente participa de una sustitucion electrofilica aromatica, similar al caso del
cloruro cianurico (ver pagina 12). Luego el intermedio éster activado es desplazado por
la amina. La principal ventaja del uso de esta sal de amonio, es que no se necesita
agregar una base, ya que se libera en el primer paso N-metilmorfolina. Los productos

secundarios se pueden eliminar facilmente por lavados con agua (Esquema 9).

OMe
/N N= 0
O N— N
e o OMe R)LNHR
) © OM
cl e | I N
M o R”-0— N
R™ "0 DMTMM N
+ N -
SNAT oM *
© N ° OMe
R'NH,
+ N:<
. o= N
/N HN—X
0O ®N—
N + RNH, OMe

Cl
Esquema 9. Sintesis de amidas usando DMTMM como agente acoplante.

Considerando que la sintesis de péptidos es de gran interés en el desarrollo de
farmacos, dia a dia se siguen desarrollando nuevos catalizadores como se describe en

la revisién de (Al-Warhi, Al-Hazimi y EI-Faham 2012).
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3) Sintesis de nitrosotioles

Los nitrosotioles fueron descritos in vivo, por primera vez en la década de los 80,
juegan un rol principal en el almacenamiento, transporte y liberacién de dxido nitrico
(NO) en el organismo (Williams 1985). Continuamente se describen nuevas funciones
para los nitrosotioles. Por ejemplo, algunos autores indican que el flujo sanguineo es
regulado por S-nitrosohemoblobina, via liberacién de NO (Stamler, y otros 1997). Por
otra parte también pueden servir como farmacos en el tratamiento de diversas
enfermedades tales como, hipertension y aterosclerosis (Luscher, Raij y Vanhoutte s.f.)
(Lefar y Sedar 1991).

Los nitrosotioles se degradan por calor, luz ultra violeta o trazas de metales, para dar
oxido nitrico y el correspondiente disulfuro. La descomposicién también se puede dar
por accién enzimatica, ademas los S-nitrosotioles pueden participar en reacciones de
transnitrosacion donde el grupo NO es transferido a otro tiol. Esto puede resultar en la
liberacion de NO si el compuesto resultante es mas susceptible de descomponerse que
el nitrosotiol de partida (Al-Sa’doni y Ferro 2000). Los nitrosotioles mas estables son
aquellos que contienen en el carbono adyacente al grupo nitrosotiol sustituyentes
voluminosos. Por ello para incorporar el grupo tiol utilizamos la 3-acetamido-4,4-
dimetiltietan-2-ona, preparada a partir de penicilamina (Esquema 10)(Monihan y

Roberts 1994)

Grupo voluminoso

N

(@]
COOH NHACc
Ac,0 R-NH, R
NH —_— —_— \N SH
2 py S I
SH (@] H NHAc
Penicilamina 3-acetamido-4,4-dimetiltietan-2-ona
Esquema 10

Diversos métodos estan disponibles para transformar un tiol en un S-nitrosotiol
(Williams 1985). En el presente trabajo de tesis para realizar esta transformacién se
utilizé t-BUONO en DCM a temperatura ambiente. Alternativamente, se podria utilizar
nitrito de sodio en condiciones acidas (Roy, Du Moulinet d'Hardemare y Fontecave

1994).
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ANTECEDENTES

El grupo en el cual se desarrollo la presente tesis viene trabajando en la sintesis
de andlogos de a-tocoferol conteniendo el grupo nitrosotiol como farmacéforo

liberador de éxido nitrico.

Los compuestos sintetizados previamente como SNO1, SNO2 y SNO3 (Figura 8)
demostraron tener capacidad de liberar espontaneamente -NO y capacidad vasoactiva
dependiente de ‘NO (Figura 9, A y B). También protegieron de la oxidacion mediada
por 2,2’-azobis(2-amidopropano) (ABAP) del acido linoleico, que es uno de los
principales componentes del nucleo de la LDL (Figura 9C). Sin embargo, estudios
experimentales y tedricos de lipofilia relativa muestran que estos compuestos son

menos lipofilicos que el a-tocoferol (Figura 9D) (G. V. Lépez 2006).

Asi, en base a estos resultados, se plantea el disefio y sintesis de nuevos

derivados que contengan fragmentos variables (F.V) con mayor cardcter hidrofébico.

AcO AcO
H 7 FRAGMENTO F'e NHAC
o N\/\N/U\%SNO o X" VARIABLE —N\”)XSNO
O SNOlH NHAc (0] 0
X=NH, O; R= alkyl, aryl, H; n=0,1,2
AcO
NHACc
H%/H SNO FRAGMENTO VARIABLE:
e} SNO 4a: n,m=0; X=NH
SNO 4b: n,m=0; X=0
O sNo2 0 n SNO 5: n=0; m=1; X=NH
SNO 6: n=0; m=2; X=0
AcO AcHN SNO m g“g ;: n=g; m:i; §:NE
:n=1; m=1; X=
— — ; ;
N Nﬁ N NH SNO 9
(@) __/ o _/_ /
(6]

SNO3
Figura 8. Estructura de los nitrosotioles ya estudiados SNO1, SNO2, SNO3, SNO4a,
SNO4b (G. V. Lépez 2006) (Silveira 2009)y las nuevas estructuras desarrolladas en el
presente trabajo SNO5-SNO9.
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A) Liberacion de -NO in vitro C) Capacidad antioxidante

C N La incubacién de LH con
esto [NO]Ilwam(W) &l { SNO3 inhibe el consumo de
SNO1 0.86+0.04 . oxigeno durante la oxidacién
SNO2 22+02 \\\\ mediada por ABAP. a, la
. oxidacion de LH (3.3mM) en
SNO3 i 75

1.7401 =i \\\.\ buffer fosfato 50 mM por
La liberaciéon de ‘NO se mide para una N . ABAP 5mM fue evaluada
concentracién 100 pM de compuesto, por o usando un electrodo de

oxidacién de HbO, a MetHb, a 1=401nm, a 37°C, oxigeno tipo Clark a 379_(3-
por método espectrofotométrico. curva control, en ausencia de
6 LH y SNO3. ¢, oxidacion de LH

- - . : , : reviamente incubada con
B) Propiedades vasoactivas o + g B B o Liifis Bofite B8

mM.
°°7 D) Estudio de lipofilia relativa
' ' Compuesto Ry clogP TPSA(A?)

a-Tocoferol 1.7 8.1 29.46

SNO1 0.1 1.1 152.26

SNO2 0.4 3.3 152.26

SNO3 0.3 2.3 134.68
0 10 2 . 30 ) @ 50 0 Ry se define como log[(1/R;) -1] y permitiendo determinar la lipofilia
Tiempo (min.) relativa de los compuestos. Rf es la relacion de frente de los compuestos
Los compuestos (30iM) son ensayados sobre anillos ensayados por RP-TLC utilizando como fase mévil agua-acetona (50:50) y
de aorta aislados de rata Wistar, en buffer Krebs- como fase estacionaria SIL RP-18 W/UV254nm. clogP es el coeficiente de
Henseleit, previamente contraidos con noradrenalina particion octanol:agua determinado tedricamente utilizando el método
NA. Se adquieren los registros de tensién en funcién Villar del paquete SPARTAN 04. TPSA es el indice de polaridad molecular

del tiempo, en presencia y ausencia de ODQ o HbO,. determinado tedricamente

Figura 9. Caracterizacién bioldgica de los nitrosotioles ya estudiados SNO1, SNO2,
SNO3: A) Liberacion de 'NO in vitro; B) Propiedades vasoactivas; C) Capacidad

antioxidante; D) Estudio de lipofilia relativa.
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OBIJETIVOS
Objetivo general.

Optimizaciéon de lideres disefiados como potenciales agentes antiaterogénicos, o-

tocoferol (componente natural de las lipoproteinas de baja densidad, LDLs) modificado

y analogos con grupos liberadores de -NO, como fuente continua de un antioxidante
fisioldgico como una estrategia terapéutica que podria prevenir las reacciones

oxidativas de la LDL en la pared vascular.

Objetivos especificos:

1. Sintesis de nuevos derivados de a-tocoferol portadores del grupo nitrosotiol,
reconocido farmacoéforo liberador de -NO.

2. Elucidacién estructural y caracterizacion espectroscopica de los productos de
sintesis.

3. Caracterizacion fisicoquimica preliminar. Estudio de lipofilia relativa.

4. Caracterizacion bioldgica preliminar. Estudio de liberacién de 6xido nitrico.
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RESULTADOS y DISCUSION
1. Quimica

En este trabajo de tesis se

propone el desarrollo de nuevos

FRAGMENTO R NHAc

agentes antiaterogénicos, los cuales

) N_.\~/1A.R.IABLE | SNO
se obtienen a partir del andlogo U
(@]
hidrosoluble de la vitamina E, acido 6- X=NH, O; R=alquil, aril, H; n=0,1,2
H . H FRAGMENTO VARIABLE:
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromancar- SNO 5: n=1: X=NH
SNO 6: n=2; X=0
SNO 7: n=2; X=NH

boxilico (Trolox®), incorporando en la

cadena lateral el farmacdforo
N/\©\/ SNO8 N N SNO9

liberador de 6xido nitrico (-NO), N /O

grupo nitrosotiol o tionitrito (-SNO) Figura 10

(Figura 10).

Para la introduccion del grupo nitrosotiol se plantea el siguiente esquema

retrosintético:

AcO
NHAC | Fo A NHAC

H H
NO
cO

A NHAGC
H © H
o NL o NH - @KXS

“l /iiN HAC

N NH
o %" 2
o

AcO
U
N. ,NH2 3 HZN\ _NH,
v

Acetato de trolox, 3

Esquema 11. Esquema retrosintético para la sintesis de tionitrito-derivados de Trolox .
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Asi, inicialmente se preparan los reactivos necesarios, esto es el acido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcromancarboxilico (Trolox®) y sus derivados (Esquema 12), 3-

acetamido-4,4-dimetiltietan-2-ona y t-BuONO (Esquema 13).

OH )L (CHO), HO
+ >
CnggN, ACZO
HO COMe  efiuo, 20n.R=39% o OCHs
6

TMHQ H,0, 180°C, 3h. R=74% 1 o
1)NaOH(ac), MeOH HO ACO
80°C, 2h. Ac,0, Py
> —_—
2)KHSO, 80°C, 2h. o OH 24h. R=78% o OH
R=77%
) 3 o)

Esquema 12. Sintesis de Trolox y sus derivados.

La sintesis utilizada para la preparacion de Trolox (2, Esquema 12) involucra una ruta
sintética de dos pasos. En primer lugar se obtiene el éster metilico de Trolox (Hidaka
2006) (Hyatt 2007), y luego en un segundo paso de hidrdlisis se obtiene el acido
carboxilico. En un paso siguiente se protege el grupo fendlico como éster por

tratamiento con anhidrido acético en presencia de piridina.

La 3-acetamido-4,4-dimetiltietan-2-ona fue preparada a partir de *-penicilamina
(Soulere L. 2001) y paralelamente, el t-BuONO fue preparado a partir de t-BuOH (Coe y

Doumani 1948) como se muestra en el esquema 13.

Y NH2 HN—<
Ac,0
OH _"™2- o o)
Py O
SH O 250C 20hs S
+-penicilamina R=22%
b)
| 1)NaNO, H,0 NC
OH > O’
| 2)H,S0, 35%,
tguoH OGN t-BUONO

Esquema 13. a) Sintesis de 3-acetamido-4,4-dimetiltietan-2-ona; b) Sintesis de tert-

butilnitrito.
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Entonces, para la preparacion de los nuevos derivados nos planteamos seguir una
secuencia sintética analoga a la ensayada para los primeros derivados preparados (G.
V. Lépez 2006) (G. V. Lopez 2006), como se muestra a continuacién (Esquema 14). Esto
es, partiendo de un derivado acetilado de Trolox” (6-acetoxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-

2-carboxilico, 3), y el compuesto conteniendo el fragmento variable con N-terminal

O,
i
1) O o z
o}

O
N e
Z=Cl, :,5 j R

protegido con Boc.

O N NH
HzN\F,NHz Boc,O HZN\F/NHBoc ~ 2
V V CH2C|2

2) TFA/CH,Cl,

AcHN O o
1) s CH,Cl, Y NHAC
R H
- (@) N N
2) +BUONO, CH,Cl, O
Esquema 14. Sintesis propuesta para los nitrosotioles derivados de analogos de alfa-

tocoferol.

Sin embargo, en la etapa de acople, se observa no solo la formacién del compuesto de
interés sino también el producto de amindlisis a nivel del acetilo del anillo cromano.
Entonces, se decide utilizar en esta etapa el acido con el fenol libre e inmediatamente
realizar la acetilacién. Asi, con objeto de obtener los productos finales SNO5, SNO6 y
SNO7, el acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromancarboxilico es activado con CDI y
acoplado con aminas monoprotegidas (Silveira 2009) 4-(N-tert-
butoxicarbonilaminometil)anilina 4a, 4-(N-tert-butoxicarbonilaminoetil)fenol 4b ¢ 4-
(N-tert-butoxicarbonilaminoetil)anilina 4c, para dar los derivados de acido
correspondiente, los cuales fueron inmediatamente tratados con anhidrido acético en
presencia de piridina, rindiendo 5a-c. Estos ultimos se hicieron reaccionar con TFA en

DCM a temperatura ambiente para dar 6a-c.
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La caracterizacion estructural de los compuestos finales e intermedios se realizd
mediante experimentos de 1H—RMN, 13C—RMN, experimentos bidimensionales (COSY,

HSQC, HMBC) y espectrometria de masas.

Por ejemplo para el intermedio 6a en la Figura 11 se muestran A) *H-RMN, B) *C-RMN
y C) Espectrometria de masas. En el 'H-RMN se observan las sefiales caracteristicas del
compuesto: en 8.34 ppm (h) se observa una sefal ancha correspondiente al H amidico,
en la region de 7.5-7.0 ppm (i,j) se observan las sefiales de los H aromaticos, en 3.89
ppm (k) una sefal ancha correspondiente a los protones metilénicos vecinos al grupo
amino y en la region de 2.5-1.6 ppm (a,b,d,ef,g) se observan las seiales
correspondientes al anillo cromano sustituido. En el espectro de B3C-RMN se ven las
sefiales esperadas correspondienes al producto 6a. En el espectro MS se destaca el ién

molecular (396) que nos confirma la obtenciéon del producto deseado.
Finalmente, los compuestos 6a-c fueron tratados con la 3-acetamido-4,4-

dimetiltietan-2-ona y enseguida con t-BUONO con objeto de obtener los nitrosotioles

correspondientes.
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Figura 11. Caracterizacion espectroscépica de 6a: A) *H-RMN, B) *C-RMN, C) MS
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El nitrosotiol SNO5 se obtiene con excelente rendimiento (R= 96%), sin embargo, la

baja estabilidad de los nitrosotioles dificulta la caracterizacién completa del producto.

Para el éster 6b se observa por 'H-RMN la formacién del producto deseado SNO6 con
muy bajo rendimiento, lo que no permite una caracterizaciéon adecuada. Se ensaya la

reaccion varias veces con idéntico resultado.

En el caso de la amida 6¢ fue imposible obtener el nitrosotiol deseado en las

condiciones ensayadas (Esquema 15), recuperandose los reactivos sin reaccionar.

1) a) CDI/DCM anh.

b) HX
@\HNHBOC
n

HO 4a, X=NH; n=1 AcO
4b, X=0; n=2
4c¢, X=NH; n=2 o
OH > X
10 2) Ac,0, py (@]
= - 0,
0 R=24-32% o) NHBoc
2 5a, X=NH; n=1 n
5b, X=0; n=2
5c, X=NH; n=2
AcO
TFA/DCM X
—_—
R=36-87% (@)
O NH,
6a, X=NH; n=1 n
6b, X=0; n=2 AcHN o

6c, X=NH; n=2 1)
S
DCM anh.

2) t-BuONO, DCM
R=96%

AcO
o X
H
(e} \©\H/N
n

SNOS5, X=NH; n=1

NHAc
\H)><SNO
O

Luego, a través de la misma estrategia se ensaya la obtencion del nitrosotiol SNO8 a

Esquema 15

partir del Trolox (2) o su derivado acetilado (3)(Esquema 16). En una primera etapa se
ensayan distintas condiciones de acoplamiento de 2 6 3 con 1-(N-Boc-Aminometil)-4-
(aminometil)benceno como se describe en la Tabla 1, resultando las mejores

condiciones las indicadas en la entrada 4 para la obtencion de la amida. En la etapa
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siguiente, se desprotege el grupo amino terminal con acido trifluoroacético y

posteriormente 8 se trata con 3-acetamido-4,4-dimetiltietan-2-ona seguida de t-

BuONO.
RO RO
ver Tabla 1 \/O/\NHBOC
OH ——— » H
o) N
o)
2(R=H) © o,
3(R=Ac)
TFA, DCM A0 NH,
— N
R=53% o)
Og

1) AcHN_ 0O

3 DCM anh.

2) t-BUONO

DCM

)
AcO
NJ\)(SNO
H H
m N ﬁ NHACc
0
0
SNOS8

Esquema 16. Sintesis de SNO8

Tabla 1. Condiciones ensayadas para la obtencion de la amida 7 (Esquema 16).

Entrada | Condiciones Resultados

1 1) i)2, CDI, DCM anh, T.A., 24h.; ii)1-(N-Boc-Aminometil)-4- 7 (R<5%)

(aminometil)benceno; 2)Ac,0, Py, T.A., 24h.
(o] . - - -

2 1) 3, NHS, DCC, DCM anh.,0°C, 1h; 2) 1-(N-Boc 7 (R<5%)
Aminometil)-4-(aminometil)benceno, T.A., 24h.

3 1) 3, SOCl,, Tolueno, reflujo, 90min.; 2) 1-(N-Boc- 7 (R=19%)
Aminometil)-4-(aminometil)benceno, T.A., 4 dias.

4 1) 2, 1-(N-Boc-Aminometil)-4-(aminometil)benceno, BOP, 7 (R: 32%)
DIPEA, DMF/CHsCN, 5 dias. 2) Ac,0, Py, T.A., 72h...

5 1) 2, 1-(N-Boc-Aminometil)-4-(aminometil)benceno, HBTU, 7 (R: 15%)
1-HOBt, DIPEA, DMF, 7 dias. 2) Ac,0, Py, 72h..
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Sin embargo, en las condiciones ensayadas, no fue posible obtener el derivado SNO8

en cantidades que permitieran una adecuada caracterizacién espectroscépica. En la

figura 12 se muestra el 'H-RMN donde se puede visualizar una pequefia sefial a 5.0

ppm correspondiente al H vecino al grupo funcional acetamida del SNO8.

Las ultimas etapas se ensayaron varias veces, extremando cuidado de las condiciones,

como por ejemplo: secar el disolvente y utilizarlo inmediatamente, trabajar en

atmodsfera de nitrégeno, corroborar la pureza de los reactivos, protegerlo de la luz con

especial énfasis, etcétera.
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Figura 12. Espectro de *H-RMN del crudo de la reaccion para la obtencion de SNOS.

Paralelamente, una estrategia analoga fue utilizada para sintetizar SNO9 a partir de 2

activado con CDI

y 4-(2-aminoetil)piperazin-1-carboxilato de tert-butilo 9 (Prugh,

Birchenough y Egbertson 1992) como material de partida (Esquema 17), obteniendo el

producto deseado con un rendimiento global de 7% en 6 pasos.
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N/ \NH 1) PhCHO, Tolueno —/—N N—Boc
HZN_/_ \__/ 2) Boc,0 H,N f—

3) KHSO, 9
R=18%
HO 1)CDI,THF anh. AcO
H
0~ SCooH  2) 9, THF anh. o N\/\N/\
3) Ac,0, Py, T.A., 24h o K/N
2 R=58% “Boc
10
TFA  AO
-, H
DCM e N\/\N/\
R= 70%
(@] NH AcHN 0
11 Y !
DCM anh.
2) t-BUONO
DCM
R=98%
AcO
N
o \/\N/\ NHAC
o) N
SNO9 O SNO

Esquema 17. Sintesis de SNO9

El avance de todas las reacciones se analiza por cromatografia en capa fina y las
mismas se detienen cuando no se detecta mas producto de partida o cuando luego de

largos periodos de reaccidn no se observa avance.

La caracterizacion estructural de los compuestos finales e intermedios se
realiz6 mediante experimentos de 'H-RMN, B*C-RMN, experimentos bidimensionales

(COSY, HSQC, HMBC) y espectrometria de masas (ver Materiales y Métodos).
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2. Biologia y Fisicoquimica
2.1- Liberacidn de 6xido nitrico

Las velocidades iniciales de liberacion de *NO en presencia de cisteina (5 a 20
veces en exceso) son determinadas a diferentes concentraciones por oxidacidon de
oxihemoglobina (HbO;) a metahemoglobina (MetHb) (Murphy y Noack 1994). Este
método se basa en la habilidad del *NO de oxidar cuantitativamente la HbO, a MetHb

en solucion acuosa de acuerdo a la reaccion:
HbO,”* + NO — MetHb®* + NO; (1)

La transformacion en la forma trivalente del atomo central de hierro viene
acompafiada de un cambio en sus caracteristicas de absorcién en el espectro visible. La
relacion lineal existente entre la diferencia de absorbancia (AA) y la concentracién de
MetHb formada es usada para calcular el cambio en la concentracién de MetHb. En
este sentido, para la conversion de HbO, en MetHb la mayor diferencia de absorbancia
se observa a 401 nm. Para la diferencia de absorbancia a esta longitud de onda
(AA01(HbO2/MetHb)) S€ puede determinar un coeficiente de extincidn molar, el cual se
define matematicamente como la diferencia entre los coeficientes de extincién molar
individual de los compuestos a dicha longitud de onda (ecuacién 2). Entonces, a partir
de la medida de la AAso1 y del Agso1(metHb-Hbo2) S€ puede calcular la concentracion de

MetHb (ACmetnb) de acuerdo a la ecuacién 3.

A‘940](MetHb—Hb02) = &40 MetHb) — €401(HbO) (2)

AC e = A(AA401)/A8401(MetHb—HbOZ) (3)

Asi, la concentraciéon de MetHb (ACwmetnpb) la cual es idéntica a la concentracion de -NO
generado, se determina siguiendo la reaccion mediante la determinacion del
incremento de absorbancia a A= 401 nm (A(AA401)) y dividiendo el valor obtenido por

el coeficiente de extincion molar (A€so1(metHb-Hbo2)) Para esta reaccion.

El coeficiente de extincidn molar Ag= &€401methb-€a01Hb02 S€ determina por

oxidacién cuantitativa de 5 concentraciones diferentes de HbO; (1- 10 uM) en buffer
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fosfato 50 mM pH 7.4 con una solucidn 20 uM de NOC-7 (1-hidroxi-2-oxo-3-(N-3-metil-
aminopropil)-3-metil-1-triazeno). La pendiente (A€) de la linea de ajuste (r = 0.999)
obtenida de graficar el incremento de absorbancia AA a A=401nm versus la

concentracién de HbO, fue 57 £ 2 mM™*cm™ (G. V. Lépez 2006).

Asi, se determina la liberacion de 6xido nitrico a 100uM de compuesto por
oxidacion de oxihemoglobina a metahemoglobina, en los primeros 10 minutos a 379C

(Tabla 2).

Tabla 2. Valores de liberacidén de 6xido nitrico, en presencia de Cys (100 uM)y ausencia
de Cys.

Compuesto [NOJjip.(1LM)
Con Cys
SNO5 4.2
SNO9 6.0
SNO1 3.8
SNO2 22.6
SNO3 22.9
Sin Cys
SNO5 1.5
SNO9 0.17
SNO1 0.86
SNO2 2.2
SNO3 1.7

Los nuevos compuestos fueron capaces de liberar espontaneamente éxido
nitrico en las condiciones estudiadas. Comparando con los nitrosotioles sintetizados
anteriormente SNO1, SNO2 y SNO3, el SNO5 se mantiene en el mismo orden de
liberacion de ‘NO con un valor de 1.5uM, el SNO9 fue el que liberé6 menos -NO en
ausencia de Cys con un valor de 0.17 uM. Sin embargo, en presencia de Cys si bien
todos los productos liberaron mayor concentracién de dxido nitrico, los nitrosotioles
SNO5 y SNO9 del presente trabajo, tienen menos capacidad de liberar 6xido nitrico
gue los sintetizados anteriormente SNO2 y SNO3, pero tienen una liberacién de -NO

semejante a SNO1.
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2.2- Lipofilia relativa

El comportamiento lipofilico de un farmaco es uno de los parametros mas importantes
de la accion farmacoldgica y mas aun para los farmacos que estamos tratando en la
presente tesis. Como consecuencia, un aspecto importante a tener en cuenta en el
disefo de potenciales farmacos es la modificacidon del balance hidrofébico-hidrofilico
tratando de optimizar su transporte hasta el sitio de accién y/o su interaccién con el
receptor. El coeficiente de particion octanol-agua es el indice de lipofilia mas
difundido, sin embargo, esta asociado a una serie de dificultades concernientes a su
medida, resultando un método tedioso y con frecuencia sujeto a errores. Debido a lo
cual, las técnicas cromatograficas en fase reversa (HPLC y CCF) estan siendo mas

utilizadas. (Krass J.D. 1997;69, Wang Q.S. 1999,22)

Asi, en el presente trabajo de tesis se realizd el estudio de lipofilia relativa
usando CCF en fase reversa, empleando placas SIL RP-18W/UV,s4 (Macherey-Nagel),
utilizando como disolvente de elucién una mezcla agua-acetona (50:50). Se utilizan a-
tocoferol y acetato de a-tocoferol como referencia. Los valores de R¢ se convierten en

Rm usando la relacion (Tsantili-Kakoulidou A. 1988; 445.)

Ry =log|@/R,)-1]

El valor de Ry se puede usar para estimar la lipofilia relativa de los compuestos
sintetizados.

En la tabla 3 se resumen los valores de Ry determinados y como referencia se
incluyen, ademas de a-tocoferol vy acetato de a-tocoferol, los nitrosotioles

previamente preparados SNO1y SNO2 (G. V. Lopez 2006) (G. V. Lépez 2006).

Tabla 3. Valores de RM determinados para los compuestos sintetizados SNO5 y SNO9 y
de referencia (SNO1, SNO2, a-Tocoferol, Acetato de a-Tocoferol)

Entrada Compuesto Rm
SNO1 -0.1

2 SNO2 0.3

3 SNO5 0.5

4 SNO9 0.3

5 a-Tocoferol 2.2

6 Acetato de a-Tocoferol 2.2
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Los nuevos nitrosotioles, obtenidos en el presente trabajo, presentan una lipofilia
relativa similar a los nitrosotioles anteriormente obtenidos por el grupo de trabajo

(Tabla 3) pero sigue siendo mucho menor a la del a-tocoferol.
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MATERIALES Y METODOS
Generalidades

En este apartado se detallan los datos experimentales y el analisis espectroscépico de
los compuestos (intermedios y productos finales) obtenidos.

Los disolventes se purifican y secan, previo a su utilizacién, por métodos
convencionales. (Perrin D.D. 1996).

Otros reactivos fueron adquiridos en empresas comerciales y usados sin purificacién.
El grado de avance de las reacciones y la pureza de los productos se examina por
cromatografia en capa fina. Se usa silica gel con indicador fluorescente sobre placas de
poliéster y/ alimina con indicador fluorescente sobre placas de poliéster.

Las fases moviles mas usadas fueron mezclas de acetato de etilo y éter de petréleo (en
distintas proporciones); éter etilico y éter de petrdleo (en diversas proporciones) y
diclorometano y metanol (en distintas proporciones).

Los cromatogramas se revelan por alguno de los siguientes métodos:

- Exposicidn a la luz ultravioleta (254 nm).

- Exposicidn a vapores de yodo

- Asperjado con una mezcla de: etanol: acido sulfurico: anisaldehido (95:4:1) (V/V/V)y
posterior quemado.

Para las cromatografias en columna (CC), se utiliza silica gel (Kieselgel, tamafio 0.063-
0.2 mm, J. T. Baker) o alimina (Merck, 70-230 mesh).

Todas las reacciones que involucran reactivos sensibles a la humedad o aire se realizan
bajo atmésfera de nitrégeno.

Los espectros 'H-RMN de los compuestos se realizan en un equipo BRUKER DPX-400
(400 MHz), empleando los disolventes indicados con cada producto y tetrametilsilano
como estandar interno. Los valores de desplazamiento quimico (8) se expresan en ppm
y las multiplicidades segun: singulete (s), doblete (d), triplete (t), multiplete (m), doble
doblete (dd), doble triplete (dt) y sefal ancha (sa). Para obtener los espectros de
correlacién homonuclear y heteronuclear, COSY, HSQC y HMBC, se utilizan las
secuencias de pulso disponibles en el software del equipo.

Los espectros de masa por impacto electréonico se realizan en un equipo Shimadzu
GCMS QP 1100 EX a un potencial de ionizacién de 70 eV por inyeccién directa.
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O.
>< N
o

t-Butilnitrito. Se prepara siguiendo el procedimiento descrito en la literatura (Coe y

e

O
O

Doumani 1948).

S

3-acetamida-4,4-dimetiltietan-2-ona. Se prepara siguiendo el procedimiento descrito

en la literatura (Soulere L. 2001).

HO
OCHs
o)

6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcarboxilato de metilo (1). (Hidaka 2006) En un reactor de
acero inoxidable, de 30 mL se colocan: TMHQ (10.00 g 66.00 mmol),
paraformaldehido (4.00 g, 132.00 mmol), metacrilato de metilo (35.0 mL) y agua (3.0
mL). La mezcla se deja reaccionar a 1802C por 3 horas. Luego de transcurrido el tiempo
de reaccidn, la mezcla se deja llegar a temperatura ambiente y se adiciona MeOH,
precipitando el producto como polvo blanco. Se filtra el sdlido obtenido y se
recristaliza de MeOH para dar el éster correspondiente como cristales blancos (11.28

g) R= 69%

HO
OH
@)
Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico(Trolox™) (2). (Hidaka 2006)A

una solucionde 1 (1.37 g, 5.20 mmol)) en MeOH (3.0 mL) se adiciona gota a gota en 2
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horas una solucién de NaOH (0.27 g, 6.75 mmol) en H,0 (4.0 mL). Luego se calienta la
mezcla de reaccién 2 horas a 802C. Una vez cumplido ese tiempo, la mezcla de
reaccién se neutraliza con una solucidon de KHSO4(0.92 g) en H,0 (4.0 mL), a 809C por
2 horas. La mezcla de reaccion se deja llegar a temperatura ambiente y se filtran los
cristales obtenidos. El crudo obtenido se purifica por CC (SiO2, Eter etilico) para dar

cristales blancos (1.68 g) R= 65%.

'H-RMN (CDCI3): &= 11.18 (s, 1H), 2.73 — 2.59 (m, 2H), 2.42 — 2.36 (m, 1H), 2.19 (s, 6H),
2.11 (s, 3H), 2.00 — 1.93 (m, 1H), 1.63 (s, 3H).

AcO
OH
(0]

Acido 6-acetoxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (3). Una solucién de 2 (1.16 g,
4.64 mmol) en 5.1 mL de piridina y 4.3 mL de anhidrido acético se agita por 24 horas a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se diluye en agua (10.0 mL) y se extrae
con éter etilico (4 x 5.0 mL). La capa etérea se lava con soluciéon saturada de sulfato de
cobre y posteriormente con solucién saturada de cloruro de sodio. Se seca sobre
Na,SO4 anhidro, se filtra el agente desecante y evapora el disolvente a vacio. El sélido
blanco obtenido se utiliza sin purificar en las etapas siguientes. R= 78%. El proceso de

acetilacién se confirma por 'H-RMN.

'H-RMN: &= 2.68-2.61(m, 2H), 2.42-2.38 (m, 1H), 2.34(s, 3H), 2.18(s, 3H), 2.05(s, 3H),
1.98(s, 4H), 1.65(s, 3H).

AcO

ZT

(e} NHBoc

6-acetoxi-2-((4-tert-butoxicarbonil)metil)fenil)carbamoil)-2,5,7,8-tetrametilcromano

(5a). A una solucién de 2 (0.25 g, 1.00 mmol) en DCM anhidro (10.0 mL), se agrega CDI
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(0.20 g, 1.20 mmol) y se agita durante 1 hora a TA. Luego se adiciona amina 4a (0.22
g, 1.00 mmol) (Silveira 2009) y continua la agitacion durante 24 horas. A la mezcla de
reaccion se le agrega DCM (20 mL), se hacen tres lavados con HCl 10%, luego con
NaHCO3 10%, agua y por ultimo con solucién saturada de NaCl. La fase organica se seca
con Na,SQq, se filtray evapora el disolvente a presion reducida.

El producto crudo sin purificar se coloca en un balén y se agregan Ac,0 (2.0 mL) y Py
(2.6 mL), y se agita a T.A. por 24 h. Luego, la mezcla de reaccion se enfria en bafio de
hielo y se agrega agua (10.0 mL) y éter etilico (20.0 mL). La capa organica se extrae con
NaOH 10%, se lava con agua y seca con Na,S0;,. El agente desecante se filtra y evapora
el disolvente a presion reducida. El producto se utiliza en la etapa siguiente sin

purificar (0.13 g, R=26%). La transformacidn se verifica por 'H-RMN y MS.

'H-RMN: &= 8.31(sa, 1H, NH), 7.43(d, J=8.4Hz, 2H), 7.28-7.21(m, 2H), 4.39(sa, 1H, NH),
4.25(sa, 2H), 2.70-2.58(m, 2H), 2.44-2.38(m, 1H), 2.34(s, 3H), 2.27(s, 3H), 2.20 (s, 3H),
2.09(s, 3H), 1.98(m,1H), 1.60(s, 3H), 1.45(s, 9H).

MS(IE, 70eV): m/z(%)= 496(M", 4), 440(15), 422(5), 395(16), 380(81), 354(6), 337(11),
247(45), 232(7), 217(7), 205(100), 189(16), 174(9), 149(3), 121(5), 106(4), 91(2).

AcO

(@] NHBoc

6-acetoxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilato de 4-((tert-butoxicarbonil)etil)-
fenilo (5b). Se sintetiza en iguales condiciones que el compuesto 5a, a partir de 2 (0.50

g, 2.00 mmol) y 4b (0.47 g, 2.00 mmol). R: 35 %.

'H-RMN: 8= 7.17 (d, J=8.0Hz, 2H), 6.89(d, J=8.0Hz, 2H), 4.54(sa, 1H, NH), 3.35(sa, 2H),
2.83-2.56(m, 5H), 2.35(s, 3H), 2.21(s, 3H), 2.05 (s, 3H), 1.99(s, 4H), 1.80(s, 3H), 1.45(s,
9H).

MS(IE, 70eV): m/z(%)= 511(M", 3), 469(1), 455(3), 413(24), 395(47), 369(16), 247(68),
205(100).
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AcO
H
N
(e}
0] NHBoc
2

6-acetoxi-2-((4-((tert-butoxicarbonil)etil)fenil)carbamoil)-2,5,7,8-tetrametilcromano
(5c¢). Se sintetiza en iguales condiciones que el compuesto 5a, a partir de 2 (0.25 g, 1.00

mmol) y 4c (0.24 g, 1.00 mmol). R: 32%.

'H-RMN: 5= 8.31(sa, 1H, NH), 7.43(d, J=8.0Hz, 2H), 7.154(d, J=8.0Hz, 2H), 4.53(sa, 1H,
NH), 3.34(sa, 2H), 2.80-2.73(m, 2H), 2.70-2.60(m, 2H), 2.47-2.41(m, 1H), 2.37(s, 3H),
2.29(s, 3H), 2.23 (s, 3H), 2.11(s, 3H), 2.01-1.96(m, 1H), 1.62(s, 3H), 1.44(s, 9H).

AcO
H
N
(0)
o) NH,

6-acetoxi-2-((4-(aminometil)fenil)carbamoil)-2,5,78-tetrametilcromano (6a). En un
baldn se disuelve 5a (0.13 g, 0.26 mmol) en DCM (10.0 mL), se enfria a 02C en bafo de
hielo y se agrega TFA (0.45 mL). Se agita a TA durante 5 horas. La solucidn resultante se
lava con NaHCO; hasta pH basico, luego con agua, solucién saturada de NaCl. La capa
organica se seca con Na,SO,, se filtra y evapora el disolvente a presién reducida. El

producto crudo se purifica por CC (Alimina, DCM:MeOH (95:5) (0.08 g). R= 79%.

'H-RMN: 8= 8.34(m, 1H, NH), 7.47(d, J=8 Hz,2H), 7.28(m, 2H), 3.89(sa,2H), 2.73-
2.64(m,2H), 2.51-2.40(m,1H), 2.37(s,3H), 2.28(s,3H), 2.10(s,3H), 2.00(sa,4H),
1.63(s,3H).

BC-RMN: 8= 172.30, 169.39, 147.78, 141.82, 138.84, 136.15, 127.98(2C), 127.54,
125.87, 122.39, 119.94(2C), 118.26, 78.46, 45.72, 29.10, 24.53, 20.55, 20.32, 13.07,
12.19(20).
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MS(IE, 70eV): m/z(%)= 396(M*,62), 379(8), 354(29), 337(85), 247(76), 232(9), 205(100),
189(21), 174(83), 149(5), 121(11), 106(21), 91(5).

AcO
(@]
(@]
(@) NH,
2

6-acetoxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilato de 4-(aminoetil)fenilo (6b). Se
sintetiza en iguales condiciones que el compuesto 6a, a partir de 5b (0.34 g, 0.68

mmol). R: 41%.

'H-RMN: 8= 7.04(d, J=8.0Hz, 2H), 6.80(d, J=8.0Hz, 2H), 5.58(sa, 2H, NH), 3.49(M, 2H),
2.94-2.56(m, 5H), 2.35(s, 3H), 2.20(s, 3H), 2.05 (s, 3H), 1.99(s, 4H), 1.79(s, 3H).

AcO
H
N
(@]
(@] NH,
2

6-acetoxi-2-((4-(aminoetil)fenil)carbamoil)-2,5,7,8-tetrametilcromano (6c). Se
sintetiza en iguales condiciones que el compuesto 6a, a partir de 5c¢ (0.16 g, 0.31

mmol). R: 69 %.

'H-RMN: 8= 8.30(m,1H), 7.34(sa,2H), 7.17(d, J=7.6 Hz, 2H), 3.06(sa,2H), 2.84 (m,2H)
,2.67 (sa,2H), 2.41 (sa,1H), 2.36 (s,3H), 2.26 (s,3H), 2.09 (s,3H), 2.00 (s, 4H), 1.61 (s,3H).

B3C-RMN: 8= 172.88, 196.60, 147.70, 141.84, 135.47, 134.42, 129.67(2C), 127.57,
125.88, 122.40, 120.93(2C), 118.19, 77.24, 41.79, 35.75, 29.16, 23.38, 20.55, 20.22,
13.05, 12.17 (2C).

MS(IE, 70eV): m/z(%)= 410(M*,30), 381(77), 368(13), 339(73), 247(66), 232(4), 217(4),
205(100), 189(17), 174(17), 149(3), 121(4), 106(25), 91(4).
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AcO

ZT

o NHAC
H
o) N SNO

O

6-acetoxi-2-((4-((2-acetamido-3-tionitroso-3-metilbutanamido)metil)fenil)carbamo-

il)-2,5,7,8-tetrametilcromano (SNO5). En un balén provisto de atmdsfera de N, y en
ausencia de luz, se disuelve 6a (0.08 g, 0.20 mmol) en DCM anhidro (5.0 mL), se
adiciona 3-acetamido-4,4-dimetiltietan-2-ona (0.03 g, 0.16 mmol) y agita a T.A.
durante 27 horas. Luego la mezcla de reaccién se extrae con HCl 4%, luego con H,0. La
capa organica se seca con Na,SOq, filtra y evapora el disolvente a presion reducida. El
residuo se disuelve en DCM seco, en atmésfera de N, y ausencia de luz y se le adiciona
t-BUONO, 30 minutos después se evapora el disolvente, en oscuridad, y el residuo se
lava con Et,0 seco. El producto se almacena protegido de la luz bajo atmdsfera de N, a

-20°C. Sélido verde (0,08 g). R= 96%.

'H-RMN: 8= 8.82(s,1H,NH), 7.52(d, J=8.4 Hz,2H), 7.37(m, 1H,NH), 7.16(d, J=8.4 Hz, 2H),
6.74(m, 1H, NH), 5.30(d, J=8.0 Hz,1H), 4.40-4.25(m,2H), 2.65-2.61(m,2H), 2.52(m,1H),
2.36(s, 3H), 2.28(s, 3H), 2.25-2.19(m,1H), 2.09(s,3H), 2.04(s, 3H), 1.99(s, 3H),
1.97(s,6H), 1.62(s,3H).

MS(IE, 70eV): m/z(%)= 568.5(M*-NO, 10), 510.5(100), 536.5(77), 494.5(7), 397.3(19),
354.3(47), 247.0(28), 232.0(1), 205.0(24), 106.0(20).

AcO
\/O/\ NHBoc
H
N
o)

O

6-Acetoxi-2-((4-((tert-butoxicarbonil)metil)bencil)carbamoil)-2,5,7,8-tetrametilcro-
mano (7).
Método a) A una solucién de 3 (0.12 g, 0.42 mmol) en tolueno anhidro (2.00 mL, 0.42

mmol) se le agrega SOCI;, (0.05 mL, 0.74 mmol) y una gota de DMF. La mezcla se refluja
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por 90 minutos y se enfria a T.A. El disolvente y el SOCI, en exceso se evaporan a
presion reducida. El cloruro de acido se disuelve en DCM anhidro (2.00 mL) y se
adiciona gota a gota a una solucion de amina 9 (0.10 g, 0.42 mmol) y NEt; (0.20
mL,1.68 mmol) en DCM seco (2.00 mL). Luego de agitar durante 4 dias a T.A..La mezcla
de reaccidén se lava con solucién de NaHCO; 10% y luego con H,0. La capa organica se
seca con Na,SQ,, se filtra el agente desecante, y se evapora el disolvente a presion

reducida. El crudo se purifica por CC ( Silica gel, EP:AE (7:3)). R= 19%.

Método b) En un baldn se coloca 2 (0.14 g, 0.56mmol), BOP (0.49 g,1.10 mmol), 9(0.26
g, 1.10 mmol), DIPEA (0.22 g, 1.10 mmol) y se disuelven en DMF (2.0 mL) y CH3CN (3.0
mL). Se agita a T.A. bajo atmdsfera de N,, hasta completar la reaccién (5 dias). Luego, a
la mezcla de reaccién se agrega HCl 10% y AcOEt. La capa orgdnica se lava con HCl 10%
(X2), luego con soluciéon saturada de bicarbonato de sodio(X2). Finalmente, se lava con
solucién saturada de NaCl. La capa orgdnica se seca Na,SO, se filtra y evapora a
presion reducida. Se purifica el producto crudo mediante CC (Silica flash, EP:AE (7:3,
1:1). Se obtienen 0.13 g de producto. R: 28%. Luego, se trata con Ac,0 (1.0 mL, 10.00
mmol) y Py (1.2 mL, 15.00 mmol) en bafio de hielo. Se agita a T.A. durante 72 horas.
Luego, a la mezcla de reaccion se agrega H,0 vy éter etilico. La capa orgdnica se lava con
solucién saturada de Na,COs, seguida de solucion saturada de NaCl. Se seca con
Na,SQ,, se filtra y evapora el disolvente a presidon reducida. La pureza del producto se

verifica por *H-RMN. R= 32%.

Método c). Una solucién de 2 (0.10 g, 0.40 mmol), 9 (0.10 g, 0.44 mmol), HBTU (0.22 g,
0.52 mmol), HOBt (0.08 g, 0.61 mmol) en DMF (9.37 mL, 121.2 mmol), se agita a T.A,,
durante 20 minutos, bajo atmosfera de N,. Se adiciona DIPEA (0.21 g, 1.60 mmol) y la
mezcla de reaccidn se agita a T.A. por 6 dias . Luego, a la mezcla de reaccion se agrega
HCl 10% y AcOEt. La capa orgdnica se lava con HCl 10% (X2), luego con solucién
saturada de bicarbonato de sodio (X2). Finalmente, se lava con solucién saturada de
NaCl. La capa organica se seca Na,SO, se filtra y evapora a presion reducida. Se
purifica el producto crudo mediante CC (Silica flash, EP:AE (7:3, 1:1). Se obtienen 0.04
g de producto. R: 22%. Luego, se trata con Ac,0 (0.3 mL, 3.07 mmol) y Py (0.4 mL, 4.60
mmol) en bafio de hielo. Se agita a T.A. durante 72 horas. Luego, a la mezcla de

reaccion se agrega H,0 y éter etilico. La capa organica se lava con solucion saturada de
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Na,COs, seguida de solucién saturada de NaCl. Se seca con Na,SO,, filtra y evapora el

disolvente a presioén reducida. La pureza del producto se verifica por 'H-RMN. R= 15%.

'H-RMN: 8= 7.28 (m, 2H), 7.21 (m, 2H), 6.99(sa, 1H, NH), 6.66(sa, 1H, NH), 4.48(dd, J=
15.1, 6.2Hz, 1H), 4.35-4.29(m,3H), 2.67-2.52(m,2H), 2.49-2.39(m,1H), 2.37(s, 3H),
2.12(s, 3H), 2.04(s,3H), 1.99(s, 3H), 1.92(m,1H), 1.59(s,3H), 1.48(s,9H).

AcO
NH,
H
N
(0]

O

6-Acetoxi-2-((4-(aminometil)bencil)carbamoil)-2,5,7,8-tetrametilcromano (8) En un
baldn se disuelve 7 (0.21 g, 0.42 mmol) en DCM seco (10.0 mL). Se enfria a 0°C y se
agrega TFA (0.7 mL, 9.15 mmol). Se agita a T.A. por 1 hora. La mezcla de reaccién se
lava con solucién saturada de NaHCOs, seguida de solucién saturada de NacCl. La capa
organica se seca con Na,SQ,, se filtra y evapora el disolvente a presion reducida. El

producto crudo se purifica mediante CC (Alimina, DCM:MeOH (95:05)). R= 53%.

'H-RMN: 8= 7.19 (m, 2H), 7.03 (m, 2H), 6.86-6.59(m, 1H, NH), 4.52-4.27(m, 4H), 2.71-
2.51(m,2H), 2.42(sa,1H), 2.36(s, 3H), 2.11(s, 3H), 2.05(s,3H), 1.98(s, 3H), 1.92(m,1H),
1.67(s,3H).

BC-RMN: 8= 174.04, 169.54, 148.15, 141.68(2C), 136.72, 127.43(4C), 127.21, 125.76,
122.40, 118.40, 78.89, 46.11, 42.73, 29.31, 24.08, 20.56, 20.48, 13.00, 12.15, 12.04.

N N—Boc
un—

4-(2-aminoetil)piperazin-1-carboxilato de tert-butilo (9). Se prepara a partir de 4-(2-
aminoetil)piperazina siguiendo el procedimiento descrito en la literatura (Astrazeneca

1999).
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AcO

4-(2-(6-acetoxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxamido)etil)piperazin-1-carboxilato
de tert-butilo (10). A una solucién de 2 (0.25 g, 1.00 mmol) en THF anhidro (4.0 mL), se
agrega CDI (0.20 g, 1.25 mmol) y agita a T.A. por 1 hora. Luego se adiciona 9 (0.23 g,
1.00 mmol) y se continla agitando a T.A. por 48 horas. La mezcla de reaccidn se lava
con solucién saturada de NaHCO;, seguida de H,O. La capa orgdnica se seca con
Na,SO,, filtra y evapora el disolvente a presion reducida para dar el producto como
aceite naranja (0.33 g). Luego, se trata con Ac,0 (2.0 mL, 20.00 mmol) y Py (2.6 mL,
32.50 mmol) en bafo de hielo. Se agita a T.A. durante 48 horas. Luego, a la mezcla de
reaccion se agrega H,0 y éter etilico. La capa organica se lava con solucién saturada de
Na,COs;, seguida de solucién saturada de NaCl. Se seca con Na,SQy, filtra y evapora el
disolvente a presién reducida. La pureza del producto se verifica por 'H-RMN y Be.

RMN. R=58%.

'H-RMN: 8= 7.15-7.02(m, NH), 3.33(sa, 6H), 2.67- 2.43 (m, 3H), 2.35(s+m, 9H), 2.22 (s,
3H), 2.06 (s, 3H), 1.99 (s, 3H), 1.90(sa, 1H), 1.55(s, 3H), 1.48(s, 9H).

BCRMN: 8= 173.96, 169.57, 147.72, 141.49, 126.78(2C), 125.65, 122.28, 117.47,
56.49(2C), 52.56, 43.02(2C), 35.48, 28.42(3C), 20.54, 20.37, 13.01, 12.32, 12.16.

MS(IE, 70eV): m/z(%)= 503(M*, 7), 447(1), 430(2), 403(10), 360(1), 347(1), 318(2),
291(2), 275(1), 247(5), 205(10).

AcO

6-Acetoxi-2,5,7,8-tetrametil-N-(2-(piperazin-1-il)etil)croman-2-carboxamida (11). A
una solucion de 10 (0.28 g, 0.52 mmol) en DCM (10.0 mL) a 09C, se agrega TFA (0.9 mL,
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12.00 mmol). Se agita a T.A. por 1 hora. Se evapora el disolvente a presién reducida y

el producto crudo se purifica mediante CC (Alimina DCM:MeOH (95: 5)). R= 70%.

'H-RMN: 8= 7.20-7.00(m, 1H, NH), 3.31(sa,2H), 2.79(sa,4H), 2.63-2.20(m,4H), 2.35(s,
3H), 2.24(s, 3H), 2.07(s, 9H), 1.98(s, 3H), 1.90(sa, 1H), 1.54(s, 3H).

B3C-RMN: 8= 173.95, 169.60, 148.25, 141.48, 127.16, 125.55, 122.39, 118.09, 78.60,
56.98, 54.04, 45.94(2C), 35.42(2C), 29.16, 24.42, 20.57(2C), 13.04, 12.32, 12.16.

AcO
H

N
o \/\N/\ NHAC
o N

O SNO

6-Acetoxi-2-((2-(4-(2-acetamido-3-tionitroso-3-metilbutanoil)piperazin-1-il)etil)carba-
moil)-2,5,7,8-tetrametilcromano (SNO9). Se sintetiza en iguales condiciones que el
compuesto SNO5, a partir de 11 (0.13 g, 032 mmol), disuelto en DCM (10.0 mL) y 3-
acetamido-4,4-dimetiltietan-2-ona (0.04 g, 0.26 mmol). Sélido verde (0,15 g) R: 98 %.

'H- RMN: 8= 5.80 (m, 1H, NH), 5.00 (d, J= 8.8 Hz, 1H), 3.44( m, 6H), 2.73 (m, 6H), 2.59
(m, 1H), 2.45 (m, 2H), 2.34 (s,3H), 2.30 (s, 3H), 2.19( s, 3H), 2.07(s, 3H), 1.96 (s, 3H),
1.87 (s, 6H), 1.82 (m, 1H), 1.58 (s, 3H).

Liberacidn de oxido nitrico. La velocidad inicial de liberacion de -NO se determina
usando una técnica espectrofotométrica basada en la oxidacion de oxihemoglobina
(HbO,) a metahemoglobina (MetHb) a A=401nm, a 372C usando un espectrofotometro
Shimadzu. La reaccién se comienza por agregado de una solucidn del producto a
estudiar (concentracion final 100 uM en buffer fosfato 50 mM), a una solucién de 10
UM HbO, en buffer fosfato 50 mM (pH 7.4), en presencia de un exceso de 5 veces de
cisteina. El incremento en absorbancia (AA) fue registrado en los primeros 10 minutos.
Cada velocidad inicial se promedia de por lo menos 5 determinaciones. El coeficiente
de extincion molar Ae= €401metHb-E401Hb02 S€ determina por oxidacion cuantitativa de 5

concentraciones diferentes de HbO, (1-10 uM) en buffer fosfato 50 mM pH 7.4 con
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una solucién 20 uM de NOC-7 (1-hidroxi-2-oxo-3-(N-3-metil-aminopropil)-3-metil-1-
traizeno). La pendiente (Ag) de la linea de ajuste (r = 0.999) obtenida de graficar el
incremento de absorbancia AA a A=401nm versus la concentracion de HbO, fue 57 + 2

mM™em™.
Se informa la concentracion de -NO liberada en los primeros 10 min.

Lipofilia relativa. Se siembran los compuestos sintetizados (SNO5 y SNO9), también
SNO1, SNO2, o-Tocoferol y acetato de a-Tocoferol en placas SIL RP-18W/UV254
(Macherey-Nagel), utilizando como disolvente de elucién una mezcla agua-acetona

(50:50). Los valores de Rf se convierten en RM usando la relaciéon: R,, = Iog[(llRf)—lj.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En el transcurso de la presente tesis de graduacion se desarrollaron
compuestos que en su metabolismo fueran factibles de ser incorporados a las
lipoproteinas confiriendo liberacién local y controlada de oxido nitrico en el propio
seno de las particulas lipoproteicas y, por tanto, pudieran evitar o retardar la oxidacién
de las mismas. En este sentido, se sintetizaron y caracterizaron biolégicamente 2
nuevos derivados miméticos de a- tocoferol capaces de liberar eNO y mas de 15

intermedios.

Los estudios biolégicos han demostrado que los nitrosotioles sintetizados SNO5 y
SNO9 (Figura 13), son capaces de liberar éxido nitrico y presentan una lipofilia relativa

similar a los compuestos previamente desarrollados pero menor a la del a-Tocoferol.

AcO
H
o N NHAc
H
o) N\Tr/lj7<(SNo
o)

SNOS
AcO
N
0 \\//\\N/”\j NHAC
o) L\V/N SNO
o)
SNO9

Figura 13. Nitrosotioles sintetizados SNO5 y SNO?9.

En el desarrollo del presente trabajo hemos visto que los nitrosotioles
derivados de a-tocoferol son dificiles de preparar a través de las rutas sintéticas
ensayadas, visto que se logré la sintesis de dos de los cinco compuestos planteados
SNO5 y SNO9. Por otra parte, éstos nuevos compuestos son inestables a temperatura
ambiente y [dbiles a la exposicion luminica, teniendo que mantenerlos protegidos de

la luz y a -209C, lo cual los hace poco practicos para: la sintesis a gran escala, la
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distribucién y mantenimiento de la cadena de frio, hasta su administracion,

pensandolos como potenciales farmacos.

Con respecto a los nitrosotioles, que no se pudieron obtener (SNO6, SNO7 y
SNOS8, Figura 14), las dificultades sintéticas se presentaron en la etapa que involucra la
reaccidon de las aminas 6b, 6¢ u 8 con 3-acetamido-4,4-dimetiltietan-2-ona para dar la
amida correspondiente y dejando libre el grupo tiol para la posterior nitrosacién. Por
tanto, teniendo en cuenta que estas aminas son estructuralmente similares a la
precursora de SNO5, pensamos que se podrian hacer estudios  tedricos

computacionales con el fin de buscar alguna explicacion para los resultados obtenidos.

AcO
¢ X
O
7 o O
o
N SNO
H
AcO N
H
7 @] O
O
N SNO
H
NHACc
SNO7
(@]
AcO
N SNO
H H
N NHAc
O
O
SNO8

Figura 14. Los nitrosotioles que no se lograron obtener SNO6, SNO7, SNO8
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Como perspectiva nos planteamos la sintesis de nuevos nitrosotioles con un grupo
adamantilo vecino (Figura 13), que conferiria no solo mayor lipofilia, sino también

mayor estabilidad segun se describe en la literatura (Lin, y otros 2004).

AcO

ZT
=T

0 “Nfragmento}”
variable

Figura 13. Esquema de las nuevas estructuras disefiadas de nitrosotioles con el grupo

adamantilo.
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