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La catecol-O-metiltransferasa(COMT, EC. 2.1.1.6.)esuna enzimaquecatalizala
transferenciade un grupometilo de la S-adenosil—L-metionina(3AM) a sustratosqueposeenun
grupocatecol, dando lugar al producto de0-metilación y unacantidadestequíométricade

5—adenosilhomocisteina(SAn)1-3. La reaccióntiene lugaren presenciade un catióndivalente,
siendoel ion Mg+2el másefectivo4 El esquemadel procesoseindicaen la figura 1.

Aunqueen 1951seobservépor primeravez la existenciadeprocesosde0-metilación
en tejidosanimales5,estaenzimano fue descritay parcialmentepurificadahasta1958’. Ese

mismo alio, Axcírod y cols.6mostraronqueestaenzimacataliza¡a vivo la 0-metilaciónde

catecolaminastalescomodopaminay adrenalina.

Los estudiosrealizadosa partir deentoncesponendemanifiestoqueCOMTjuegaun
papel fisiológicoimportanteen la inactivaciónextraneuronalde catecolarninaÉendógenasy en la
detoxificación de catecolesxenobióticos3’7’8.La alteración de los niveles normalesde

catecolam~nasfisiológicamenteactivasseharelacionadocon diversosestadospatológicostales
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comola hipertensión,la depresiónendógenay la enfermedadde Parkinson7;estohaceque

exista un gran interésen la obtenciónde inhibidoresefectivosy selectivosde COMT que
puedanserutilizadosconfines terapéuticos,soloso en combinacióncon otrosproductos,en el
tratamiento de algunasenfermedadesoriginadas por deficienciasen determinadas

catecolaminas,

Asimismo,el controldela actividadde COMT medianteel uso de compuestoscapaces
de inhibir específicay potentementela enzimapodríaserde gran utilidad en la caracterización
estructuraly funcionalde ésta,asícomoen la elucidaciónde su papel fisiológico.

Aunque se handescrito como inhibidoresde COMT un considerablentimero de
productos,la mayorfade éstoscarecende eficaciay selectividad,ademásde ser altamente

tóxicos7. Recientemente se han preparado nuevosinhibidores de COMT potentesy
selectivos9-11, algunosde los cualesestánsiendoexperimentadosen animalesy en voluntarios
humanospara su aplicaciónen el tratamientodel Parkinson12-15.La mayor partedeestos
productosson derivadosde 3,4-dihidroxibencenosustituidoen posiciones1 y 5, siendoel

sustituyenteen posición5 un gruponitro.

El desarrollode la Tesisquesedescriboen estaMemoriasellevó a caboteniendoen
cuentalos antecedentesexistenteshastael momentosobreinhibidoresde COMT, asícomo los

resultadosobtenidosen nuestrogrupocíe trabajo conderivadosde maleimida’6y”.
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CARACTERISTICAS GENERALES
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La catecol-O-metiltransferasaesuna enzimaampliamentedisft’ibuidaetilos seresvivos,
tantoen animalestcomoen plantas’8.En mamíferosestaenzimaestápresenteen la mayorparte
de los tejidos,así comoen el sistemanerviosoperiférico y central, observándosemayores
actividadesen hígado,riñón, intestino,úteroy placenta7.La principal funciónde COMTes el
metabolismodecatecolesconactividadbiológicao tóxicos,

COMT es unaenzimacitoplásinicade la queexistendosformasdiferenciadascii basea
su localizaciónsubcelular,la forma soluble (COMT-S) y la forma asociadaa membrana

(COM’1’-M), quese han puestode manifiestoen cerebro1920,corazón20,hígado21,intestino22
y eritrocitos23,aunquelas característicasexactasde cadauna de estasformasno han sido
establecidashastael momento.Adem~is,se han detectadodiferentesfraccionessolublescon

actividadque lince pensaren la posibleexistenciade isoenzimas23o al menos,de diferentes
estadosfuncionalesde la enzima,

1.1. FORMAS DE COMT: COMT-S y COMT-M

Inicialmentesepensóque COMTseencontrabalocalizadacasi exclusivamenteen la
fracción solublede la célula1,pero posteriormenteseobservóquemicrosomasde hígadode

rata,una vez separadosde la fracciónsoluble, tambiénerancapacesde metilarcatecoles24,
poniendoasí de manifiestola existenciadeenzimaunidaa membrana.

Los estudiosrealizadosconCOMT parecíanmostrarquela mayor partecíe la actividad
de la enzima,tanto en tejidoshumanoscomo en rata, sedebíaa la fracción soluble25’21(la

actividadde COMT-M sesuponíacomprendidaentreun O y un 30% del total). Así, la mayoría
de lasrevisionespublicadassobreestaenzimaconsiderabanqueen el sistemanerviosocentral
la forma soluble era la que llevaba a cabo predominantementela 0-metilación de

catecolaminas7’8;no obstante,unarecienterevisiónsobreCOMT unidaamembranay su papel
en la 0-metilaciónde catecolarninasneurotransmisoras28consideraque,en contradelo quese
creíahastaentonces,esla COMT-M la principal responsablede la metilaciénde catecolaminasa
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concentracionesbajaso fisiológicamentenormalesde éstas,siendola actividadde la fracción
soluble la que predominaunavez que ha tenido lugar la saturacióndc la forma unida a
membrana.

A pesarde queambasformas parecentenerunaconsiderablesimilitud estructural,
existendiferenciastanto en la estructurafísica comoen las propiedadesbioquímicasde las
mismas.Así, se ha establecidoque COMT-M es una proteínaintegral de membranaque

presentaunaafinidadhaciasustratoscatecólicosmuchomayorqueCOMT-529; ambasformas
difieren entreotras cosas enel pesomolecular(aproximadamente26 KDaparaCOMT-M y
23 KDa para COMT-S), el pI (6,2 pani COMT-M mientrasqueel de COMT-S es 5,2) y la
localizaciónsubcelular28.

A su vez existendistintasforníasde COMT-S quefueronobservadasporprimeravez
por electroforesis,durantela purificaciónde la enzimaaisladade hígadode rata30.En 1985
Grossmany cols.27aislaronde hígadode ratadosfonnasenzimáticascon pesomolecular23 y
26 KDa; la formacíe 23 KDa pudosepararseen tires bandascotí distinto pL

Resultadosrecientesparecenmostrarque lasdistintasformasde COMT seoriginarona
partir de un único gen y diversasmodificacionespost-traduccionales2631.La expresióncíe
COMT-S y COMT-M recombinanteenEsc/¡erichic¿ cdi 32 y cii célulaseucarióticas33parecen
indicarquela forma solublede COMTsegeneraa partir de la COMT—M ti.as unamodificación

traduccional,

1.2. AISLAMIENTO Y DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La primeravez que serealizóel aislamientodela enzimaseutilizó higadode ratacomo
fuentede COMT y seobtuvo unapurificaciónde 30 vecesrespectodel homogeneizadode
partida’. Posteriormente,se obtuvo un grado de purificación de 200 veces34 mediante
fraccionamientoconsulfato amónico,filtración en gel y posteriorcromatografíade intercambio
iónico; la introducciónde un nuevopasodepurificaciónen esteproceso35permitió un gradode

purificación deunas450 vecesy sedeterminóun pesomolecularde 24.000Da. Se observó
tambiénque la enzimaaisladapresentabaunagran inestabilidadquesereducíaincluyendo
ditiotreitol (D’IT) en la preparación;estainestabilidadsehizo máspatenteal aumentarel grado

de purezadela preparaciónenzimática36.Utilizandocromatografíade afinidad,despuésde los
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procesosde filtración, seha llegado a purificar la enzima de hígado de cerdo unu 3.200
veces37y la decerebrodecerdounas 16.50038.

El desanollode anticuerposmonoclonalescapacesdereconocerunao ambasformas de
la enzimahaayudadoal reconocimientoy posterior secuenciacióndeCOMT aisladadehígado
de rata26; y másrecientementedeplacentahumana39y dehígadode cerdo40.

La actividad de las preparacionesenziniáticaspuedeserdetectadaempleandodistintas
técnicasanalíticas4t: métodosfluorimétricos, espectrofotomécricos,isot6picos,cromatografía
degaseso cromatografía líquida de alta eficacia(HPLC).

131 prima inStado utilizado para ladeterminación dela actividad de COMT fue la medida
dc la fluorescenciade los productos 0-metiladosa pH bajo’; no obstante,para la determinación
de los productos de medIación ¡nediantc este procedimiento es necesarioseparar las
catecolaininasdepartida, ya queéstastienen la mismaexcitacióny emisiónque losproductos
0-metilados.Para evitar esteproblema, posteriormenteel método más empleadoha sido cl
radioqufmico, en el cual seutiliza 3AM marcada con 14C o y se¡nido la radiactividad, tras
extraer de la mezclade reacción el producto resultante de la O-mediación del sustrato, Esto
métodoposeeuna gran sensibilidad y precisión42.

Los avancesquehan experimentadolas técnicasanalíticashan potenciadoel empleodel
HPLC en el procesodeseparaciónde losproductos, utilizando para su posterior detección
alguno de los m6todosindicadosanterIormente43’43.

1



2. CARACTERISTICAS DE LA REACCION CATALIZADA POR
COMT
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2.1. Sustratos

COMTpuedeactuarsobreunaampliavariedadde sustratosaceptoresde gruposmetilo,
todos ellos con una característicacomún: la presencia de una estructura catecol,

independientemente(le cual(iuierotra sustituciónen el anillo aromático.Sin embargo,el único
sustratoquepuedeactuarcomodonadorde metilosen esteprocesoesel estereoisóineronatural
(-)SAM46.

Aunqueen un principio se observó íue la enzimano mostrabaestercoespecificidad
respectoa D— y L- isómerosde adrenalina1y noradrenalina’~, posteriormenteel estudiocíe la
estercoespecificidady selectividadde COMT paradopay derivadosmostróque la enzima

presentaunamayorafinidady mayorvelocidadmáximacon el isómeroL—dopa”8,

La 0-metilaciónde catecolaminasy otros sustratosfisiológicos fis vivo conducecasi
exclusivamenteal derivadomotilado en posiciónmata4; no obstante,la enzimaes capazde

metilar i¡¡ vino la posiciónpata de los mismossustratosfisiológicos49’50. Esta diferencia
puededebersea algunaalteraciónen la naturalezadelcentroactivode la enzimaquepodríatener
lugarduranteel procesode aislamiento,o bien a quebu vivo los productosp-metiladospuedan
sermetabolizadospor otrasrutasalternativas.

La proporcióndeproductosp- y ns-O-metiladosfis vitro dependefundamentalmentede
tresfactores:la concentracióndel catióndivalente,la naturalezadel sustratoaromáticoy el pH

de la mezclade reacción,Así, los isómerosmetiladosen posición meto predominancon
sustratosquecontienensustituyentesfuertementepolares,corno ocurreen la mayoríadc los
sustratosfisiológicos49.Con sustituyentes no polares la relación entre productos ni- y
p-metiladosespróximaa la unidad5t
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2.2. Mecanismo cinético

Aunque los estudiosdirigidos a esclarecerel mecanismocinético de la reacción

catalizadapor COMThandadolugararesultadoscontradictorios,finalmentepareceestablecido
un mecanismosecuencialparaesteproceso.

El primermecanismopropuestoparaestareacciónfue un mecanismoal azar,utilizando
en el estudioenzimapurificadade hígadode ¡ata y adrenalinacomosustrato5253.Tambiénfue
propuestoparael procesoun mecanismoping-pong basándoseen estudiosde inhibición por

tropolona54y 8—hidroxiquinolina55.

Posteriormente,Rivett y Roth56postularonen 1982 un mecanismosecuencialtras
realizarestudiosde velocidadesiniciales, inhibición por productoy por tropolona,conenzima

unidaa membranaaisladadc cerebrohumano.Estetipo dc mecanismofue tambiénpropuesto
cuandoserealizósu estudioconenzimasolubledecerebrode¡ata57,de cerebrohumano58y dc
hígadodecerdo17.Estosúltimos estudiospermitierondescartarlos mecanismosal azary ping-
pongoriginalmentedescritosparaCOMT.

En el esquemapropuestoparael mecanismode la reacciónde COMT,el primersustrato
queseunea la enzimaes el donadorde metilos,siendoel guayacolel primerproductoquese
libera.

CATI3COL
8AM

+2 ______________

Mg COMT.SAM COMT-SAM-CATECOL

COMT

SAN COMT-SAH COMT-SAH-GUAYACOL

GUAYACOL
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Un estudiosobre el mecanismocinético de unión del Mg2+ realizadopor Jeffery y
Roth59 (1987)sugeríaqueel catióndivalentese une a COMT siguiendoun mecanismode

reacciónsecuencialen equilibrio rápido,previo a la unión de SAM. No obstante,en nuestro
grupode trabajoserealizóun estudiode protecciónpor sustratosde la inactivaciónde COMT
por derivadosde maleimida, observándoseque no parecíanecesariala presenciade iones

magnesioparala uniónde 3AM; por tantoestosresultadossugerfan una uniónal azarde3AM
y Mg~2 ~.



3. INHIBICION DE COMT
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3.1. Interés terapéutico.

Como ya seha indicado en la introducción, COMT juega un importante papel
fisiológico en la inactivación decatecolaminasendógenasy en la detoxificaciónde catecoles
xenobióticos.La mayoríade losproductosmetabólicosdedopamina, norepinefrmna y epinefrina
excretadosen la orina son el resultadodeprocesosdedesaminacióny metilación.

Existe un gran interés en la obtención de inhibidores selectivosde COMT dc baja
toxicidad, debido a que algunascatecolaminassobre las quc actúa la enzimaseencuentran
implicadasen varias situacionesclínicas,talescomola hipertensión, el Parkinson y la depresión
endógenaentre otras7,

Desdeel punto de vista terapéutico, el aspectomásinteresantede la búsquedade nuevos
inhibidores de COMT es su aplicación potencial en el tratamiento de la enfermedad de
Paddnson23AO62.Estaenfermedadsecaracterizapor rigidez muscular, espasmos,temblores y
pérdida de habilidad para los movimientos iniciales, como resultado de una deficienciaea
dopaminacausadapor ladestrucción gradual de las neuronasdopaminérgicasenel strlatum0.

La dopaminacomotal no puedeser administradaen el tratamiento de estaenfermedad.
debido a su incapacidadpara atravesar la bantra hematoencefdlica;por ello,para mitigar los
síntomasdel ParkinsonM seutiliza un precursor de dopamina, la L.-3,4-dihidroxlfénilalanifla
(L-dopa o levodopa), la cual es capaz de llegar al cerebro, donde es transformada
enzimáticamentea dopamina. En los esquemas1 y 2 semuestran las principales rutas del
metabolismodedopaminay levodoparespectivamente.
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Esquema1. Metabolismode Doparnina

No obstante,de la levodopaadministradaoralmentesolounapequefiapaiteescapazde

atravesarla barreraheinatoencefálica,puesunaparteimportanteesrápidamentedescarboxilada
en los vasossangufneosperiféricosdandolugara dopamina

65.La introducciónde un inhibidor
selectivode dopadescarboxilasaperiférica(carbidopao benserazide)permite aumentarla
proporcióndelevodopaen sangre,aunqueel porcentajedeéstasiguesiendomuy bajo ya que
daicamentellegaal cerebroentre5-10%dela administradaoralmente6t.
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Cuandola dopadescarboxilasaes inhibida, tiene lugar una activaciónde otra ruta
metabólica de levodopa, la O-medlación~’

67,dando lugara un aumentode los nivelesde
3-0-metildopa(3-OMD), que no sólo resultainactivo en la mejora de los síntomasdel
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Parkinson68’69,sino quetambiéncompiteconel transporteactivo de levodopahaciala mucosa
intestinaly la barreracerebral70.Otra posibleruta metabólicaíue intensificasu actividadesla

de conjugación,mayoritariamentesulfoconjugación,aunquelos datoscuantitativosparaesta

ruta sedesconocenhastael momento.La producciónde 3-OMD catalizadapor COMT es la

segundaruta metabólicaen ordende importancia(10%) del metabolismode L-dopa7172.Una

concentraciónexcesivade dopaminaen el tracto circulatorio producediversos efectos
secundariostalescomonáuseas,vómitos,arritmiascardíacas,hipotensión,etc73.

Segúnlo expuesto,cabeesperarque la utilización de un inhibidor de COMT en el
tratamiento <le la enfermedadde Parkinsonpuedacontrarrestarestosefectosnegativos.En el
esquema3 se indicande formageneralla absorción,principalesxi¡tas metabólicasy penetración
en el cerebro(le levodopa,cuandoseadministrat$stejunto conun inhibidor de descarboxilasa
(IDC) y un inhibidor de COMT (COMT-I).

hiEl
3-OM!)

Levodopft

t
Ot os

MucosaIntestinal

3-OMI)

4:
*1.evodoPot

1)0130w illA

lis

u,

M

t

-á
Circulación Bantrn

Hematoencefálica

Esquema3
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3.2 Inhibidores de COMT

Aunque los intentosllevadosa cabohastael momentodirigidos a la obtenciónde un
inhibidor especificode COMT hansido numerosos,la mayoríade los productosdescritosson

inefectivos, tóxicos o poco selectivos7a,La mayoría de los compuestossintetizadosy
ensayadoscomoinhibidoresde COMT tienenunaestructurabaseanálogaa la de los sustratos

queintervienenen el procesoo a la de los productosqueseforman, aunqueexiste tambiénun
reducidonúmerode productosqueactúancomoinhibidoresde la enzimay su estructurano

presentaestaanalogía.

Recientementehan sidodescritosalgunoscompuestosqueactúancomoinhibidoresde

COMT potentesy selectivos9t0,algunos de los cualespresentanunas características
farmacológicasque les hacen interesantespara uso elfnic&b. Estos productostienencorno

estructurabaseun anillo de catecolsustituidoen posicIón5 porun grupo nitro y en posición 1
por distintos sustituyentesque, en su mayor parte, presentanconjugacióncon el anillo
aromático.

3.2.1. Pirogaloly derivados.

El pirogalol (1,2,3-trihidroxibenceno)fue descrito en 1959 como inhibidor de
COMT74’75, pero no seconsideróapto parasu uso clínico dadasuelevadatoxicidad y baja
potenciabu vivo. Esteproductosecomportacomo un excelentesustratode la enzima7y su
metilaciónda lugar a 1,3-dihidroxi—2-metoxibencenO76,Los efectosinhibidoresde este
productofi> vivo sondemuy cortaduración~.

Algunos análogosestructuralesde interés son el ácido gálico (ácido 3,4,5-
trihidroxibenzoico)y la ~ (Ro. 4-4602).El

primerode estoscompuestosactúacomoinhibidorde COMT menospotente~ el pirogalol,
pero muchomenostóxico. El productoRo, 4-4602es un inhibidor deL-dopadescarboxilasa
queactúaasimismocomoinhibidor de COMT, conun valor de IC

5o aparentementecercanoal

del pirogalol
77.
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NH2.HCl

F12-NI-I-NH-CO-CH-CH2OI-I
HO

HO OH HO OH eX

OH 011

Pirogalol Acido g¡uico Ro. 4-4602

3.2.2. Catecoly derivados.

El catecoles un sustratode COMT
78 que actúabu vivo comoinhibidor competitivo79;

sin embargo,esteproducto poseeuna elevadatoxicidad y efectosconvulsivos80quehacen

inviablesu utilizaciónclínica.

Existeun gran númerode compuestosderivadosdecatecol<íueactdancomoinhibidores
de COMT,comopor ejemplo:

- 2-(3,4—Dihidroxifenil)acetamida(dopacetamida)y derivados,especialmentela a-propil

dopacetamida.Estosproductospresentanunapotenciacomoinhibidoresde COMT similar ala
del pirogalol y no son tóxicos ¡a vivo79, no obstante,se conocenpocosdatos sobre la
inhibición producidapor estosproductos.

- Algunosflavonoides81,comoporejemplola quercetinay la rutina.

- La 3,4-dihidroxi-w—metilpropiofenoflfl (U-0521) y cetonasanálogas82.U-0521 es un

productoquepresentagran afinidadhacia COMT y actúacomoun potenteinhibidor de la

enzima¡a vivo,prolongandonotablementeel efectode L-dopay dopaminaen el tratamientodel
Parkinson8384

- Productosutilizadoscomofármacostalescornola L-dopa85,el ácido3-(~-hidrazino-a-metil-
3,4-dihidroxifenil) propiónico~(a-hidrazino-a-metil-L-dOPa,carbidopa),la isoprenalina86,

etc.

OH
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Borchardty col.87 mostraronen 1982 quela presenciade gruposelectroatractotesen
posición5 del anillo aromáticoincrementabasignificativamentela actividadcomoinhibidoresde
COMT cíe la isovainillinay el ácido isovainillínico; obteniéndoselos mejoresresultadoscuando

el sustituyenteeraun grupo nitro.

La sustitución del anillo aromáticocon sustituyentescon grupos atractoresde
electrones,particularmenteen lasposiciones1 y 5, aumentala afinidaddelos inhibidorespor

COMT. Estasustituciónaumentala acidezdel catecol,favoreciendola ionizacióndelhidroxilo
en posición4; además,la disminucióndel pKa de los hidroxilos fenólicosdebepermitirque
tenganlugar interaccionesatractivasadicionalesentreel inhibidor y el centro activo de la
enzima.Asimismo, la sustituciónen 5 por un grupo nitro parecetransformarel producto

catecólicoen un pobre sustratode COMT. La sustitución en estaposición por grupos
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electroatractoresde grantamaflono tienelugar,posiblementedebidoa interaccionesestéricas;
sin embargo,cuandolos sustituyentesestánen posición1 el centroactivode la enzimaescapaz
de acornodarlosaunqueéstos sean bastantevoluminosos.Al parecer,el tamaik y la

hidrofobicidadde los sustituyentesen posición 1 conducea un aumentode la actividaddelos
productoscomoinhibidoresde COMT, mientrascíuegruposiónicosejercenel efectocontrario.
Basándoseen ésto,recientementehan sidodescritosen la literaturaunaseriede productosque
actúancomoinhibidoresde COMT potentesy selectivos9’10.Conalgunosde estosproductos,
cuyaestructuraseindicaen la figuí-a 2 seestánllevandoa caboen la actualidadensayosfi vivo.

La 3~(3,4-dihidroxi-5-nitrobencilidCn)-2,4-pCntaflodi0n2.(OR-462o nitecapone)es un

inhibidor muy potentey selectivo de COMT y no es sustratode la enzima88’89.Cuandoes
administradoen combinaciónconL-dopay carbidopaescapazde manteneraltoslos nivelesde

L-dopa reduciendo la excreción de metabolitos metilados de dopamina’290.Además, el
OR-462poseebaja toxicidad fi> vivo13’14.

La N,N~dieti1-2~ciano-3-(3,4-dihidroxi-5-nitrOfCflil)acrilamina(OR-611) esotro delos
productoscuyosestudiosfarmacocinéticosbu vivo estándandobuenosresultadosen la vía de
su posibleusoclínico~2’13’1590’9>.Tantoel OR-611 comocl anteriormenteindicadoOR-462

son inhibidores periféricos de COMT, ya que no son capacesde atravesarla barrera
hematoencefálica.

La 2tfluoro~3,4~dihidroxi-5-nitrobenzofCnOfla(Ro. 41-0960)es otro nitroderivadode
catecolcon el queseestánrealizandoestudiosfis vivo13’90. Esteproductoesun inhibidor de

amplio espectro,capazde atravesarla barrerahematoencefálica,y poseeun valor de ID
5~

bastanteinferior a los descritosanteriormente,aunqueresultaalgo mastóxicoqueaquellos.

La bajatoxicidadde estosproductos,asícomolos buenosresultadosobtenidoshastael
momentocii estudiosdirigidos asu aplicaciónpotencialen el tratamientodel Parkinson,hacede

estosinhibidorescandidatosa ser utilizadosen clínica. Pero antes,esnecesarioampliar los
estudiosconel fin deestablecery evaluarlas consecuenciasde posiblesinteraccionesde estos
compuestoscon sustratosdc COMT y con fármacosimplicados en el metabolismode
neurotransmisores,asícomola posibleactivaciónde otrasrutasmetabólicascuandoseinhibe
COMT y L-dopadescai’boxilasa

62.
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Figura 2

3.2.3. Otras estructuras.

En estegrupo se incluyenproductosdescritosen la literaturacomo inhibidoresde
COMT quesecaracterizanpor la carenciade gruposhidroxilos contiguosen su estructura

aromática,

La tropolonay derivados(4-ínetil- o 4-isopropiltropolonay tropolona-4-acetamida)son
isósterosde catecolqueactúancomo inhibidoresno competitivosde COMT

74’79’92’93. Los
numerososestudiosrealizadoscon estosproductos79’94parecenindicar queactdancomo

inhibidoresbu vivo deCOMT, aunquesu acciónescorta; problablementeestoesdebidoaque
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la unión enzima-inhibidortiene lugar de forma reversibley es muy l6bil.
tropolonassonbastantetóxicasy no puedenserutilizadasconfinesclínicos,

Los resultadosde inhibición obtenidosparatropolonasy pirogalol

comoreferenciaen numerosostrabajos.

Por otro lado, las

hansido tomados

HO O Tropotona R= -1-1

4-Metiltropolona R= -CH3

‘
‘‘-5 R

4-Isopmpiltropclonn

Tropolona4-Acctamidil

R= -CH(C!-1 3)2

R= -CH2CONF½

8—I-Iidroxiouinollnas

Estosproductossecomportancorno inhibidoresfiu i’hro cíe COMT algo máspotentes
cíue el pirogalol

79’55.1-Instael momentono sehan realizadoestudiosfis vivo y sedesconocela

importanciafarmacológicadeestetipo de compuestos.

Estetipo deestructurasfuerondescritascomoinhibidoresde COMTporBorchardt95en
1973 al estudiaruna serie de 3-hidroxi-4-pironas,3-hidroxi-2-piridonasy 3-hidroxi-4-
piridonasdomoinhibidoresde COMT de hígadode rata.

CIA

A
2 N

‘-5-

— -e--
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Recientementeseha descritoen la literaturaunapiridona, la N2-(2-piridona-6-il)-
N’,N’-di-n-propilformamidina (mP 28014),como potenteinhibidor fis vivo deCOMT, no
observándoseinhibición fis vilo de la enzima(sólo actúacomoinhibidora concentracionesdel
orden de milimoles)t1’96’97. Al igual que ocurrfa con los nitroderivadoscomentados
anteriormente,seha observadoqueestecompuestoconducea un descensoimportanteen la
producciónde metoxiderivadoscuandoseadministrajunto con levodopay un inhibidor de

descarboxilasat5.

El CGP28014pareceactuarcomoun débil inhibidorde COMT en la periferiacuando
seencuentraen presenciadecarbiclopay L-dopa,siendomuy efectivoencerebro.Suprincipal

metabolito, la 2—amino-&hidroxipiridina,no actúacomo inhibidor de COMT, Aunque el
mecanismode acciónde esteproductosedesconocebastael momento,un estudioen el quese
intentanestablecerlaspropiedadesfis vivode tresinhibidoresde COMT(OR-611, Ro. 40-7592
y CGP28014), realizadopor Mlinnistd y col.15 en 1992, pareceindicar queestapiridonano se
comportacomo un inhibidor de COMT propiamentedicho, sino que actúa inhibiendo la

transferenciade los sustratosa la enzima.

3.2.4.hshibidoresirreversibles-

La inaetivaciónde COMTporreactivosde grupossulfhidrilo”98 sugirió la existenciade
al menosun grupo SN esencialparala actividadenzirnática,por lo queesde preverque
reactivosde gruposSN inactivenineversiblementela enzima.

-x
y WrCHrCHa

N

H

CGP-28014
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Así la 3-mercaptotiraminaactúacomo inhibidor de COMT y no es sustratode la
enzima99.Sepostulaquela inhibición tienelugarpor reaccióndel productocon un residuode

cisteinasituadoen el centro activo de la enzima o próximo a él, formándoseun puente

disulfuro.

En la figura 3 semuestrala estructurade algunosinhibidoresirreversiblesde COMT.

CHOH-CI-!
2-NFh COOI-I

x
SR SH

OH

3-Mercoptotira¡nimio Acido 5.hidroxi.3.mcrcaplo-4-iiicIoXibCilWiCO

CH2-CI-12-NH-CO-CH2-t

x

OH FI3CO 0CH3

OH

ctiIOiTUilO

Figura3

Conel objetivode obtenerinhibidoresirreversiblesdeCOMT, en nuestrolaboratoriose
prepararonunaseriede N-haloacetilalquilarninascondistintossustituyentesen posiciones3 y 4

del anillo aromáticovariando la distanciaentro el anillo y el halógeno,observándoseque,
aunquetodosellosactuabancomoinhibidoresirreversiblesde COMT, los mejoresresultados

seobteníancuandoel halógenoera ioduro y carecíade cadenaespaciadora’
0QEstudios

6—Hidrox 1 dopom¡no

0CH
3

1-12-CH2-NIh
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paralelosrealizadospor Borchai-dt’0’ con N-haloacetilderivadosde4-hidroxi-3,5-dimetoxi-y
5-hidroxi-3,4-dimetoxifenilalquilaminas,mostraronquela cadenaespaciadoraentreel anillo
aromáticoy la iodoacetamidano influía significativamenteen la velocidadde inactivaciónde

COMT porestosproductos.

Másrecientemente,ennuestrogrupode trabajosehanrealizadoestudiosde inhibición

deCOMT porN-(3,4-dihidroxifenil)maleimidasy N-(4-hidroxi-3-metoxifenil)makiiflidas’6”7

observándosequeestoscompuestosinhiben irreversiblementela enzimasiguiendoun proceso
endos fases:unarápiday otralenta. Estecomportamientobifásicosugierequeestosproductos

modificandosgruposSF1dela enzimacon diferentereactividad.

R

ii 0-3

OFL R~ -01-1,-OCR
3

O
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Lasestructurasaestudiaren el trabajode investigaciónquesepresentaen estaMemoria
fueronseleccionadasen basea los antecedentesbibliográficosexistentessobreinhibidoresde

COMT y ala investigaciónqueserealizaen nuestrogrupode trabajoen relaciónconestetema.

En un trabajo previo sobreinhibidoresdeCOMT, llevadoa caboen nuestrolaboratorio,
serealizó la preparacióny estudiocomo inhibidoresde estaenzimaunaseriede derivadosde
maleimida,que secaracterizabanpor seranálogosestructuralesde catecol o guayacol y

portadoresde un anillo de maleimidacomo grupo reactivo de grupos SI-!. Los ensayos
realizadoscon estos compuestosmostraronqueactuabancomoinhibidores irreversiblesde

COMT, aunquecon valoresde constantesde inhibición elevados(~ iO<-5 M); asimismo,los
valorescalculadosparalas constantesde velocidaddelprocesoirreversibleindicabanqueeste

procesoeramuy rápido.Tambiénhayqueteneren cuentaqueel grupomaleimidaes demasiado
lábil paraconducira inhibidoresútiles in vivo.

Es conocidodesdehacealgúntiempoqueenderivadosdeguayacoly catecolsustituidos

en posición 1, la introduccióncíe sustituyentesqueatraenelectronesen posición 5 aumenta
considerablementela afinidad de estosproductospor el centroactivo de la enzima9’10’87.
Tomandocomoreferenciaestosantecedentes,asícomo otros aspectosde la enzimay su
inhibición descritosen el capítuloanterior,seproyectéel desarrollodel trabajoquesepresenta
en estaMemoria:

- Síntesisde nitroderivadosde hidroximetoxi y dihidroxibenzaldehido.Estudiode la
inhibición reversiblede COMT porestosproductosconel fin de establecerla influenciade la

posiciónrelativade losdistintosgruposen su actividadcomoinhibidoresde COMT.

- Síntesisde 1-vinilderivadosde nitroguayacoly nitrocatecol,con el objetode obtener
compuestosde alta afinidad por la enzima, susceptiblesde reaccionarcon gruposSN, y
posteriorestudiode suactividadcomoinhibidoresde COMT.
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- Estudiode la cinéticade inhibición de COMT por algunosde los vinilderivados
ensayados.

- Síntesisde nuevosderivadosvinílicos de guayacolen los que se incrementela

distanciaentreel anillo aromáticoy el dobleenlace,con el fin de obtenerestructurasmás

flexibles. Ensayode estosproductoscomo inhibidoresirreversiblesde COMT.



RESULTADOS Y DISCUSION



1. SINTESIS DE NITRODERIVADOS DE HIDROXIMETOXI Y
DIHIDROXIBENZALDEHIDO
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Comoya se ha indicado anteriormente,la mayor partede los productosensayados
actualmentefis vivo como inhibidores de COMT son derivadosde 3,4-dihidroxibenceno

sustituidoenposiciones1 y 5, siendoel sustituyenteen posición 5 un gruponitro’2’5. Seha

evaluado la actividad biológica de una serie de nitroderivados de dihidroxi e
hidroximetoxibenzaldehídocon el fin de investigarcomoinfluye laposicióndel gruponitro y

las posicionesrelativas de diferentesgruposen la actividad de estoscompuestoscomo

inhibidorescíe COMT fis vitro. El pasoprevio pararealizareste estudioes la síntesis<le los
derivadosa estudiar.

Los hidroximetoxinitrobenzaldehidosy los dihidroxinitrobenzaldehidosindicadosen la
figura 4 sesintetizarontomandocomoproductoscíe partidael 4—hidroxi—3—metoxibenzaldehido
(vainillina), el 3—hidroxi—4—metoxibenzaldehido(isovainillina) y el 2—hidroxi—3—metoxi

benzaldehido(o-vainillina), con la excepcióndel 3,4-dihidroxi-2-nitrobenzaldehido.

La síntesisde los nitroderivadosaestudiarsellevó acabosiguiendolos procedimientos
descritosen la literaturaparala obtenciónde algunosde ellos, o medianteprocedimientos

est~ídar;exceptuandola 5—nitrovainillina (2) queesun productocomercial(Aldrich Chemical).

Losdistintoshidroximetoxinitrobenzaldehídosfueronsintetizadospor nitracióndirecta
del correspondientebenzaldehidoo porproteccióndel grupohidroxilo, seguidadenitración y

eliminación del grupo protector. Un procesoadicional de desmetilaciónconduceal

colTespondientederivado<le dihidroxinitrobenzaldehído.
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Los procesosde nitración de anillos aromáticospuedentener lugar con una gran
variedadde agentesnitrantest02.El reactivomáscomún es una mezclade ácido nítrico
concentradoy ácidosulfúrico,peropat-asustratosactivosla reacciónpuedellevarsea cabocon

ácido nítrico solo o conácidonítrico en agua,ácidoacéticoo anhídridoacético;así,en el caso
de aminas,fenolesy pirroles esnecesarioutilizar estasúltimas condicionesdebido a que la
mezclade ácidosnítrico y sulfúrico podríaoxidar los sustratos.La especieatacanteen estos
reactivosdenitraciónesel ión nitronio (N02+); así,cuandola reacciónserealizautilizando la

mezcladeácidosnítrico y sulfúrico tienelugarunareacciónácido-baseen la cualel ácido nítrico
esla especiequeactúacomo base,Asimismo,cuandoseutiliza ácidoníti-ico solo,tambiéntiene
lugarunareaccióndeequilibrio ácido-baseen la cualunamoléculade nítricoactúacomoácido
y otra como base; en este caso,el equilibrio se encuentradesplazadohaciala izquierda,

alcanzandoalrededorde un 4% de ionización, la cantidadde especieactiva formadaes
suficienteparaque selleve acaboel procesode nitración.Unequilibrio análogoal indicadoen
el esquematiene lugar,en menorextensión,cuandoseutilizan disolventesorgánicosen el
procesodenitración.

FINO
3 + 2 H2S04 NO2t + H3O

t + 2 HSO$

21-1N0
3 ~ NO2t + NO + H20

En nuestrocaso,la mayoríade las reaccionessellevaronacabopor nitraciónconácido

nítrico fumantede loscompuestos,con o sin protecciónpreviadelgrupoo gruposhidroxilos.
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1.1. Síntesis de nitroderivadosde hidroximetoxibenzaldehído

1.1.1. Nitroderivados de vainilibua

La obtenciónde 2-nitrovainillina (1) y de 6-nitrovainillina (3) tuvo lugar siguiendoel
procedimientoindicadoen el esquema4. Comoya sehamencionado,la 5-nitrovainillina (2) es
un productocomercial.
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Esquema4

La acetilaciónde vainillina, con anhídridoacéticoe hidróxido potásico2N, condujoal

O-acetilderivadocorrespondiente,cuya nitración con ácido nítrico fumantey posterior

desacetilaciónpermitió el aislamientodel producto nitradoen posición 2 (1>103104con un
rendimientoglobaldel procesodel 55%.

En la obtenciónde 6-nitrovainihina(3)104.105el grupoprotectorde hidroxilosempleado

fue el bromurode 4-nitrobencilo.La nitracióncon ácidonítrico fumantedelproductoprotegido
y posterioreliminación del grupo protectorpermitió la obtencióndel producto3 con un

rendimientoglobaldel 37%.
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1.12. Nit¡-oderivados de isovabuillina

Los correspondientesnitroderivados en posiciones 2 y 6 (compuestos4 y 6
respectivarnente)1~seobtuvieronpor nitracióndirectade la isovainillina. Cuandoel procesode
nitraciónselleva acabocon 1,2 equivalentesde ácidonítrico fumanteseobtienen4 y 6 en una
proporción1:2; estosproductosfueronfácilmenteseparablespor cromatografíaen gel desílice
(con rendimientosdel 27% y 51% respectivamente).Si la reaccióntiene lugar con mayor
excesode agentenitranteel productoqueseobtieneesla 2,6-dinitroisovainillina(16),
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Esquema5

Por acetilaciéndel grupo hidroxilo de la isovainillina,nitracióndel O-acetilderivadoy
posterior eliminación del grupo protectorse obtuvo la 5-nitroisovainillina (5)106 con un

rendimientoglobaldelprocesodel 30%.
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1.1.3.Nitroderivadosde o-vainillina.
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La nitración dúecta del anillo de o-vainillinacon ácidonítrico fumanteen ácidoacético
condujo, tras recristalizaciónen aguadel crudo de reacción,al 5-nitroderivado107(8) con un
rendimientodel 63%.
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La 4-nitro-o-vainillina (7) y la 6-nito-o-vainillina (9) se obtienenrealizandouna
protecciónprevia del grupo hidroxilo de la o-vainillina con cloruro de p-toluensulfonilo,
seguidode nitracióny posterioreliminacióndel grupotosilo’04’108; el procesotienelugar con
un rendimientoglobal del 25% y 22% respectivamente.Asimismo, la 4-nitro-o-vainillina
tambiénse obtienesiguiendoun procesode acetilacióndel grupo hidroxilo, nitración y
posterioreliminación del grupoprotector,no detectándoseen el procesola formación del

correspondiente6~nitroderivadoLkLasdistintas reaccionesde nitración deo-vainillina se

indicanen el esquema6.

1.2. Síntesis <le nitroderivados dc dihidroxibenzaldehido

La mayoríade estosproductosfueronpreparadospordesproteccióndel grupoéterdel

correspondientehidroximetoxinitrobenzaldehidoprecursor utilizando métodos

convencionales~10;exceptoel 3,4-dihidroxi-6-nitrobenzaldehfdo(12) que se obtuvo por

desproteccióndel grupometilendioxidel piperonal.

1.2.1.Nitroderi vados de 3,4-dihidroxibenzaldeht’do.

El 3,4-dihidroxi-2-nitrobenzaldehido(10) scobtienepor rupturadel grupo éterde la

2-nitrovainillina”’. El procesotienelugar trascuatrodíasde agitaciónde la mezcladereacción
atemperaturaambiente,utilizando tricloruro de aluminio sublimadoy piridina como reactivos,
y diclorometanocomo disolvente.Otrosprocedimientosdidgidosala desproteccióndel grupo

hidroxilo de 1, como son la rupturadel éter con tribromuro de boro complejadocon

dimetilsulfuro o el tratamientocon ácido bromhídricoen ácido acéticoglacial a 120~C,

resultaroninfructuosos.El mecanismopropuestopara la desproteccióncon tricloruro de

aluL1~inio esel siguiente112
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a. AICI3, piridina.. b, piridina, e.

Comopuedeobservarseen el esquemamecanisticopropuesto,esteprocedimiento no
serfaválido en el casode los derivadosde o-vainillinadebidoaqueel complejointermedioque
se formaríaseríael resultadode la complejaciónconel oxigenocarbonflicoadyacenteen lugar
de hacerloconel oxfgenohidroxflico, menosbásico,por lo queno conduciríaa la rupturadel

grupoéter.

La síntesisde 3,4-dihidroxi-5-nitrobenzaldehido(11) serealizó partiendode 5-nitro
vainillina conácido bromhídricoy ácidoacéticocomo eodisolvente

t13,a unatemperaturade

150 OC y 19 horasdereacción,obteniéndose11 conel 61%de rendimiento,

En el casodel 3,4-dihidroxi-6--nitrobenzaldehido(12) el procesode síntesisresultamás

sencillo, tomandocomoproductodepartidael 6-nitropiperonal”4”’5 (productocomercial)en
lugarde partir de 6-nitrovainillina o 6-nitroisovainillina.La rupturadel acetal serealizacon

tricloruro <le aluminio sublimadoy dicloroetanosecocomodisolvente.Duranteel procesotiene
lugar la formación de un intermedioclorometiléter,quees finalmentetransformadoen el
dihidroxiderivado12 por tratamientoconácido. El procesotienelugarconun rendimientode]

88%.

CEO CHO
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El procesosintéticoseguidoparala obtenciónde los correspondientesnitroderivadosde
3,4-dihidroxibenzaldehidosemuestranen el esquema?
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1.2.2.Nitroderivados de 2 ,3-dihid¡-oxibenzaldeh(do.

El procesosintéticode estosproductosseindicaen el esquema8.
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La síntesis de 2,3-.diliidroxi-4-nitrobenzaldehido(13) y 2,3-diliidroxi-5-nitro

benzaldehido(14) tuvo lugar mediante tratamiento con ácido bromhídrico y ácido acéticoglacial

delos correspondientesnitroderivadosdeo-vainillina”
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Los intentos dirigidos a la obtencióndel 2,3-dihidroxi-6-nitrobenzaldehido(15) en

condicionesanálogasa las anteriormentedescritascondujeronen todos los casosa crudosde
reacciónnegrosen los cualesno pudodetectarseel producto15. Cuandola reacciónsellevó a

caboutilizando tribromurode boro116’111cornoreactivoseobtuvoun crudode reacciónnegro,
cuya recristalizaciónen agua permitió el aislamientodel productodeseado15 con bajo
rendimiento(22%); el rendimientodelprocesoglobal fue del 8%. El mecanismodel procesode
rupturadel grupoétercontribromurode boro seindicaa continuación,

ArOMe + 1313¡-3 -~ [Ar-O AiOHBr
2 + Melir

ArOBBr2 + 3 ¡120 ArOI-I + H3B05 + 2 BUr



2. ESTUDIOS DE INHIBICION DE COMT POR HIDROXIMETOXI
Y DIHIDROXINITROBENZALDEHIDOS
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Dentrodeesteapartadosevan a tratartanto los ensayosdirigidosa la determinaciónde

la actividadde estosproductoscornoinhibidoresde COMT, comola cinéticade inhibición

enzimáticaquepresentan118420,

En la reaccióncatalizadapor COMT intervienendossustratos(SAM y un grupoaceptor
de gruposmetilo). Estareacciónparecetranscurrira travésde un mecanismosecuencialen el
cualel primersustratoque seuneesel donadordel grupometilot7.

Los estudiosin viti-o recogidosen estamemoriade tesis sehanrealizadoconenzima
parcialmentepurificadade hígadode cerdo,utilizando catecolcornosustratoaceptordemetilos.
La purificación de COMT se realizó medianteprecipitación con sulfato amónico y

cromatografíasconvencionales121segúnel métododescritoen la secciónde materialesy

métodos.

De forma general,las determinacionesdeactividadenziméticadeCOMT serealizaron
midiendoel incrementode productos0-metiladosen la mezclade reacción.En esteestudio,la

medidade actividad de la preparaciónenzimáticase realizó siguiendoel método isotópico
descritopor Zúrchery Da Prada122,modificadoen nuestrolaboratorio17;en el cual, utilizando
3H-SAM, semide la cantidadde H-guayacolproducidoen el procesoenzimático.
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2.1. Cálculo de ICso.

Paradeterminarcualesde los productossintetizadosactúancorno inhibidoresde
COMT, serealizó un estudiode inhibición previo con dosconcentracionesdiferentesde

inhibidor (5x105 y 5x10-7M) y en doscondiciones:sin pre-incubaciónde la enziLnaconel

inhibidor y con incubaciónde ambosa 370Cdurante15 mm.

Comoresultadode esteestudiose observóque, a unaconcentraciónde 5x1fr5 M,

solamenteun derivadode hidroximetoxinitrobenzaldelildo,la 5-nitroisovainillina(5>, inhibe la

actividadenzimática;los productosque no presentabanactividada estaconcentraciónfueron
descartadosparaposterioresestudios,Todoslos dihidroxinitrobenzaldehídosresultaronactivos
comoinhibidores.Parauna concentraciónde inhibidor, la inhibición no eradependientedel
tiempo; esdecir, el porcentajede inhibición observadotras incubar 15 mm a 37 OC fue el

mismo que sin incubación,lo quesugierequeestoscompuestosactúancomo inhibidores
reversiblescíe COMT.

A continuaciónsedeterminaronlos valoresde 1C
50 (concentraciónde inhibidor que

produceun 50% de inhibición de la actividadenzimática).Dicho cálculo se llevó a cabo

medianterepresentacióngráfica del porcentajede inhibición observadoa distintas
concentracionesdel inhibidor frenteaestasconcentraciones.Como ejemplo,a continuaciónse

muestrala gráfica obtenidaparala detenninacióndel valoresde1C50 conel compuesto12.
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Cálculode la actividadde 12 comoinhibidor deCOMT

En la tabla 1 seindica la estructurade los compuestossintetizadosy los valoresde1050

encontradospara los quemostraronactividad como inhibidoresde COMT.. La inhibición
producidapor los productos11 y 14 ya había sido descrita anteriormente9”QSi comparamos

los valoresde ICsoobtenidosparaestosproductoscon los publicados,observamosuna gran
diferencia entreellos: 2 x 10-6 M frente alos valores de 2 x108 y 8 x108M descritospara

el compuesto119,10, y 2 x 10-6M frentea 1,6 x íO-~ M descritopara1410. Estadiferenciaen
los valoresdeI0sopuededebersea ladistinta procedenciade COMT: hígado de cerdo o hígado
de rata,Asimismo,el valorde Km determinadoparael sustratocatecolfue de 2,2 x iO~ ±0,2

un valor 5 vecesmayorqueel observadocuandoseutiliza COMT aisladade hígadode
rata122,y unas50 vecesel obtenidoconenzimaaisladade placentahumana123(tabla2).
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Tabla 1. Valores de 1C50.

CRO
R3~ RL

Compuesto RL R2 R3 Actividad corno inhibidoresde

COMT. IC5~ (M)
1 2-NO2 3-OCR3 4-OH >> 5,0 x IO~

2 5-NO2 3-OCR3 4-OH > > 5,0 x

3 6-NO2 3-OCR3 4-OH >> 5,0 x io-~

4 2-NO2 3-OH 4-OCR3 >> 5,0 x ¡o-
5

5 5-NO
2 3-OH 4-0db 3,4 ,c io-~

6 6-NO2 3-OH 4-OCH3 >> 5,0 x ¡o-
5

7 4-NO
2 2-OH 3-OCR3 >> 5,0 K l0~

8 5-NO2 2-OH 3-0CM3 >> 5,0 x 1O~

9 6-NO2 2-Oil 3-00113 >> 5,0 x

10 2-NO2 3-OH 4-OH 1,5 x io-~

11 5-NO2 3-OH 4-011 2,0 x 10-6

12 6-NO2 3-OH 4-01-! 8,5 x 10~

13 4-NO2 2-OH 3-OH 1,5 x 10~

14 5-NO2 2-OH 3-OH 2,1 x

15 6-NO2 2-OH 3-OH 1,0 x ¡o-
5
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Comparandola afinidad del catecolcon la de otros sustratosfisiológicosseobservó

que,ennuestrascondicionesde trabajo,la afinidaddel catecolporla enzimaesmuy baja.En la

tabla2 seindicanlos valoresde las constantescinéticasobservadosparaSAM y parael sustrato

aceptordemetilo en la reaccióncatalizadaporCOMT,en funcióndelsustratoutilizado y de la

fuentedeenzima.Ademas,la naturalezadel sustratocatecolempleadotambiénpuedeinfluir en

el valor de 1C50 observadoparaun mismo compuesto;así, los valoresde 1C50 determinados

para el compuesto11 cuandose utiliza como sustrato aceptorde metilo ácido 3,4-

dihidroxibenzoicoo catecolesde 2 x í0~ M
9 y 8 xlO-8 M’0 respectivamente.

Tabla2: Valores<le las constantescinéticasobtenidosparaSAM y el sustratocatecol

en diferentesestudios.

5AM

(M)

K,,
1catecol

(M>

Sustratoenteco! COMT Ref. ¡

1O”~ 2 x to-
3 Catecol hígadode cerdo 17

4 x iO-~ 4 x i0~ Catecol hígadode rata 122

5 x
10-a ~ x i0

5 Catecol placentahumana 123

3 x 1O~ 4 x ¡o-4 Adrenalina hígadode rata 52

¡o-4 ó x ío-~ Adrenalina hígadode rata 53

3 x 1O-~ 9 x io-~ ácido3,4-dihidroxibenzoico hígadodc rata 54

2 x ¡o-a 7 x 10~ ácido3,4-dihidroxibenzoico cerebrode rata 57

9 x 10~~ 3 x iO-4 Dopamina cerebrohumano 58

3 x ío~ 3 x ¡cA Dopamina cerebrohumano~ 56

* COMT unida a membrana
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2,2, Estudioscinéticos dc la inhibición de COMT

Estosestudiosserealizaroncon el fin deestablecerla influenciade la posiciónrelativa
del giuponitro de los dihidroxinitrobenzaldehidosen su actividadcomoinhibidoresdeCOMT.
Antes de comentaren detalleestosresultados,sedescribenbrevementelos distintos tiposde
inhibiciónreversibleexistentes,

2.2.1.Inhibición reversible

Un compuestoes inhibidor reversiblecuandola unióncon la enzimatiene lugar sin
formaciónde enlacecovalentey el efectodel inhibidor seanulapordiálisis, dilución o filtración
en gel. La inhibición reversiblesecaracterizapor un equilibrio entrela enzimay el inhibidor
libres y el complejoenzima-inhibidory vienedefinido por una constanteque secorrelaciona

con la afinidad, La efectividaddel inhibidor esnormalmenteestablecidapor el valor de su
constantede inhibición K¡ (JC¡/K¡).

5+1 El

Los derivadosdehidroximetoxiy dihidroxini trobenzaldehidoestudiadosactúancomo

inhibidoresreversiblesde la enzima.

Básicamenteexistentrestipos de inhibiciónreversible:

A. Inhibición competitiva

Actúancomoinhibidorescompetitivosaquelloscompuestosque,debidoa su similitud
estructuralcon el sustrato,compitencon él por el centroactivo de la enzima,o cuandoel

inhibidor seunea la enzimaimpidiendola unióndelsustrato.El gradodeinhibición dependerá
de la concentracióndel sustratoy de las afinidadesrelativasdel sustrato¡el inhibidor por la

enzima.
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E+S ES —~- E+P

¡45

El

B. Inhibición no competitivay mixta

Seda inhibición no competitivacuandoel inhibidorpuedeunirseconigual afinidadala
enzimalibre o al complejoenzimasustrato(Kis 14).

E+S ES —~- E+P

Vmax [s]
y

(LS]+Km)( ¡+ ¡4)
El ES ¡

La inhibición esmixtacuandoel valor de Ki¡ difiere del observadoparaKis. En este
caso, la dependenciade la inhibición del aumentode la concentraciónde sustratoguarda

relacióncon los valoresrelativosde las dosconstantes.

E+S ES E+P

y
Vmax [s]

KmQ+ ~
Ef —~- ESI

+ [s](¡+ II.)

C. Inhibición acompetitiva

Se observaestetipo de inhibición cuandola unión reversibletienelugarúnicamente

Vmax [s]
y

[s]+ Km(1

A 1

AK¡¡

sobreel complejoenzima-sustrato.
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E+S — ES ~ E+P

Vmax [s]

Km +

ES1

Existendistintasrepresentacionesgráficasque,basándoseen la ecuacióndeMichaelis-
Menten,seutilizan paraestablecerel tipo deinhibición reversiblequetienelugary el valorde
las constantescinéticasdel proceso.Cuandoserepresentael inversode la velocidadfrente al
inverso de la concentraciónde sustrato (gráfica de Lineweaver-Burk)124,a distintas

concentracionesde inhibidor,seobtieneunaseriede lineasrectasquesecruzanen un punto o
quesonparalelasentresí, permitiendoestablecerel tipo de inhibiciónreversiblequetienelugar.
Los tipos de representacionesgráficasque se obtieneny los cálculosde los valoresde los
parámetrosde inhibición paracadauno de los tipos de inhibición reversiblesemuestrana

continuación.

COMPETITIVA MIXTA

1/y

-l/A~n -llKn< l/s -¡(Km -11Km’ lis

-1/Km s-I/Ah< 1/5

NO COMPETITIVA ACOMPETITIVA
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2,2.2. Inhibición reversible de COMT por nirroderivados de hidroxinzetoxi y

di/iidroxibenzaldehIdo

Los patronesde inhibiciónparalos compuestosactivosseestudiaronen funciónde las
concentracionesdecatecoly deSAM. Losresultadosobtenidosserecogenen la tabla3.

En las condicionesdeensayodescritasen la parteexperimental,el único análogode

guayacolactivo (5) actúacomoinhibidor no competitivode COMT con respectoal catecol
(tabla3). Esteresultadono es sorprendentepor tratarsede un análogodel productode reacción

en vezde un análogodel sustrato;no obstante,estáendesacuerdocon la inhibición competitiva
descritapor Borchardty col,87 paraestecompuestorespectoal sustrato catecólico.Asimismo,
esteresultadoconcuerdacon el descritoparaotros análogosde guayacol’tSí.’22,los cuales
presentaninteraccionescon COMT no competitivaso mixtas En la figura 5 semuestranlas
representacionesde Lineweaver-Burkparael producto5.

Sorprendentemente,los dihidroxinitrobenzaldehidos(productosanálogosdel sustrato
catecol)actúancomoinhibidoresmixtos frentea catecol.El hechodequela presenciade dos
grupos nitro en el anillo de catecoldé lugar a inhibidorescompetitivoscon el sustrato

catecólico,pareceindicar quelos resultadosobtenidoscondihidroxinitrobenzaldehidospueden
debersea la presenciade un grupo aldehídoen posición 1 del anillo aromático,el cual puede
alterarel modo de interaccióndel inhibidor con el centro activo de la enzima.Cuandose
estudiaronlos patronesde inhibición de COMT frente a SAM como sustratose observó
inhibición acompetitivaen todos los casos,La figura 6 muestralas representacionesgráficas

obtenidaspara3,4-dihidroxi-5-nitrobenzaldehido(11),obteniéndoserepresentacionesanálogas
con el restode los derivadosnitradosde dihidroxibenzaldehido,

Los datoscinéticosobtenidosparalos distintosnitrobenzaldehídosestudiadosmuestran
que todos los dihidroxinitrobenzaldehídosactúancomo inhibidorespotentesde COMT, con

valoresde K
1 del ordende Ilmolar, y su actividaddependede la posicióndel grupo nitro, De

estosresultadossepuedeconcluir que la posiciónde un grupo nitro en 5 no es crftica para
obtenerla máximaactividad,cornosecreíahastael momento,ya que los nitroderivadosmás

activoscomo inhibidoresde COMT son aquellosque tienenel grupo nitro en posiciónorto

respectoa uno de los gruposhidroxilos presentes!
25(10, 11, 13); por tanto,la posiciónen 5

de un nitro, queestápermitiendoel desarrollodeinhibidoresde granactividad9’10,sóloesuna
de las tresposicionesquehanresultadosermásfavorablesparalacitadasustitución.
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Tabla 3: Inhibición reversiblede COMT pornitroderivadosdehidroximetoxi y
dihidroxibenzaldehido.

Inhibidor 5AM Catecol Inhibición ConstantedeInhibición 1 EM.
(M)

Variable Saturación AC I<~= 1,35 x ¡~-5 ~ 0,07
5 Saturación Variable NC K1= 1,72 x l0~ ±0,23

Variable Saturación AC K11= 6,78x i&~ ±0,29
10 Saturación Variable M K11= 4,97x lo-

7 ±1,78
K

15 1,68 x ío-~ ±0,27

Variable Saturación AC K11= 6,61 x 101 ±0,22
11 Saturación Variable M K11= 8,16 x lo-

7 ±0,20
K

15= 1,38 x ío-
7 -±0,96

Variable Saturación AC K
11= 3,93 x 106 ±0,14

12 Saturación Variable M K11= 2,69 x 106 ±0,36
K15= 9,21 x íO

7 ±0,70

Variable Saturación AC K
1¡= 5,38 x i0~~ ±0,21

13 Saturación Variable M K11= 4>78 x ío~ ±0,84
K15~ 1,45 x io-

7 ±0,12

Variable Saturación AC K
11= 7,77 x I0~ ±0,54

14 Saturación Variable M KL¡= 1,20x £06 ±0,17
K15 2,31 x ío~ ±0,13

Variable Saturación AC K,L= 1,79 x i0
6 j 0,13

15 Saturación Variable M K,L= 4,77x 1O~ ±1,36
Kís 9,09x ío-~ ±1,07

AC, Inhibición acompetitiva;NC, no competitiva;M, Mixta.
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FIgura5. Inhibición deCOMT por 3-hidroxi-4-metoxi-5-nitrobcnzaldehfdo(5). A, La actividadde COMT se

midió en funciónde laconcentracióndecatecolconunaconcentraciónde5AM saturante.II. Representacióndc

losdoblesrecíprocosdela velocidadinicial frentea laconcentraciónde 8AM, con laconcentraciónde catecol

vadable.Los recuadrosinterioresmuestran,en amboscasos,la representacióndeJa variacióndelos cortesen y

conlaconcentracióndeinhibidor.
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FIgura6. Inhibición deCOMT por 3,4-dihidroxi-5-nitrobenzaldehfdo(11).A. RepresentacióndeLineweaver-

Burk de lavelocidadinicial frentea las concentracionesdecatecol,con unaconcentraciónsaturantede 5AM. El

recuadroinerior recogela variacióndela pendientey del corteenel eje y con la concentraciónde inhibidor.

B. Representaciónde los dobles recíprocosde la velocidadinicial frentea la concentraciónde 5AM, con la

concentraciónde catecolvariable.El recuadropequeñomuestralavariacióndel corteen y conla concentraciónde

inhibidor. -
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3. SINTESIS DE 1—VINILDERIVADOS DE NITROGUAVACOL Y
NITROCATECOL
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Sedecidiórealizarla síntesisde 1-vinilderivadosdenitroguayacoly nitrocatecoldebido

a que,comoesconocido,la presenciade un grupo carboxilo en posición 1 conjugadoconel

anillo aromático,biendirectamenteo a travésde un dobleenlace,aumentasupotenciacomo

inhibidoresde COMT9-10.

La selecciónde los productosde partidaparala sfntesisde estosvinil derivadosse
realizóen basea los resultadosobtenidosconhidroximetoxi y dihidl.oxinitrobenzaldehidosL2i.
Así, en la obtenciónde vinil dei-Nadosde nitroguayacol(análogosdel productode la reacción
enzimática),el productoinicial paraesteprocesoes la 5-isovainillina (5) por serésteel único

hidroximetoxinitrobenzaldehidoquemostró actividadcomoinhibidor de COMT.Al analiztulos
resultadoscinéticosobtenidosparalos dihidroxinitrobenzaldehidosse observóqueun grupo

nitro en posiciónorto con respectoa uno de los hidroxilos aumentabala actividadde estos
productoscomo inhibidoresde COMT; segúnésto,el 3,4-dihidroxi-2-nitrobenzaldehfdo(10),

3,4-dihidroxi-5-nitrobenzaldehfdo(11) y el 2,3-dihidroxi-4-nitrobenzaldehldo(13) son los
únicosque cumplenesterequisito Seseleccionaronparaposterioresmodificaciones10 y 13
debidoa queexistenantecedentebibliográficosde inhibición de COMTporvinilderivados

obtenidosa partirde 119.10.No obstante,sedecidió realizarla síntesisde un derivadode 11
la (3,4-dihidroxi-5-nitrobenciliden)-2,4-pentanodiofla(nitecapone,25) y estudiarsuactividad

comoinhibidor deCOMT, conel fin decompararlos resultadosqueseobtenganpai-alos vinil

derivados,cuya síntesisse recogeen esteapartado> con los publicadospara productos
análogos.

Los vinil derivadosde nitroguayacoly nitrocatecolfueronsintetizadosporcondensación

del grupo aldehídodel hidroximetoxio dihidroxinitrobenzaldehídoconreactivosqueposeen
gruposmetilos o metilenosactivados,talescomopentanodiona,acetofenona,nitroacetatode

etilo y ciclopentanona9.El esquema8 muestrael procesogeneraldesíntesisde estosproductos.
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CHO CEO CHO Ciro CHO

~X—~><
Oil OIt 02N x OH

OCH3 OCH3 OCH3 0C113 Oil

Y
CEO

7’ Y-C112-Z z/1/ = -ii, en3
02N OH 02N

OIt2

Esquema8

Lasreaccionesde condensaciónde estetipo puedentenerlugai- en medioácidoo básico.
Con el fin deevitar reaccionessecundaLiasindeseablespor partede los gruposhidroxilos, se

realizó la síntesisen medio ácido. Las reaccionesen generaltranscurrencon facilidad

mezclandolos reactivosen el disolventeelegido(tetrahidrofuranoo metanol) y saturando

posteriormentela mezclacon ácidoclorhídricogas
9. En la tabla4 se indicanlas estructurasde

los productossintetizados.

En general,las reaccionesde condensacióntienenlugarpor agitación,a 40Cdurante

12 horas,de la mezclasaturadacon ácidoclorhídrico, exceptoenlos procesosde condensación

con nitroacetatode etilo quetienenlugara temperaturaambientey tiemposdereacciónmás

largos.

La síntesisde 19, 22, y 24 serealizópor condensacióndel conespondientederivado

de benzaldehidoy nitroacetatode etilo, utilizando metanolcomo disolvente.Dmanteel proceso

seproducela rupturadel grupo éster,al tenerlugarun procesode transesterificacióncon el
disolventeo trazasde aguadel mismo; así> en el crudo de reacciónsedQtectanademásdel

ácido, el éstermetilico y el etílico. Cuandose intentó la reacciónutilizando un disolvente
aprótico,comotetrahidrofurano,no pudo aislarseel productodecondensaciónesperado.

OH

OIt
2
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Tabla4. Estructuradelos 1-vinilderivadosdenitroguayacoly nitrocatecolsintetizados.

OH

En la reacciónde 2,3-dihidroxi-4-nitrobenzaldehido(13)
metanoly medio ácido existíaía posibilidadde formaciónde
productofinal; no obstante,huboquedesestimarestahipótesis,

con nitroacetatodeetilo en
unalactonaqueestabilizaseel

puestoqueal tratarel producto

de condensacióncon diazometanoseobtuvoun dimetil derivado.Segúnesto, la estructurade
24 serIala siguiente,

Compuesto R2

17 -CH=C(COCH3» 4-OCH3 5-NO2
18 -CH=CRCOC6H5 4-00-13 5-NO2

19 -CH=C(N02)COOH 4-OCI-13 5-NO2

m Orn
20 -CHt=CCH2CH2C=CH- 4-0043 5-NO2

-C6H2-3-OH-4-OCH3-5-N02

21 -CH~CHCOC6H5 4-OH 2-NO2

22 -CH=C(N02)COOH 4-OH 2-NO2

r
0rn

23 -CH=CCH
2CH2C=CH- 4-OH 2-NO2

-C6H2-2,3(OH)2-4-N02

24 -CI-I=C(N02)COOH 2-OH 4 NO2

25 -C]-I=C(COCH3)2 4-OH 5-NO2
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Con el objetode evitar las reaccionesdetransesterificaciónanteriormenteindicadas>se

intentórealizarlacondensaciónen mediobásico,utilizando dimetilformamidacomodisolvente

y piperidina como base.En estascondiciones>únicamenteseobservóreaccióncuandoel
derivadode benzaldehidoutilizado erael 3-hidroxi-4-Lnetoxi-5-nitrobenzaldehido(5); sin

embargo,el producto obtenido no era el 1-vinil-derivadoesperado>sino un compuesto

resultantede unadobleadición de nitroacetatode etilo al aldehído,conpérdidade un grupo

nitro, en una posiblereaccióntipo Nef (ver después).En nuestrocaso,estareacciónpuede
transcurrirdedosmodosdistintos,quedaríanlugara dosestructurasdiferentesA y B:

NO2 O

COOEt

OH

26

FtOOC
NO2

COOEt

Conel fin de intentardeterminarla estructuradel compuestoobtenido,llevamosa cabo
un estudiode ~Hy

13C-RMN,quenos permitió establecerlas siguientesconclusiones:

1) Los desplazamientosquímicosde los protonesaromáticos1-1-2y 1-1-6 (vertabla5) se
correspondenmejorcon los calculadosparalaestructuraA queparala B.

2) Efectuandocuidadosasmedidasenel espectroexperimental,pudimosconstatarla

presenciade constantesde acoplamientoa largadistanciaentreuno de los protonesalif~ticos
conlos protonesaromáticos11-2 y 11-6, de magnitudes~HH-2=0,4 Hz y ~I-tH-60,3 Hz, más

acordesconvaloresdeconstantesa4 enlaces(4J),quea5 enlaces(5J), lo queapuntadenuevo

haciaunaestructuratipo A.

EtOOC

OCR
3

A

OH

OCR3

B
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Tabla5. Desplazamientosquímicosde los protonesaromáticosH-2 y H-6

8(ppm)

Observados

CalculadosparaA

Calculadospara II

‘7,22 7>42

7,01 7,51

7,62 8,30

3) Los valoresdelos desplazamientosquímicosde 13C-RMN (ver pm-teexperimental)

indican la presenciade tres carbonilosdistintos; uno hacia 168 ppm, correspondientea un

carbonilode un grupoésteraislado,y dosmása campobastantemásalto (de aproximadamente

158 y 152 ppm). Estosdosvaloressecori-esponderianmejorcon los de carbonilosadyacentes

quecon los de carbonilosaislados,siendo en nuestrocasomuy diferentespor tiatarsede un

ésterunode ellosy un grupocetoel queresta.Unavez más,estosdatosconcuerdanmejor con
la estructuraA queconla II.

Comoel procesodecondensaciónen mediobásicoselleva acaboconun alto excesode
nitroacetatode etilo, seintentóla reacciónencondicionesequimolecularesde los productosa

condensar,observándosela formaciónde 26 y quedandoproductosin reaccionar;por tanto, la

reacciónde condensacióndobleconnitroacetatodeetilo pareceestarfavorecida.

La transformaciónde un nitroalcanoen un compuestocarbonflicoes la denominada
reacciónde Nef126.El esquemade reacciónparaestatransformaciónesel siguiente:

El mecanismomásprobableparaesteprocesoseindicaa continuación:
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/0 H~ /OH ,~/ OHII
RR1C=NOf ~SRR1C=N <, ~ RR1C=N + —..------ RR CN (011)2

OH OH

1120 OH OH
¡ H~ ¡ + +

RR1CN=O r~ RR’CNOH ~ RR1COH + PINO

II
RR’C-O 112 N

20 + 1/21120

Las estructuraspostuladaspara el compuesto26 son el resultadode dos posibles
mecanismosdereaccióndel proceso,en funciónde cuandotengalugarla reacciónde Nef. Así,
unade las estructuras(26A) seríael resultadodeunaprimeracondensaciónconnitroacetatode
etilo, posterioradición de Michael de otra moléculade nitroacetatode etilo al dobleenlace
formado y, por último, la transformaciónde Nef de uno de los gruposnitro presentes;la
segundaposibilidad (26B) supondríala transformacióndel grupo nitro en carbonilo tras la
condensacióncon nitroacetatode etilo, llevándosea caboposteriormentela adición de una

nuevamoléculadenitroacetatode etilo al grupocarbonilo formado.

Como puedeobservarseen el mecanismoanteriormenteindicado,en el procesoes
necesariala presenciade protones.Cuandounavez terminadala reacciónno selleva a cabola
adiciónde sulfúrico, ni la filtración en gel de sflice o intentosde reci-istalizacióndel crudode
reacción(procesostodosellosen los queel intermediopuedecaptarprotones),en el espectrode
11-I-RMN (espectro2) no seobservala presenciade un protón en el carbonounido al grupo
nitro, ni en el unido al anillo aromático,lo cual hacesuponerqueel productopresentaun
equilibrio tautoméricoentrela forma enoly la formaceto-

NO
2 Oil

EiOOC ‘ COOEt COOIU

02N OIL Oil

0CH3 OCLI3
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4. INHIBICION DE COMT POR 1-VINILDERIVADOS DE
NITROGUAYACOL Y NITROCATECOL
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Los dei-ivadosdenitroguayacoly nit¡-ocatecol,sintetizadosy descritosenelapartado3,

poseenen posición 1 un grupovinilo conjugadocon el anillo aromático,con el fin de hacer

posiblela reaccióíide dichogrupocon algúngrupo tiol presenteeíi el centroactivode laenziína

o próximo aél.

Los ensayosde inhibición de COMT por estosproductosmostraronque todosellos
actuabancomoinhibidoresenzimáticos.El cálculo de susvaloresde 1C50 sellevó a caboa
paitir de los resultadosde los ensayossin pre-incubaciónde la enzimay el inhibidor, siguiendo

el procedimientodescritoen la secciónde materialesy ínétodos,en ausenciade UN’.

Los valoresde ICSO obtenidoscon los 1-vinildetivadosdenitroguayacoly nitrocatecol
(tabla6) sonsimilareso menoresquelos observadosparasusaldehídosprecursores

125,con la
excepciónde la 3-~ (3-hidroxi-4-metoxi-5-nitrobenciliden)-2,4-pentanodiona(17); estos
resultadosestándeacuerdoconlo descritoen la literaturaparaproductosanálogos9.El análisis

delos resultadosrecogidosen la tabla 6 muestraquelos valoresobtenidosparalos bis-aductos
20 y 23 resultanser 100 vecesmenoresque los de sus precursores,mientrasqueen los
obtenidosparalos productos19, 22, y 24 no seobservadisminución alguna.

Al igual que ocurría con los derivados de dihidroxibenzaldehidodescritos
anteriormente125,losvaloresobtenidosparaestosproductossonmásaltosquelos publicados

en la literaturaparacompuestosanálogos9.Estopuededeberseíiuevamentea la bajaafinidadde
estoscompuestospor la enzimaaisladade hígadodecerdoen coínparaciónconla obtenidade
otras fuentes1’7’122’123.
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Tabla 6. Inhibición de COMT por derivados1-sustituidosde nitrocatecoly nitrogtíayacol.

Los valoresde1C50secalcularonde la representacióngráfica del porcentajedeinhibición-en funciónde

Compuesto 1C50 (M)

5 -CHa 4-OCH3 5-NO2 3,4 x 10~

17 -CH=C(COCH3)2 4-OCH3 5-NO2 5,5 x l0-~

18 -CH=CHCOC6H5 4-OCH3 5-NO2 1,5 x 10~

19 -CHC(NO2)COOH 4-00113 5-NO2 1,9 x 10~

rCOm
20 ~CHzCCH2CH2CCH- 4-OCH~ 5-NO2 8,0 x io-~

-C6112-3-OH-4-OCH3-5-N02

10 -CHO 4-OH 2-NO2 1,5 x 10.6

21 -CH=CHCOC6H5 4-OH 2-NO2 3,2 x iO-
7

22 -CH = C(N0
2)COOH 4-OH 2-NO2 1,1 x 10.6

r—CO—1
23 -CHCCH2CH2CCH- 4-OH 2-NO2 2,3 x iO-

7
-C

6H2-2,3-(OH)2-4-N02

13 -CHO 2-OH 4-NO2 1,5 x 106

24 -CHC(N02)COOH 2-OH 4-NO2 1,1 x 106

11 -0110 4-OH 5-NO2 2,0 x 106

25 ~CHttC(COCH3)z 4-OH 5-NO2 8,0 x ío-~

la concentraciónde inhibidor, Los resultadosmostradossonel valor medio dc dos experimentos.
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En vistade estadiferencia> sedecidiósintetizarla 3-(3,4-dihidroxi-5-nitrobenciliden)-
2,4-pentanodiona(25),compuestoampliamenteestudiadocomoinhibidorde COMT, y realizar
un estudiode la inhibición quepresentafreíite a COMT aisladadehígadode cerdo,siguiendo

lasmismascondicionesdeensayoqueparael restodelos productosrecogidosen la tabla6.En
estascondiciones,el producto25 presentaun valorde lCsode 800 nM, 40 vecesmayorque el
valordado en la bibliografía cuando se utiliza COMT aisladade cerebroderata y ácido
3,4-dihidroxibenzoicocomosustratoaceptordemetilos (1C50 l8nM)9.

La presenciade sustituciónen posición 1 por un grupo vinilo activadoibadii-igida a la

obtenciónde inhibidoresirreversiblesde COMT. En primer lugar, serealizó un ensayode
inhibición enzimáticacon pre—incubaciónde los compuestoscon la enzimadurante15 mm a
37 OC; sorprendentemente,los resultadosobtenidosen esteensayomostraronque, en la

mayoríade los compuestosestudiados,la inhibición enzimáticano dependíadel tiempode pre-
incubacióndel inhibidor y la enzima,sugiriendopor tanto unainhibición de tipo reversible,
Paraconfirmarésto, serealizó un ensayode dilución de la mezclapre-incubadade enzimae
inhibidor, confirniándoseel comportamientoreversiblede todos los productossalvo los

coínpuestos17 y 18 que, aparentemente,actuabancomo inhibidoresin-eversibles.Corno
ejemplodel ensayode dilución realizado,en la figura 7 se muestranlos resultadosobtenidos
contresdelos productosestudiados.

Paraconfirmarque efectivamente17 y 18 inhibenCOMT de forma irreversible, se
llevaron a caboensayosadicionalesdediálisiso filtración en gelde unamezclapre-incubadade

la enzimay el inhibidor. Duranteel procesode diálisisseobservóunapérdidacasi total de la
actividad enzimática,Por lo tanto, para poderdefinir estos productoscomo inhibidores
irreversiblesserealizóla medidade actividadde unamezclapro-incubada,antesy despuésde
filtración a travésde unacolumnade Sephadex025,observándosequetras el procesode
filtración seguíamanteniéndosela inhibición deCOMT producidapor 17, mientrasqueconel

compuesto18 teníalugar unatecuperaciónparcialdela actividadenzimática.Estosresultados
sugierenqueel compuesto17 esun inhibidorirreversiblede COMT, mientrasque18 parece
actuarcornoun inhibidorreversiblededisociaciónlenta>

De los compuestossintetizadosse seleccionarondos pararealizarel estudiode la

cinéticadeinhibición de COMT porestosproductos.Los inhibidoresselec¿ionadosfueron17,
por tratarsedel únicocompuestoqueactuabacomoinhibidorirreversiblede la enzima,y como
inhibidor~eversibIefue seleccionadoel compuesto21.

n
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FIgura 7. Inhibición de COMT en función de la concentraciónde los compuestos17, 18 y
21. La inhibición de COMT se determinóa diferentesconcentracionesde inhibidorsin pre-incubación(@) o
conpro-incubacióndurante1 hora a 37 0C deuna mezcla62 vecesmásconcentradade enzimaeinhibidor (U).

Los valoresrepresentadossonel valor mediode dosdeterminaciones.
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4A. INHIBICION DE COMT POR
BENCILIDEN)-2,4-PENTANODIONA

(3-HIDROXI-4-METOXI-5-NITRO
(17)

Como se ha mencionadoanteriormente,los resultadosobtenidosen los ensayosde
dilución y filtración en gel indican que 17 inhibe COMT de manerairreversible. Antesde
comentarendetallela cinéticadeinhibiciónirreversiblede COMT por la 3-(3-hidroxi-4-metoxi-

5-nitrobenciliden)-2,4-pentanodiona(17) se describiránsomeramentelos tipos de inhibición
irreversible.

44.1- Inhibición in-evenvible

Un inhibidor irreversiblees aquél que se unea la enzimaínedianteunareacción
irreversible;esdecir, en el procesotienelugar la formación de un enlacecovalenteentreel
inhibidor y algúngrupofuncionalde la enzima.En estecaso,la actividadenzimáticano puede
recuperarsepor los métodoshabitualesde dilución,diálisiso filtración en gel,

‘9

Tiempo (mm)

Representacióndel logaritmode la actividadresidualen función del tiempo de pre-incubaciónde la enzimay
distintasconcentracionesdel inhibidor
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Asimismo,una inhibición ii-reversiblesecaracterizapor un aumentoprogresivode la
mismaconel tiempode pre-incubaciónde la enzimaconel inhibidor, Estapropiedad(de la
inactivaciónenzimáticacon el tiempo) seponede manifiestoal representargráfieaíneíteel
logaritmode la actividadresidualfrenteal tiempo;la pendientede las rectasobtenidaspermiten
el cálculode la constantede velocidadapai-ente.

El inhibidor irreversiblepuedeunu-seala enzimadedosmanerasdifereíites:

a. Siguiendoun mecanismoinespecificoo al azar.

k

E + 1 —-

E*I represcniael complejocovalente

En un mecanismode estetipo, y a unaconcentraciónde inhibidormuchomayorquela
deenzima,la constantede velocidadaparente(kapp)esel valorde la pendientequeseobtieneal
representarel logai-itmo de la actividadenziniáticaresidualen funcióíí del tiempode incubación,

a unaconcentraciónconstantede inhibidor. La representacióngráficade los valoresde kapp
frenteadistintasconcentracionesde inhibidor da unalinearectaquepasaporel origen,de cuya
pendienteseobtieneel valor de k, deacuerdocon la relaciónkapp=

b. Siguiendoun mecanismoespecifico,en el cualel inhibidor formaen primer lugarun
complejoreversiblecon la enzimaparareaccionardespuéscovalentementecon algúngrupo
funcionalesencialpal-ala actividadenziínática,

kí
E+I E~I.~—~-E*I -k.

Al igual que en el casoanteí-ior, la constantede velocidadaparentese obtienede la

pendientede la rectaqueresultaal representarel logai-itmo de la actividadresidualfrente al
tiempo de incubación.Si la concentraciónde inhibidor es mucho mayorquela de enzima,
manteniéndoseprácticamenteconstanteduranteel proceso>y k2 esbastantemenorquek-j, la
primerapartedelareacciónestaráen equilibrioy al representarkappfi-enteala concentraciónde
inhibidor seobservaráunacurvade saturación.En estecaso, los valoresde las constantes
cinéticasfuedencalcularsede la representacióngráfica del inversode la constanteaparente



71

frenteal inversode la concentraciónde inhibidor, ya que la relaciónde ambosfactorespuede
expresai-sede formainversasegúnla ecuación127:

~-~2.——.±L. + 1

K8pp *2[I] *2

dondeK¡ — LíIkí. La pendientedela rectaes Ki/k
2 y el corteeíi el ejede ordenadas11k2.

4.1.2. Cinéticade la inhibición irreversiblede COMTpor 17.

Conel fin de estudiarel mecanismode inactivación irreversibledeCOMT por 17, la
enzimafue pre-incubadacon el inhibidor, en ausenciade DWF, determinandola actividad
residualadistintostiemposdeincubacióny trasdiluir 25 vecesla mezclade incubación.En la

figura 8 se muestrala inhibición de COMT en función del tiempo de pre-incubaciónen
presenciade diferentesconcentracionesde 17. Cuandoserepresentael logaritmodel valor neto

de la actividadresidualfrenteal tiempodepre-incubaciónseobservaunacinéticabifásica
128;de

maneraanálogaa lo observadocondeíivadosde maleimida17.

De acuerdoconRayy Koshlandt29,estecornportaírúentobifásicosugierela reacciónde

17 con dos o másgruposde la protefnaque son esencialespara la actividad enzimática.
También es posible que estecomportamientoseadebido a la modificaciónde residuos
esencialesde diferentesformas de COMT quepuedanestarpresentesen la preparación

enzinMitica obtenidade hígadodecerdo,al igual queocurrecon la enzimaaisladade hígadode
rata130.Si consideramosque lo que tienelugares la reaccióndel inhibidor con dosgrupos
esencialescíe COMT, los cualespresentandistintareactividadfrentea 17, el mecanismodel

procesoseriael siguiente:

COMT*1

k A=F
1 *2

COMT COMT* 1*2

A=1 A =

*2 COMT*2 kí

A =
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dondeFj, F2 y E3 representanla actividadenzimáticaparcialdespuésde la modificaciónde los
grupos1 y 2 o de ambos,respectode la enzimano modificada.ki y *2 son las constantesde
velocidadde primer ordenparala modificaciónde los grupos 1 y 2 respectivamente.Este
mecanismode inactivaciónrespondeala ecuación

A = F3fll~Fl~lh+F3)&(k1+k2>t +~FLF3)ek2t+(Fz.FOeI

A0

la cual puede simplificarsesi se consideraque E2 = E3 = 0. En estecaso,F = E1 seriala
fraccióndeactividadquequedaunavezmodificadoel grupo 1.

A ~í - fe - (k1 .s-k2) t +Fek2t

A0

siendoA la actividadresiduala tiempo t y A0 la actividadcuandono hatenido lugar pre-

incubación.

Los valoresdek¡ y *2 sedeterminaronpreviamentedeacuerdoconel metodográfico

de Borchardty Thakker
98y fueron calculadosposteriorínenteutilizando un programade

análisisderegresiónno lineal (tabla7). Mediantela representacióngráficade los valoresdeki
frente a la concentraciónde inhibidor seobtieneunalinea rectacon un corte en el eje x (ver
figura 9A). Esteresultadopareceindicarqueel grupo m¿fsreactivoesmodificadosiguiendoun

mecanismono especifico128,dondeka representala constantedevelocidadde iíiactivacióndel
grupo 1. La constantede velocidadde primerorden viene dadapork~ =ka[IJ; segtinesto,ka

seriael valor de la pendientede la rectaobtenidaal representarki frenteala coíicentraciónde
inhibidor.El cortepositivoen el ejex puededebersea la reacciónde 17 con otrosgrupos81-1
presentesen COMT, queno son esencialesparala actividadenzimática,oton otrasprotefnas

contaminantesdela preparaciónenzimáticacapacesdereaccionarcon17.

COMT + 17 — COMT*17



73

Tiempo

20 40

(mm).

60 80 100

Figura 8. Inactivación de COMT porel compuesto17 en función del tiempo de incubación.La enzimaes

incubada a 37 0C en tampón fosfato pH 7,6 con diferentes concentracionesde 17: (•) 0.07mM;

(U) 0,10 mM; (A) 0>15 mM; (0)0>20mM; (0)0,25mM; (A) 0,30 mM,

Por otro lado,cuandose hacela representacióngráfica de los valolesde k2 frentea la

concentraciónde inhibidor, seobservaunacinéticade saturación(ver figura 9B), queparece
indicar que17 modifica el grupo menosreactivoa travésde la formación de un complejo

intermedioreversible128:

____________ kb
COMT + 17 ~ COMT-17 COMP<17

O

- 0.2

- 0.6

—1.0

-lA

.1.8

o

-c

e
-J

donde¡ci, representala constantede velocidaddeprimerordenparael procesoirreversible.
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o
>4

e

¿
-<4

Figura 9. Análisis delas constantesdevelocidadde primerordenparalamodificacióndelos residuos1 y 2 en

funciónde la concentraciónde 17.A. Representacióngráficadc k1 frentealaconcentraciondc 17; ka escl valor

de lapendientede la recta.B. Gráficade~ frentea laconcentraciónde inhibidor.En el interior se muestrala

representacióndeLineweaver-Burkímracl cálculodekb yK1 apartirdel corteenelejedeordenadasy el valorde

lapendientedela rectarespectivamente.

Tabla 7. Inhibición irreversiblede COMT por el compuesto17. Análisis de los dos grupos

reactivos.

Grupo modificado Mecanismode Inhibición Constantede Inhibición j E,E.

No específico k8 5,57 ±0,34~ff
1X seg~

2 especifico

1<1= 4,73 x íO~ ±0,67M

kb= 5,78 x t0~ ±0,58 seg

kbIKI= 1,22 Mtxseg4

kb/Kl valor estimadode la constanteglobal de velocidadpara las etapasreversiblese irreversibles
en un mecanismoespecífico,con el fin de compararcon la constantedevelocidadobservadaen el

procesono ~specifico.Estosdatos son el valor medio de cuatro experimentos.

14

“4o
10~

‘4

E
4<

0.8 1.2 1.6 2.0 2.4 2.8 30

[Inhibidor)(M xío~)

0.4 0.8 1.2 1,6 2.0 2.4 2.8 3.0

[Inhibidor](Mx ¶04)
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Los resultadosobtenidosparala modificaciónde ambosgruposreactivospor 17 y los
obtenidosen nuestrogrupo con una seriedeN-(4-hidroxi-3-metoxifenilalquil)maleimidas’7

fueron diferentes.Así, enel casode los derivadosde maleimidaseobservóqueel grupo más

reactivoeramodificadoespecíficamenteo no dependiendode la distanciay de la orientación

relativadel anillo aromáticoy el gruporeactivodel inhibidor, y quelamodificacióndel grupo

menosreactivoen todos los casosteníalugardefonnano específica’7;n-xientrasque con 17

ocurreal contrario(ver tabla7). Porotraparte,la reactividaddel anillo demaleimidafrentea

grupos SF1 esencialesde COMT, medidaen función de la constantede velocidadde la

modificación,esmuchomayorque la reactividadobservadapara 17. Estehechopuedeser

debidoalas diferentespropiedadesint¡-fnsecasquepresentanlos gruposvinilo, apartir de los

cualestiene lugar la unión con los grupos tiol en el casode las maleimidasy en el del

compuesto17.

La diferenciaen la reactividadde los dos grupossulfhidrilo con los derivadosde

maleimiday el compuesto17 esdifícil deexplicar.No obstante,estadiferenciapodríadeberse

a quesi estosinhibidoressonconsideradosanálogosdel productode la reacciónenzimática,las

maleimidasestudiadasseríananálogosde los productosresultantesde la metilación en 3,

mientrasqueel compuesto17 serfaun análogode los productosmetiladosen 4; y por tanto,es

probablequeestoscompuestosal unu-sea la eíizima sitúen eldobleenlacereactivocon una

orientaciónespacialrelativadiferente.

41.3.Reaccióndelcompuesto17 con D7Yeihhibición ,-eversiblede COMTpor el complejo

DTT-17.

La alta reactividadde 17 frente a grupostiol semanifiestaen el hechode queeste
compuestoreaccionainstantáneamentey de formacuantitativaconDTT, tal comoseobserva
por cromatografíaen capafina, paradar un aductoestableDTT-17 cuyaestructurapudoser

establecidaposteriormentepor resonanciamagnéticanucleardeprotón.

La inhibición de COMT por 17 seha estudiadoen presenciade un granexcesode D’VI’
(2,5 mlv!) frentea la concentraciónde inhibidor> con lo cualesdeesperarquetodoel producto

esté formandoel aductocon UIT, DTl’-17, el cual actúacomoinhibidor reversiblede la

enzima17.
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Cuandoserealizael estudiocinéticode inhibición de COMT por esteproducto128,se
observauna inhibición mixta frentea concentracionesvariablesdel sustratocatecol(Kis

5,32x105±0,92M; K
11 = 2,27x10

5±0,23M) y acompetitivacuandoel sustratovariablees

8AM (K
11 = l,79x10-

5 ±0>09M), mientrasquela cinéticaobtenidaparael aldehídoprecursor

5 escompetitivafrenteal sustratocatecol y acompetitivafrentea8AM’25 (ver tabla3).

Esteensayode inhibición reversiblepermiteconfimarque la presenciadeDTT enel

ensayode actividadenzimáticaprotegeala enzimade su inhibición irreversiblepor 17> y al
mismotiempo permite establecerque estecompuesto17 íecesitael grupo vinilo, capazde

reaccionarcon grupos81-1, parainhibir la enzimairreversiblemente.

4.1.4.EstudiosdeprotecciónPO,- sustratos.

Los estudiosdeprotecciónporsustratosde la inactivaciónde COMTporel compuesto

17, serealizaron con el fin de elucidarla naturalezade la interacciónque tienelugar entreel

inhibidor y el centro activo de la enzima, Así, si el grupo modificado por un inhibidor
irreversibleseencuentrasituadoen el centroactivo de laenzima,lapresenciadel sustratoo de

un inhibidorcompetitivoconel sustratoprotegerála enzimafrentea la inactivaciónpordicho
inhibidor, disminuyendopor tanto la constantedevelocidadaparentedepseudo-primerorden

dela reacción,

- Protecciónde COMT por8AM

Cuando seincubaCOMT con el producto 17> en presenciade una concentración

saturantede 8AM, seobservaunainactivacióndepseudo-primerorden(figura 10), linealcon

el tiempo de incubación,con unapendiente(kapp=0,78x103mirrt) ¡tenorque la obtenida
cuandoseestudiala modificación de los grupostiol 1 y 2 en ausenciadeestesustratoen la

mezclade preincubación(¡ci = l,IxlO-1 mm-’, k2 = 5,SxlO-3 miir1). Esteresultadosugiere
que17 modifica sólo un gruporeactivodeCOMT,cuando8AM estápresenteen lamezclade

pre-incubación:modificaciónque tiene lugarcon unaconstantede velocidadmenorqueen

ausenciade8AM en la mezclapre-incubada.
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Los ionesMg-’-2 no parecenafectarla protecciónde COMT por 8AM, al igual quese
observóen los estudiosde protecciónde la inactivacióndeCOMT porderivadosde maleimida
queactuabande modoinespecífico,comola N-etilmalei¡nida,Sin embargo>cuandoel inhibidor

actuabadeforma específicaseobservabaqueel Mg’-2 potenciabanotablementelaprotecciónde

la enzimapor5AM frentea la maleimida1-1.Los resultadosobtenidosparala protecciónpor

8AM en presenciay en ausenciade ion magnésioserecogenen la tabla8.

La total protecciónde la inactivaciónpor 17 de uno de los grupo SH de COMT,
probablementeel grupo2, cuandola enzimaseincubaen presenciade 8AM sugierequeeste

gruposeencuentralocalizadoen el centrode unión de8AM ala enzimao próximoa ¿1128.

Tabla 8. Protecciónde COMT frentea la inactivaciónporel compuesto17.

8AM(mM) MgCI
2 (mM) Actividad residual (%) 1 E.E.

-- -- 14,70 ±1,14

-- 0,2 11,79 ±2>33

0,01 -- 21,51 ±0,40

0,20 -- 40>90 ±1,48

0,01 0,2 23>98 ±2,16

0,20 0,2 34>24 ±4,01

La incubación de COMTa 37 “C durante 2h serealizó con una concentraciónde

inhibidor 0,135 mMen presencia o en ausencia de distintas concentraciones de 8AM

y/o MgCI2. La actividad residual fué calculada con respecto a Ja actividad observada

sin preincubación. Los resultados indicados son el valormedio de cuatro experimentos

independientes.
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Protecciónde COMT por un inhibidorcompetitivo

El 3,5-dinitrocatecol(DNC) esun inhibidorenzimáticomuy potente,competitivocon el

sustratocatecol(Ki= 30,8 nM). Debido a la bajaafinidad del catecolpor la enzima,ya

comentadaen otras ocasiones>el DNC puedeserutilizado paralos estudiosde protección

enzimática17.Así, cuandoserealizael ensayoen presenciadeDNC seobservaquetienelugar

una ciertaprotección.El análisis independientede ¡c~ y k2 muestraque seha producidoun
ligero incrementoen el valor de kj (0,15 mm-1, en contrastecon 0,1 mm-’ en ausenciade

DNC); mientrasque la modificacióndel grupoespecíficoporel compuesto17 eraprotegida
parcialmenteen presenciadel inhibidor competitivo128(le

2 = 3,7xlO-
3 núm1 con DNC, y

5,8x10-3 mm-1 en ausenciade estesustratoen la mezclade pre-incubación).Asimismo, la

presenciade ionesmagnesiono afectaa los resultadosobtenidos.

Tiompo (mm)

10 30 50 70 90 110

______ ____ y
y — —y—-——
A —.~.. y

.~. A

Á
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u
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o
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e
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Figura 10. InactivacióndeCOMT por el compuesto17 en presenciade5AM, ONO o de ambos.La enzimaes

pre-ineubadacon 0,135 mM de 17 solo ( • ) o en presenciade: 1,5 gM ONO (U): 2,5 mM 5AM (A) o

1,5 kM ONOjunto con 2 mM 8AM (y).
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Porúltimo, cuandola enzimaesincubadacon 17 enpresenciade8AM y DNC (figura

10), tantoen presenciacomoen ausenciade Mg+2, no se observainactivaciónde COMT; este

hechosugierequeambosgruposmodificados(1 y 2) seencuentranlocalizadosen el centro

activode laenzimao próximosa ¿1.

Los resultadosobtenidosen los estudiosde proteccióndel centroactivode COMTpor
sustratosparecenindicar queel compuesto17 abre»el centroactivode laenzimadefonnaque

el grupo 1 sea másfácilmenteaccesible al inhibidor mientrasqueprotegeligeramenteal

grupo2. Lapresenciade 8AM y DNC bloqueancompletamenteel accesodelinhibidoral centro

activode COMT. ResultadossimilaresfueronobtenidosconN-~4-hidroxi-3-metoxifenilalquil)
maleimidas17,y probablementeen amboscasostengalugarla modificación de los mismos

grupos.

Un posiblemodelodel centroactivodeCOMT tendríael grupo2 localizadocercadel

sido de unión de 8AM ala enzimay el grupo 1 localizadocercadel sitio deunióndel sustrato

catecolo del productoguayacol.De acuerdocon esto,el compuesto17 podrfa reaccionarde
formaespecíficacon elgrupo2 despuésde tenerlugar la formacióndeun complejoreversible

con la enzima,al situarse17 en el denominadositio guayacol.Unavezformadoel complejo

reversible,el dobleenlacede 17 no puedereaccionarcon elgrupo 1; por tanto>la reaccióncon

estegrupoúnicamenteesposiblea travésde un mecanismono específico,en el cualno tiene

lugar la formaciónde un complejoreversibleintermedio.



80

4.2. INHIBICION DE COMT POR [2-(3,4-DIHIDROXI-2-NITROFENIL)
VINIL]-FENIL CETONA (21)

Los estudiosde inhibición de COMT realizadoscon la [2-(3,4-dihidroxi-2-
nitrofenil)vinil]-fenil cetona(21) mostraronqueesteproductotienegranafinidadpor la enzima
y que actúacomo un inhibidorde tipo ‘tght-binding».

4.2.1.Inhibición enzinióticade tipo “tight-binding”

Un inhibidor “tight-binding’> es un inhibidor reversible lentamentedisociable,
independientementedel valor de la constantededisociaciónquetenga,aunquenormalmente

estosproductosse caracterizanpor tenerbajasconstantesde disociaciónde los complejos
enzima-inhibidort31.Al no existir un términocortoen castellanocapazde definir estetipo de
productos,en adelanteutilizaremosel término‘tight-binding’ parareferirnosainhibidorescon
estascaracterísticas,

A diferenciade lo queocurreconun inhibidorreversibleclásico,queen unareacción

eíizimáticaproduceinhibición sdloa concentracionesmuy superioresa la concentraciónde
enzima,un inhibidor “tight-binding’ puedepresentarinhibición reversibleaunaconcentración

comparablea la de la enzima.La descripciónde un comportamientodeestetipo no puede
hacersebasándoseen la ecuaciónde Micliaelis-Menten,porno serválidala suposicióndeque

la concentraciónde inhibidorlibre esprácticamenteigual a la concentracióntotal de inhibidor,
puestoqueunacantidadsignificativadeésteseencuentraformandoun complejocon la enzima.

1-lastael momento,existenen la bibliografía pocosestudiosdirigidos adefinir las
constantescinéticasdelosprocesosde inhibición enzimáticade estetipo de inhibidores,debido

a la complejidadde los mismos.Eassony Stedman132fueronlos primer¿sendescribiruna
inhibición de estetipo> si bien presentaronunasecuacionescinéticasqueconsiderabanla
desaparicióndel inhibidoren forma libre dichasecuacionesno teníanen cuentala influenciadel
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sustratoen la inhibición.Posteriormente,otrosautoresestudiaronla cinéticade inhibición de
enzimaspor inhibidores de tipo ‘>tight-binding», aunque únicamenteen reacciones

monosustrato’33-’36;hastaque en 1969 Morrison137describióuna ecuacióngeneralde
velocidaden estadoestacionarioparareaccionesmultisustratoenpresenciade un inhibidorde

estetipo. Asimismo,Morrisonmostróquelas representacionesgráficasdeLineweaver-Burk
paraestosinhibidoresno son lineales.Estafalta delinealidadhaceque el análisisde losdatos
cinéticos por métodosconvencionalesseamuy complicado.Para facilitar este análisis,
I-Iendersont35desarrolléunaecuaciónlineal, apartirde la ecuaciónde Morrison,quedescribe
la cinéticade enzimasqueinteraccionancon estetipo de compuestos;asimismo,los estudios
realizadospor Cha139sobrela cinéticade los inhibidores>‘tight-binding’> permitenrealizarel
cálculode lasconstantesaparentesde inhibición mediantela representaciónde los valoresde
IC~o obtenidoscon distintasconcentracionesdeenzimafrente alas concentracionesenzimáticas
empleadasen cadacaso.

Aunquela obtenciónde gráficasno linealesen la representaciónde Lineweaver-Burk
puede ser indicativo de una inhibición de tipo »tight-binding>’, Ackermanny Potter135

descubrieronun métodoválido paradetectarun inhibidorde estetipo mediimtela representación
gráfica de la velocidadde reacción frente a la concentraciónenzimáticaa diferentes

concentracionesde inhibidor.

4.2.2.Cinéticade la inhibición “tight-binding” de COMTpor 21.

La [2-(3,4.dihidroxi-2-nitrofenil)vinil]-fenilcetona(21) esun inhibidorreversiblede
COMT de hígado de cerdo conun valor de IC~o de 0,32gM’28; estevalor> al igual queen

casosanteriores,resultó ser másbajo queel descritoen la literaturapara compuestoscon
estructurasanálogas.Con esteproductosellevó acaboun estudiocompletode la cinéticade

inhibición de COMT. Con el fin de compararlos resultadosobtenidoscon 21 con los
presentadosenla bibliografíaparaestructurassimilares140,serealizóun estudioparalelode la

cinéticade inhibición de COMT por la 3-(3,4~dihidroxi-5-nitrobenciliden)-’2,4-pentaI1odionft
(nitecapone,25) utilizandolas mismascondicionesde ensayoqueconel producto21.

Así> cuandoel producto 21 y el nitecaponeseensayancon o sin pre-incubacióncon
COMTdurante15 mm a 37 ~C,no sedetectadependenciade la actividadconel tiempo,lo cual

sugierequese tratade inhibidoresreversiblesde la enzima.La reversibilidaddel procesofué
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confirmadamedianteensayosde dilución. No obstante,cuandosemide la actividadresidual
despuésde filtración a travésde SephadexG25deunamezclapre-incubada,no seobservauna
recuperacióntotal de la actividadenzimática,aunqueel procentajede inhibición desciendeun

30% respectoal inicial. Este último resultado indica que, aunqueestoscompuestosactúan como
inhibidoresreversiblesdeCOMT, su disociacióndela enzimaesrelativamentelenta.

En primer lugar se estudióla inhibición de COMT por 21 y 25 en función de la

concentraciónde catecol.La representacióngráficadelinversodela velocidadfrenteal inverso
de la concentraciónde sustratoconduceenamboscasosarepresentacionesno lineales,tal como
se muestraen la figura 11. De acuerdocon Morrison137,este resultadosugierequeambos
compuestosactúancomoinhibidores“tight-binding’ deCOMT.

Comoya seha indicadoanteriormente,la representacióngiáfica dela velocidadfrente a
la concentracióntotal de enzima(representacióndeAckermann-Potter)135esel procedimiento
utilizado parademost-arla naturaleza“tight-binding” del proceso.Paraello> selleva a cabola

pre-incubacióndediferentescantidadesde enzimacon inhibidor, durante3 horas a 37 OC, y

conmuestrasalícuotasde la mezclapre-incubadaserealizanensayosde la actividadenzimática
a saturaciónde catecol.

La representacióngráfica de los resultadosobtenidosa distintasconcentracionesde
inhibidor en la mezclade pre-incubación(figura 12) muestracurvasde velocidadparalelasa la
del control sin inhibidorparalas concentracionesdeenzimamásaltas;esteresultadoconfirma
unainhibición de COMT >‘tight-binding’> por los compuestos21 y 25.

Las curvas obtenidasen dicha representacióntienen una asintota descritapor la

ecuación139

kcat 8 kcat I~ 8

Km+S K~+S

donde kcates la constante de velocidadde primer ordenen la ecuación ES —~ E + P
En el punto de cortede la asintotacon el eje de abscisas Et = h y el cortecon el eje de
ordenadas tiene lugar a y = - ¡ccat It 5 ¡(Km + 8), dondeI~ representala concentracióntotal de
inhibidor,
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A partirde la representaciónde Ackerman-Plotter,y paraunaconcentraciónde catecol
de 20 mM y un valor de K1~ paraeste sustratode 2 mM

17, seobtieneun valor de kcatde
0,117/mm parael compuesto21 y de0,29/mm parael nitecapone.Por tanto> losvaloresde Jccat
paralos doscompuestosestudiadosson análogos>aunque80 vecesmásbajosquelos descritos

en la literaturaparael nitecapone,cuandoseutiliza en los ensayosCOMTaisladade hígadode
rata140.Al igual queen casosanteriores,la diferenciaobservadaentreestosresultadospuede

deberseaquela enzimase aislódedistintasfuentes,y a la bajaafinidaddel catecolpor COMT
en comparacióncon otros sustratoscatecólicos.

E
o,

E

E
e

Figura 12. RepresentacióndeAckermann-Plotter,Los ensayosserealizantraspre-J.ncubardistintascantidades
deenzimaeinhibidora 3700 durante3 horas.La reacciónseinicia poradición del sustratocatecol.
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El valor de la constanteaparente~Kapp)seobtuvo por representacióngráfica de los
valoresde ICsofrentealas concentracionesde enzimautilizadasen el ensayo131.La relación
entreambosvienedadapor la ecuación:

1E2
50 = ~t/

2 + Kapp

Segúnesto,la Kapp observadaen la inhibición de COMT por el compuesto21 erade
0,2 ~tM cuandoel ensayoteníalugar sin pre-incubaciónde la mezclade enzimae inhibidor,

Valores similaresse obtuvieroncuandoserealizó el ensayotraspre-incubaciónde la enzima
con el inhibidor, a 37 OCdurante 1 hora, solos o en presencia de 1,5 mMMgCI2, 0,9 mM
8AMy 125 mMde tampón fosfato pH 7,6.

El valor de Kapp obtenido para el nitecapone cuando se realiza el ensayo en las mismas

condiciones> fue de 0,7 gM. No se observa que tenga lugar un cambio significativo en el valor

de la Kapp cuando las medidas se realizan sin pre-incubación o con pre-incubación de la enzima

con el inhibidor, tanto en ausencia corno en presencia de los distintos sustratos que intervienen

en el proceso. El valor obtenido con enzima aislada de hígado de cerdo (0,7 .ÍM) es más alto

que el descrito en la literatura para la inhibición de COMTaislada de hígado de rata (23 nM);

por otro lado, en este último caso los autores detectan una disminución significativa en el valor

de la constante aparente> cuando se realiza el ensayo tras pre-incubar 1 Ji la enzima y el

inhibidor en presencia de MgCI2 y 8AM(0>7 nM)140.

Con el fin de establecer qué tipo de inhibición de COMTtiene lugar con el derivado de

vinilfenilcetona 21 y el nitecapone, se determinó la inhibición enzimática en función de las

concentraciones de catecol y 8AM. Las figuras 13 y 14 muestran las representaciones obtenidas

para ambos productos.

Como puede observarse, en ambos casos se obtuvieron patrones de inhibición

análogos. Así, cuando el catecol es el sustrato variable, por representación gráfica de los

valores de IC
5Q frente a la concentración del catecol, se obtienen lineas rectas que indican

inhibición competitiva con el sustrato catecol. Cuando el estudio de la inhibición enzimática se

realiza utilizando concentraciones variables de 8AM se observa que la inhibición es

acompetitiva frente a este sustrato.



4
foatocol]

8
(mM)

12

86

1~-o
>4

2
o
u->

ti

6-

4

.22-y

a -la
1/ [8AM] (mM1)

20

Figura 13. Inhibición dc COMTpor cl derivado 21. A. Represcntacióngráficade los valoresde ICso frentea

concentracionesvariablesdecatecoly concentraciónconstantedeenzima.Estarepresentaciónmuestrainhibición

competitivadeCOMT frenteal sustratocatecol.II. Gráfica dc IC
5o en función<le la concentraciónde SAM, en

estecasoseobservainhibición acompetitiva(le la enzima.

2
1—o

1<

s

o‘oo

2.4-

1.6-

a---.

8 16
1/ [8AM] (mM”

1)
24

FIgura 14, Inhibición de COMT por
figura.

el compuesto25 (nitecapone).Resultadosanálogosa los dela anterior

12-

A

.

4-
‘oo

>4

2
o
Lo

(-3

a

4

E

.9—

o
‘4

2
o
Lo

(-3

E

A—

7-
9—

a

[Catecol](mM>



87

En resumen,la comparaciónde los resultadosobtenidosen nuestrascondicionesde

ensayoparael compuesto21 y el nitecaponecon los descritosen la bibliografíaparaeste
último140,permitenconcluirqueel nuevoderivadodenitrocatecolestudiado21 presentagran
afinidadporCOMT; asimismo,setratadeun inhibidorpotentey selectivo,aptoparasuestudio
farmacológico iii vivo, dirigido a su aplicaciónen el tratamientode la enfermedadde
Parkinsont2.

Aunquetanto el compuesto21 comoel nitecaponepresentanun valor dekcatsimilar, el
valor de K~ obtenido parael primero es unas4 vecesmenor que el observadopara el

nitecapone.Estamayorafinidad de 21 por la enzimapodííadebersea la presenciadel grupo
nitro en posición 2 en lugar de en 5, a la sustituciónen 1 por un grupo más voluminosoo a
ambascosas.En cualquiercaso,la síntesisy estudiode compuestosconsustitucióndel grupo
nitro en otrasposicionesy otros sustituyentesvinílicos en 1 posiblementeconduciríana la
obtenciónde nuevosinhibidorespotentesy selectivosde COMT> previsiblementereversibles,
de usoteiapéuticopotencial.

Como resultadodel estudiorealizadocon los nuevos1-vinildeí”ivadosde nitroguayacol
y nitrocatecolobtenidos,podemosconcluirqueúnicamenteuno de los productossintetizados,
el compuesto17, actúacomoinhibidor irreversiblede COMT; mientrasque todoslos demás

son potentesinhibidoresreversiblesde la enzima.

Comouno de nuestrosobjetivoserala obtenciónde nuevosinhibidoresineversiblesde
COMT, decidimosrealizarla síntesisy ensayode algún productoen el cualel sustituyente

vinflico enposición 1 seencontraseamayordistanciadel anillo aromático.Estedistanciarniento
permitiría la obtenciónde productoscon cadenaen posición 1 más larga y flexible, que

previsiblementefacilitaría el accesodel grupo vinilo a los gruposSH presentesenel centro
activo de la enzima.Por otrolado,conestedistanciamientoseeliminala conjugacióndeldoble
enlaceconel anillo aromático,dotandodeestaformaal dobleenlacedeunamayorreactividad.



5. SíNTESIS DE DERIVADOS DE
4-(3,4~DIHIDROXIFENIL)BUT-1--ENO
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Parafacilitar el accesodel grupovinilo del inhibidor a los grupos-SH situadosen el
centroactivodeCOMT, einhibir irreversiblementela enzima,sedecidió llevaracabola síntesis
de productosde estructurageneral

R1= -H> -OCH3

R2= -H, -NO2

A2

La estructuradisefiadatendría,al igual queencasosanteriores:1) dosgruposhidroxilos

o un hidroxilo y un metoxilo,con el fin dedotaral productode afinidadpor la enzima; 2) es
deseablela presenciade un grupo nitro que incrementela actividadde los productoscomo
inhibidoresdeCOMT; 3) un grupo vinilo capazdereaccionarcongrupostiol; dichogrupo no

deberlaestarconjugadoconel anillo aromático,paraquela cadenaenposición 1, máslargaque
en casosanteriores,tengamayorflexibilidad y mayorreactividadhaciagrupos51-1. -

El primer intento de síntesisde unaestructurade estascaracterísticassellevé a cabo
utilizandocomoproductodepartidael ácido3,4-metilendioxicinámico(27).Porhidrogenación
catalíticade 27 con Pd/C(10%>,a temperaturaambientey presiónatmosférica’

41,y posterior
esterificacióncon metanoly ácidosulfúrico142seobtuvo el ester29. LareducciónconDIBAL

de29143proporcionóel aldehídocorrespondientejunto conunapequeflacantidaddelproducto
reducidoa alcohol,el cualpodíaser nuevamenteoxidadoutilizando dicromatode piridinio

(PDC)’44.

CH
3

GR1

OH
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COOH

O

27

a

96%

28

OOH

b

9v/o

CHO

7- 0

0000H3

-9- 0
o~J

29

i e

+

4
30 31

17%

1-1

a. H2/Pd (e>, EtOH.b. MéOH/H2804, la., 3 días o. 06H5CH2, DIBAL (1,1 eq), -78
0C.d. ‘DC, 0H

2C12.

Esquema9

La nitración de 30 con ácido nítrico fumanteproporcionóel derivadonitrado en
posición6, 32. Aunqueel productode condensaciónfinal> queseobten4riaa través deesta
rutasintética,no tendríael gruponitro en posiciónorto respectoa uno de los gruposhidroxilos,
es de esperarquela presenciadeestegrupo aumentesu actividadcomoinhibidor de COMT
(ver apartado2)> aunque en menorgrado que si la nitración hubiese tenido lugaren

posición 2 o 5.

Los intentos de desproteccióndel grupo metilendioxidel aldehído32113,1 16,145 no

condujeronenningúncasoala obtencióndel correspondientedihidroxinitroderivado.Tampoco

fue posiblela desproteccióndel producto resultantedela condensaciónen medioácido de
32 con la 2,4-pentanodiona.
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CHO

.9-- 0

a
02N.

b

46%

02N

33

CHO

COCH3

a. 3>5 eq 1*JOg (1), 0~C. b. CH3COCH2COCH3,HCI> TIff.

AICI3/(0H2>2012
PCI5, CH2012 fl
E B r~

02N

Esquema 10

Debido a queno fue posiblela desproteccióndel grupo metilendioxi de 32 y 33, se
decidióintentaruna nuevaruta sintéticaparala obtenciónde estenuevotipo de inhibidores.El
productode partidautilizado en estecasofue el ácido 4-hidroxi-3-metoxicinámico;de esta
forma, aunqueno se pudieseeliminar el grupo éter que protegeuno de los hidroxilos,
tendríamosun compuestode estructuraanálogaa la del productodela reacciónenzimática,y
por tantoseríafactibledisponerdeun compuestoconafinidadporel centroactivode la enzima.

Al igual queocurrióen la secuenciaanterior,el primerpasodel esquemasintéticoesla

hidrogenacióncatalíticadeldobleenlacedel derivadodel ácidocinámico3414¼ La obtención
del aldehído tiene lugar de forma directa a partir del ácido 35, utilizando cloruro de
clorometilendimetilamonioehidruro de tri-te¡-c- butoxialuminioy litiolA6 (esquema11).

30 32

00H3

000H2

OH
OH
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COOH

N

OCHa
OH

35

b-d

CHO CH2OH

~K
7- OCH3

OH
8%

37

Productos+ secundarios

a. H2/Pd (e). b. CICH=N~(CH3>2Cr, pir., -so
0C. o. LIAIH(OBut)

2 (1,2 eq>, Cuí> -78~C. d. HOI 2N.

EsquemaU

El procesode reduccióndirectade ácido a aldehídoresultade graninterés,yaqueestá
descritasucomputibilidadconun gran númerode grupos,queen sumayoríasonsusceptibles

de reducciónpor otroshidruros, comoel ciano,bromo> estero nitro
146. Estacompatibilidad

podríapermitirllevar acabola secuenciasintéticapartiendodeácido3,4-dihidroxicinámicocon
los hidroxilosprotegidospor gruposacetato,o apartirdel productoya nitradoenel casode que
hayadificultadesparanitrar el productouna vez reducidoa aldehído.El esquemageneraldel
procesodereducciónseriael siguiente:

o
II

7C~ R CH
3 LIAIH<OBu’)3

COOH clCI-l=N~(CHzhC[ ~/ —

Pir, -30 OC Cuí, -18 00
H CH3

cl.

A

H

B

o
II

— R-CHO + HCN(CH3S

En el primerpasodel procesodereduccióntienelugarla formaciónde la sal de iminio
activa A que, por reduccióncon hidruro de tri-terc-butoxialuminio y litio, forma como
intermediola betainaestableB, la cualesposteriormentetransformadaaaldehídopor adición
de ácidoclorhídrico.

COOH

a
92%

OH

34
480/o

36

H
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Los intentos de desmetilaciónrealizadoscon el aldehído 36 resultaron
infructuosos113-116-147.Debido a ello, sedecidiósintetizary ensayarcomoinhibidorde COMT

un derivadode 4-(3-metoxi-4-hidroxifenil)but-1-eno.

CEO

OCH
3

OH

CHO

7- OH
01-1

36

Por nitración del aldehído36

obtuvode forma inmediatael derivado

con ácido nítrico fumante,a-24 ~Cde temperatura,se
nitradoen posición5, 38, conun 53%derendimiento.

La reaccióndecondensacióndel aldehído38 con 2,4-pentanodionase intentóllevar a
caboen medio ácido,en medio básico,o a travésde la formaciónde unabasede Schiff, no
obteniendoen ningún caso el vinilderivado deseado(esquema12), La condensacióncon
2,4-pentanodionasi fue posibleen medioácidocuandoel aldehídode partidaerael compuesto

35. En estecaso,seaislóel productode condensación39 algo impurificadoy conrendimiento

bajo (trastratamientoen doscolumnasdecromatografíaen gel de síliceseseguíaobteniendo
39 algo impuro; rendimientoaproximadodelprocesodecondensación28%).

Debidoala imposibilidaddellevar a cabola purificaciónde 39 porcromatografíaen
gel de sílice, serealizóla purificaciónde 20 mg del mismo,utilizandoHPLCcon unacolumna
semipreparativa,conel fin deobtenerel productopuroparaensayocomoinhibidordeCOMT.
En dichoproceso,únicamentefueposibleel aislamientode 11 mg de 39 y 7 mg del producto
impurificado.

- BrH/AcOH
— ‘BuMe2SiCI/Nal

CH3CN
— BBr3
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CRO

02N 7-
OH

38

COCH3

COCI-{3

-I-ICI/TflF
- CH3NH2
- DMF4,ipeddina

a. 5 eqHNO3 (1), -24 ~C. b. CH3COCH2COCR3, 1-IGl, THF.

Esquema 12

Los intentosde condensacióncon acetofenona>del aldehído36 y del correspondiente
derivadonitrado38 conel fin de obteneralgún otroproducto,resultaroninfructuosos.

Conel único productoobtenidoseprocedióal ensayode inhibición ¡a vitro de COMT
aisladade hígadodecerdo.Aunquedebidoala ausenciadel gruponitro erade esperarque39
no fueseun inhibidor de COMT muy activo, suensayopermitiríaver si la elongaciónde la

cadenaquesoportael grupo vinilo facilita el accesodel mismo a grupos51-1 presentesen el

centroactivode la enzimao próximosaél.

a

CRO

SN.

OCR3
OH

36

b

OCR3

OH

OH
39



6. INHIBICION DE COMT POR [3-(4-HIDROXI-3-METOXI
FENIL)PROPILIDEN]-2,4-PENTANODIONA (39)



96

Los ensayosde inhibición de COMT por el producto39 se realizaron,al igual queen
casosanteriores,en dos condicionesexperimentales:sin-preincubaciónde la mezclaenzima-
inhibidor y conpre-incubaciónde la misma.

Los ensayossin pre-incubaciónse llevaron a caboen ausenciadeUIT, paraevitar la
adición del mismo al doble enlace de 39. Esta experiencia se realizó a dos concentraciones: íM
y 1O~ M; los valores elegidos para este estudio son altos ya que, al tratarse de un análogo del

producto de la reacción y carecer de grupo nitro en el anillo aromático, es de esperar que

presentepoca afinidadpor la enzima,Así, a la concentraciónmás bajade inhibidor no se

observa inhibición de COMT,y a la más alta se observa una inhibición de aproximadamente un

12%. Estos resultados parecen confirmar la hipótesis de que 39 es un producto con poca

afinidadporel centroactivodela enzima.

Cuandose analizanlos resultadosobtenidosen el ensayocon pre-ineubación>se
observaun incrementosustancialen los porcentajesde inhibición paraambasconcentraciones

de inhibidor. Tras 15 minutosdepre-incubacióndela mezclaenzima-inhibidor>seobtieneun

COCH3

COCR3

OC 1-13
OH

39
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40% de inhibición a la concentraciónmásbajaestudiaday un 84%cuandola concentraciónde
inhibidor esde 10~ M.

La dependenciade la inhibición con el tiempo de pre-incubaciónpuedeindicar un
comportamientoirreversiblede 39. Conel fin de establecersi efectivamentese tratade un
inhibidor irreversible,serealizó el ensayode dilución: tras 1 horadepre-incubaciónde enzima
y distintasconcentracionesde inhibidor> las mezclasfuerondiluidas y medidasu capacidad
inhibidora; en el procesono seobservarecuperaciónde la actividadenzimáticay seobtieneun

elevadoporcentajedeinhibición aún a la concentraciónmásbaja (88% de inhibición a una
concentraciónde l0-4M). Estecomportamientoirreversiblefueconfirmadomedianteun ensayo
adicionalde filtración en 0-25;enel cual,serealizóla medidade actividadde unamezclapre-
incubada,antesy despuésde filtración a través de la columnade Sephadex0-25, no
observándoserecuperaciónde la actividadenzimática.

Los resultadosobtenidosen estosensayosparecenindicarque39 actúacomoinhibidor
irreversible,aunqueel hechode queno seobserveinhibición de COMT porel mismocuando
no se realizaunapre-incubaciónde éstecon la enzimaindica queel compuestotieneuna

afinidadmuy bajao inclusoquela inhibición sigueun procesoal azar.

Los resultadosobtenidoscon 39 resultande gran interés,ya queabrenunanuevavía
haciael disefio y obtenciónde nuevosinhibidoresirreversiblesde COMT. Así, probablemente

los nitroderivados de 4-(3,4-dihidroxifenil)but-1-enopor ser análogosdel sustrato
(dihidroxiderivados),y tenerun grupo nitro en el anillo aromático(preferiblementeorto

respectoa uno de los hidroxilos), esde esperarqueproduzcanunamayor inactivaciónde
COMT y actúen comopotentesinhibidoresirreversiblesde la enzima,
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TECNICAS GENERALES

La cromatografíaen capafina sellevó acaboen placasdegel de sílice sobrealuminio
(Merck, Kieselgel60, E 254).Las separacionescromatográficasen columnaserealizaronen
gel de sflice (Merck, Kieselgel 60> 230-400 mesh) bajo media presión’48 (cromatografía
rápida).Laspurificacionespreviasserealizaronen columnadegel de sílice (Merck, Kieselgel
60, 70-230 mesh).

Los puntosde fusión sedeterminaronen un Kofler ThermopanReichery no están

corregidos.

Los microanálisisserealizaroncon muestrassecasa vacio sobreP205 a temperatura
ambiente,utilizándoseun analizadorelementalPerkinElmer240.

Los espectrosinfrarrojosseregistraronen un espectrofotómetroPerkin-Elmer681,en
pastillasdeKBr, salvoqueseindiqueotracosa.Lasfrecuenciassedanencm”’

Los espectrode 1H-RMN se registraron en un espectrómetroVarianEM-390

(90 MHz), Bruker AM-200 (200MHz), Varian Gemini-200(200MHz) o Varian XL-300
(300 MHz), en solucionesqueseindicanen cadacasoy TMS comoreferenciainterna.Los
espectrosde 13C-RMN seregistraronen un Bruker WP-80 (20 MHz), un Bruker AM-200 (50

MHz) y un Varian XL-300 (75 MHz). Los desplazamientosquímicosseexpresanen ppm (8) y
las constantesde acoplamientoen Hz.

La separacióncromatográficapor HPLC se llevó a cabo en un aparatoWaters,
utilizando columnasemipreparativade fasenormal(gPOLASIL)> mezclahexano:acetatode etilo

1:1 (flujo 3 ml/mm) comoeluyentey un detectordeindicederefracción.

Losdisolventesy reactivosempleadosfuerondecalidadanalíticay fueronpurificadosy
secadospor losprocedimientoshabituales149.
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1. NITRODERIVADOS DE VAINILLINA

1.1 Síntesis de 2-nitrovainillina (1)103.104

1.1.1. O-Acetilvain¡¡tina

A unasoluciónmagnéticamenteagitadade 5 gr (33 mmol) de vainillina disueltosen
19,7 ml (39,5 mmol) de hidróxido potásico2N y 8 ml de agua>seañadenlentamente12,2ml

(0,13 moles)de anhídridoacético.Duranteel procesode adicióndel anhídridoseobservala
apariciónde un sólido. La solución,unavez fría, se filtra y el sólido selava conaguafría,
obteniéndose5,9 gr~rendimientodel91%) de O-acetllvainillina.

Itf.= 75-76 OC; P.f.bibliográfico 76-77 0C

IR: 1765 (-C=O), 1750 (-C=O), 1250-1200 (d)
1H-RMN (90 MHz, CDCl3): 2,3 (s, 3H, -COCH3),3,9 (s, 3H, -OCH

3), 7,2 (d> lH, J= 7 Hz,
H5Ar), 7,3 (d, lH, k1,5 Hz, H2Ar), 7,4 (dd, IH, J 7 Hz, J= 1,5 Hz, H6Ar), 9,9 (s,
1H, -CHO).

1.1.2.2-Nit,-o-O-acetilvainilhina.

A unasolución de 1,1 ml (25,3 mmol, d=1,5) de ácido nítrico fumantedel 96%,

enfriadaa -8 OC y sometidaa agitaciónmagnética,seañadenlentamente5 gr (25,2 mmol) de
O-aeetilvainillinafinamentepulverizada.La mezcladereacciónseagitadurante10 minutosy se
viertedespuéssobrehielo picado.Unavez filtrado el sólido obtenido,lavadocon aguafría y

secado,seaislaron3,81gr (rendimientodel 62%) de 2-nitro-O-acetilvainillina.
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~f 7579 OC

IR: 1780 (-C=O), 1715 (-C=zO), 1550 (-N02), 1375.
1H-RMN (90 MRz, CDCl

3): 2,4 (s, 3H, -COCH3), 4,0 (s, 3H, -OCH3), 7>4 (d, 1H,

J= 9 Hz, HSAr), 7,7 (d, 1H, J= 9 1-Iz, H61~j, 9,9 (s, lii, -CHa).

1.1.3. 2-Nitrovainillina (1)

La soluciónmagnéticamenteagitadade 3 gr (12,3 mmol) de 2-nitro-O-acetilvainillina
disueltosen excesodehidróxido sódicoal 5%, es acidificadaconácido clcrhidrico2N hasta
quedejade observarsela apariciónde precipitado.El filtrado de la mezcla,una vez fría,
proporciona2,4 gr (rendimientodel 98%) de un sólido amarilloclaro, sensiblea la luz, cuyos

datosespectroscópicoscoincidencon los esperadosparael compuesto1.

P.fs 134-136OC; P f-bibliográfico 135
0C.

IR: 3620-3000 (a, -OH), 1675 (-C=O), 1600, 1580> 1375.

1H-RMN (90 MHz, DMSO-d6): 3,9 (s, 31-1, -OCI-13),7,3 (d, lH, J= 8 1-Iz, HSAr), 7,7 Cd, 11-1,

J= 8 Hz, HÓAr), 9>8 (s, 11-1, -CHa).
Análisis CalculadoparaC

8H705N: C- 48,73%>H- 3,55%, N- 7,16%.

Hallado: C- 48>58%, 8- 3,33%,N- 7,10%.

1.2. Síntesis de 6-nitrovainillina (3)104,105

1.2.1.O-p-Nitrobenc¿lvainillina

La disolución formadapor 6,1 gr (40 mmol) de vainillina, 12,9 gr (60 mmol) de

bromurodep-nitrobenciloy 2,1 gr (16 mmol) decarbonatopotásicoen 80 ml de acetona>se
sometea reflujo durante7 horas.La adición de aguaa la mezclade reacciónpermitela
obtención de 13,4 gr de un sólido que, una vez purificado por cromatografíarápida
(hexano:acetatodeetilo 4:1), condujo al aislamientode 10,1 gr (rendimiento del 88%) de

O-p-Nitrobencilvainillina.
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P.f.= 124-126OC; P.fbibliográfico 124 ~C.
IR: 1680 (-C=O), 1590, 1540-15 10 (d), 1355.
1H-RMN (90 MHz, CDCl

3): 4,0 (s> 3H, -OCH3), 5,3 (s, 2H, -CH2-), 7>0 (d, iR, N7,5 Hz>

HSAr)> 7,3 (d, 1H, 3=7,5 Hz, H6Ar), 7,4 (s, lH> H2Ar), 7,6 (d, 2H, N 9 Hz,

H2,óArO, 8,3 (d> 2H, 1= 9 Hz, H3,sAr-’), 9,9 (s, 1H, -CHO).

1.2.2,6-Nin-o-O-p-nitrobencilvainhllinci

A. unadisoluciónformadapor9 gr 01,3mmol) de O-p-nitrobencilvainillinaen 90 mide
ácido acéticoglacial, magnéticamenteagitadaa O ~C,seañadenlentamente19 ml (434inmol,
d= 1>5) de ácidonítrico fumantedel 96%. La mezclaseagitaa temperaturaambientedurante12
horas,transcurridoestetiempo seadicionasobrehielo picado.Tienelugarla formaciónde un
sólido amarillo que, trasfiltración y posteriorrecristalizaciónde acetatodeetilo, permitela
obtenciónde 6,7 gr(rendimientodel65%) del 6-nitroderivado.

P.f. 210-212 OC; P.f.bibliográfico 212-214 ~C
IR: 1700 (-C=O), 1550 (a, -N02), 1505, 1350 (-N02), 1295> 1230.
1H-RMN (300 MHz, DMSO-d6): 3,97 (s, 3H, -OCR3), 5,48 (s, 2H, -CH2-),7,39 (s, í1,

H2Ar), 7,73 (d, 2H, 1 8,6 Hz, H2,éAr), 7,82 (s, 11-1, HSÁr), 8,27 (d, 2H, 1= 8,6 Hz,
H3,5At), 10,19 (s> 1H> -CHO).

1.2.3. 6-Nitrovainillina (3)

La disoluciónmagnéticamenteagitadade 5 gr (15 mmol)de 6-nitrobencilvainillinaen 80
ml deácidosulfúrico concentrado,secalientaentre50-60 0C durante2 horas.Transcurridoeste
tiempo, el crudorojizo obtenidoseadicionasobrehielo, observándosela apariciónde un sólido
queadoptaun aspectopastosoal ser filtrado. El crudo se seca a vacío en presenciadeP205
volviendo a adoptarun aspectosólido. El percoladodel mismo en gel de sflice permitela

obtenciónde 1,9 gr (rendimientodel 65%) dc 6-nitrovainillina.
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P.f~208 OC, P.f.bibliográfico 209 OC.

IR: 3680-3040 (a, 2 bandas,-OH), 1675 (-C=O), 1525 (-N02), 1330 (-NO2).1H-RMN (90 MHz, DMSO-d6): 4,0 (s, 3H, -OCH
3), 7,3 (s, IH, H2~), 7,5 (5, 1H, Hspj,

10,2 (s, 1H, -CHO),
Análisis calculadoparaC8H705N: C- 48,73%, H- 3,55%,N- 7,10%.

Hallado: C- 48,76%> H- 3,71%, N- 7,33%.

2- NITRODERIVADOS DE ISOVAINILLINA

21.. Síntesis de 2-nitro y 6.-n¡troisovainillina (4 y 6 respectivamente)’
06

Sobreunasoluciónformadapor 2 gr (13,1 mmol) de isovainillina en 10 ml de acetona

seca, magnéticamenteagitada y enfriadaa O OC, se añadengota a gota0,7 ml (16,0 mmol,
d= 1,5) de ácidonítrico fumante.La reacciónesinmediata.La adiciónsobrehielo del crudode
reacciónconducea la apariciónde un sólidoquesefiltra posteriormente.En dicho procesose

obtienen2,1 grde un sólidomezclade 2 y 6-nitroisovainillina,loscualespuedenserseparados
por cromatografíarápidaen gel de sílice (hexano:acetatode etilo 4:1), aislándose0,58 gr
(rendimientodel 27%) de un sólido marróncuyosdatosespectroscópicoscoincidencon los

esperadosparala 2-nitroisovainillina; 1,2 gr (rendimientodel 51%) de un sólido amarillo
brillante resultantede la nitraciónen posición6 del anillo de isovainillinay 0,24gr de sólido
mezcladelos anteriores.



105

2 —Nit,-oisovainillina (4)

P.f.= 143-145OC; P.f.l,ibliográfico 148-149OC.

IR: 3600-300 (a, -OH), 1675 (-C=O), 1410, 1285-1260(d).
1H-RMN (90 MHz, DMSO-dE): 4,0 (s, 3H, -OCH3), 4,8-3>4 <ancha,1H, -OH), 7,3 (d, 1H,

J= 7,5 Hz, HsAr), 7,6 (d, 1H, J= 7,5 Hz, H6Ar), 9,8 (s> 1H, -CHO).
AnálisiscalculadoparaCgH

7O~N:C- 48,73%,H- 3,55%,N- 7,10%

Hallado: C- 4846%, H- 3,75%,N- 7,20%

6-Nit,-oisovai.nillina(6)

P.f.= 185 oC; P.f.bibliogrMico’ 189
0C.

IR: 3650-3130(a, -01-1), 1700 (-C=O), 1520 (-N02).
1H-RMN (90 MHz, DMSO-d6): 4,0 (s, 31-1, -OCH

3), 4,7-3>6 (a, 18, -OH)> 7,2 (s, 1H>
H2Ar), 7,7 (s, 11-1, l-I5Ar), 10,2 (s, lH, -CHO).

AnálisiscalculadoparaC8H705N: C- 48,73%, H- 3,55%,N- 7,10%
Hallado: C- 48,88%, H- 3>83%> N- 7,10%

2.2. Síntesis de 2,6-dinitroisovainhllina (16)

A unadisoluciónformadapor 1 gr (6,6 mrnol) de isovainillinaen 5 mide acetonaseca>
sometida aagitaciónmagnéticay a O OC de termperatura,seadicionanlentamente1,06 ml

(24,2 mmol, d=1,5) de ácidonítrico fumante.La agitaciónde la mezcladuranteSO minutosy

posterioradiciónsobrehielo-aguapermitenla obtenciónde 1>3 gr deun sólido amarillo.La

recristalizaciónen etanol-aguadel mismo conduceal aislamientode 1,06 gr (rendimientodel

66%) de un productopuro, sensiblea la luz> cuyosdatosespectroscópicoscoincidencon los

esperadosparael compuesto16.

P.f. 159-161OC; P.f.bibliográfico 164-165OC.

IR: 3640-3140(a, -OH), 1700(-C=O), 1535(-N02), 1510(-N02), 1375> 1355.
1H-RMN (90 MHz, DMSO-d6): 4,1 (s, 3H, -OCR

3),7,9 (s, 1H, HSAr), 10,2 (s, 1H, -CRO).

AnálisiscalculadoparaCSHÓO7N2:C- 39,64%>H- 2,48%>N- 11>56%.

- Hallado: C- 39,54%,H- 2,33%,N- 11,12%.
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2.3. Síntesis de 5-nitroisovainillina (5)106

2.3.1.O-Acetilisovainillina

Por reacciónde2 gr (13>1 mmol) deisovainillinaconanhídridoacético,en condiciones
análogasalas indicadasen el apartado1.1.1., seaislan2,4 grde un sólido cuyarecristalización
en metanolpermitela obtenciónde 2,15 gr (rendimientodel 83%) de O-acetilisovainillina

químicamentepura.

P.f= 84-87 0C
IR: 1775 (-C=O),1690(-C=O), 1515.
1F1-RMN (90 MRz, CDCI3): 2,3 (s, iR, -COCH

3)> 3,9 (s, 11-1, -OCR3), 7,1 (d, 1H, J= 9 Hz,

HSAr), 7,6 (d, iR, J= 3 Hz, H2Ar), 7,7 (dd> lH, 3= 9 Hz, 3= 3 Hz, HGAr), 9,8 (s, iR,
-CRO).

2.3.2. .5-Nitro-O-acetWsovain ¡¡lina.

Sobre 3,3 ml (76 mmol, d= 1,5) de ácido nítrico fumanteseañadenlentamente,con
agitaciónmagnéticay a O

0C, 1,5 gr (7,6 mmol)de O-acetiisovainillinafinamentepulverizada.
La agitaciónseprolongadurante1 hora. Transcurridoestetiempo, el crudo de reacciónse
adiciona sobrehielo-aguaobservándosela aparicióndeun sólido. Porfiltración de la mezclase
obtienen1,4 gr de un productoamarillo sensibleala luzcuyarecristalizaciónenacetatodeetilo-
hexanoproporciona1,25 gr(rendimientodel68%)de5-nitro-O-acetiisovainillinapura.

PS.= 85-57 OC; P.f.bibliográfico 86 0C.
IR: 1775 (-C=O), 1700 (-C=O), 1550 (-N02).
1H-RMN (90 MHz, DMSO-dó>:2,4 (s, 3H, -COCH3), 4,0 (s, 3M, -OCH

3)> 8,1 (d, iR, 3=2
Hz, R2Ar), 8,4 (d, 1H, 1= 2 Hz, RGAr), 10,0 (s, iR, -CRO).
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2.3.3.5-Nitroisovainillina (5)

El procesotienelugaren condicionesanálogasalasindicadasen el apanado1,1.3. por
tratamientode 1,1 gr (4,5 mmol) de 5-nitro-O-acetilisovainillinacon solución de hidróxido
sádicoy posterioracidificacióncon ácido clorhídrico.La recristalizaciónen aguadelcrudo
permiteel aislamientode 0,5 gr (rendimientodel 53%) de 5-nitroisovainillinapura.

P.f.= 110-113OC; P.f.bibliográfico 113 0C

IR: 3620-3200(a, -OR), 1700 (-C~O), 1615, 1540 (d).

1H-RMN (90 MR, DMSO-d6):4,0 (s, 3H, -0CM
3), 7,6 (d, lH, J= 2 Hz> H2Ar), 7,9 (d, 1H,

3= 2 Hz, H6Ar), 9,9 (s, iR, -CRO).

AnálisiscalculadoparaC8R705N: C- 48,73%, H- 3,55%, N- 7,10%
Rallado:C- 48,89%, H- 3,54%,N- 7,68%

3. NITRODERIVADOS DE o-VAINILLINA

3.1. Síntesis de 5-nitro-o-vainillina (8)107

A la solución formadapor 2 gr (13,1 inmol) de o-vainillinay 9,1 ml (160 runiol) de

ácido acéticoglacial, sometidaa agitaciónmagnéticay O OC de temperatura>se adicionan

lentamente0,57 ml (13,1 nimol, d= 1,5) de ácido nítrico fumanteen 2>6 ml (45,9mmol) de
ácido acéticoglacial. La temperaturadebemantenerseentre10-20 OC. Al empezaraafiadir la

soluciónde ácido nítrico se observaun cambiode coloraciónde la mezclade reacciónde
amarilloamarrón-rojizo,queculminacon la apariciónde un precipitadoamarillo.Por filtración

y posterior lavado con aguafría del mismo se obtuvieron 1,72 gr de sólido, que tras
recristalizaciónde aguapermitió el aislamienode 1,63 gr (rendimientodel 63%) de 8.
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P.fs 137-138OC. P.f.bibliográfic& 140 oC.

IR: 3600-3125 (a, -OH), 3100, 1675 (-C=O), 1525 (-NO2), 1320-1275(2 bandas).
tH-RMN (90 MHz, CDCI3): 4,0 (s, 3H, -OCR

3), 7,9 (d, lH, J= 2,7 Hz, H4Ar), 8,2 (d> iR,
J= 2,7 Hz> H6Ar), 10,0 (s, iR, -CRO).

Análisis calculadoparaCgR7O5N: C- 48,73%, M- 3,55%, N- 7,10%
Hallado: C- 48,83%, H- 3,74%>N- 7,35%

3.2. Síntesis de 6-nitro-o-vainillina (9)104408

3.2.1. O-Toluensu¡fonil-o-vainilllna

A la soluciónrnagnéticamenteagitadade 3 gr (19,7 mmol) deo-vainillinaen 10 ml de
agua y 1 gr de hidróxido sódicoseañadenlentamente4>5 gr (23>6 mrnol) de cloruro de

toluensulfonilodisueltosen6 ml de diclorometano.La mezcladereacciónseagitaa temperatura
ambientedurante24 horas. Una vez finalizada la reacción> seseparandos fases; la fase
orgánicaselavacon ácido clorhídrico6N (2 x 5 mí)> soluciónsaturadade bicarbonatosódico

(1 x 5 mI) y solución saturadadecloruro sódico(1 x 10 mO. La mezclade fasesorgánicasse
secasobresulfato sódicoanhidro,se filtra y se elimina el disolventea presiónreducida,
obteniéndose5,77gr de productocrudoquesepurifica por cromatografíarápidaen gelde sflice
(hexano:acetatodeetilo 4:1). Como resultado de este proceso se aislaron 5,31 gr

(rendimientodel 88%) de O-toluensulfonil-o-vainillina.

P.f.= 9395 OC
IR: 1700 (-C~O)> 1200, 1385, 1180.
1H-RMN (90 MHz, CDCl3): 2>4 (s, 3H, -CH

3), 3,6 (s, 3M, -OCH3), 7,0-7,9 (m, 7H, 7RAr),
10,1 (s, 1H> -CRO)-

3.2.2.4y6-Nitro-O-tosil-o-vainilllna

Sobre 52 ml de ácido nítrico fumante(d=1,5), magnéticamenteagitadosa O OC, se
añadende una solavez 5,2 gr (17,0 mmcl) deO-tosil-o-vainillina. A los 30 minutos,el crudo
dereacciónseadicionasobreMelo. El precipitadoobtenidoseseparapor filtración, se lavacon
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aguay se seca.La cromatografíaen capafina del productofiltrado presentabados manchas
(hexano:acetatode etilo 1:1, Rf 0,7 y Rf= 0,3) quepudieronserseparadaspor cromatografía
en gel de sflice, obteniendo3,26 gr de un sólidoamarillo, un 6-nitro derivado>y 2,70 grdeun
aceiteamarilloqueresultóserunamezcladel 4-nitroderivadoy otrosproductos,en loscuales
ademásde la nitraciónen posición4 tambiénsenitrabael grupotosio.

3.2,3.6-Nit,”o-o-vainUlina (9).

La soluciónformadapor 3,1 gr del 6-nitro derivadoobtenidoen el apartadoanteriory

37 ml de metanolse adicionan,bajo vigorosaagitaciónmagnética,a 1>9 gr de hidróxido
potásicodisueltosen 4 ml de aguay 8 ml de ¡netanol.La mezclaasíformadasemantienea
reflujo durante30 minutos. En esteprocesoseobtiene un precipitadorojo que se filtra y
redisuelveen aguahirviendo. La solución obtenidase acidifica con ácido clorhídrico

concentrado.Nuevamenteseobservala apariciónde un precipitadoquesefiltra, se lavacon
aguafría y se seca>aislándose1,4 gr de 6-nitro-o-vainillina(rendimientodel 91%), sólido

amarillobrillante.

P.fA 101-103 0C, P.f.b¡bíiográfico 104 0C.
IR: 3640-3200 (a, -01-1), 1655 (-C0), 1515 (-N02), 1330 CN02).

1I-I-RMN (90 MHz, CDCI3): 4,0 (s> 3M> -OCI-13), 7>0 (d, IR, N 9 Hz, H4Ar), 7,7 (d, iR,

J= 9 Hz, HSAr)> 10,5 (s, 11-1> -CRO).
AnálisiscalculadoparaC

8R705N:C- 48>73%> H- 3,55%,N- 7,10%

C- 48,90%, H- 3,51%,N- 6,98%

3.3. Síntesis de 4-nitro-o-vainillina (7)109.104.í08

Este productopudo obtenersepor dos v<as: partiendode O-acetil-o-vainillina’
09y

partiendodel O-tosilderivadode o-vainillina’0’~”08 (apartado3.2.2).
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3.3.1.O-acetil-o-vainillina

La disoluciónformadapor 2 gr (13 mmol) deo-vainillinaenunamezclade 1,6 ml
(16,9 mmol, d= 1,08) de anhídridoacéticoy 2,1 ¡nl (26 mmol, d= 0>98) de piridina> se
mantieneen reposoa temperaturaambientedurante24 horas.La adiciónde aguaala mezclade
reacciónda lugara la apariciónde un sólido blanco.Por filtración, lavadoen aguafría del
precipitadoobtenido y posteriorrecristalizaciónen etanoldel mismo, se aislaron 2,2 gr
(rendimientodel 85%) de productoacetilado,

P.f.= 72-74OC; P.f.bibliográfico 76 OC.

IR: 2900 (-CRO)> 1770 (-C=O), 1700 (-C=O), 1585, 1490.
1M-RMN (90 MHz, CDCl3): 2,4 (s, 3M, -COCM

3), 3,9 (s, 3M, -OCR3), 7,5-7>1 (m, 3H,

HA1.), 10,1 (s, iR, -CRO).

3.3.2.4-Nitro-o-vainillina (7)

a) A partir de O-acetil-o-vainilina

A la mezclade reacciónformadapor 7>1 ml (162 mmol, d= 1,5) de ácido nítrico
fumantedel 96% y 1,3 ml de ácido sulfúrico concentrado>mantenidaa -6 OC y sometidaa
agitaciónmagnética,seañadenlentamente2,0gr (10,1 mmol)de O-acetil-o-vainillinafmamente
pulverizada.La desaparicióndel productodepartida,seguidaporcromatografíaen capafina
(hexano:acetatodeetilo 3:1,Rf= 0>3)> tienelugar 15 minutosdespuésde finalizarla adición. El
crudodereacciónseañadesobrehielo, separándoseun aceiteviscoso.La soluciónesentonces

extraídacon (3 x 20 ml) de bencenoy el conjuntode extractosorgánicossonlavadoscon
mezclaagua-hielo>agitados2 vecesconsoluciónsaturadade bicarbonatosódicofría, y lavados
nuevamenteconaguafría. La mezclade fraccionesorgánicassesecasobresulfatosódico,se
filtra y elimina el disolventeavacio.

El residuoobtenidosecalientaa ebullición con 13 ml de soluciónde hidróxidosódico
2 N. Unavez fría, la mezclade reacciónesacidificadaconácidoclorhídrico,observándosela
apariciónde un precipitadoque,unavez filtrado y seco,sepurificamediantepercoladoen gel
de sflice. En dichoprocesoseaislaron0,58 gr (rendimientodel29%) de un sólido amarillo
brillantecuyosdatosespectroscópicoscoincidencon los esperadosparala 4-nitro-o-vainillina.
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b) A partir del O-tosil derivadode o-vainillina

El tratamientode la mezclade4-nitro derivados(obtenidaen el apartado3.2.2.) tiene
lugarde forma análogaa la indicadaen el apartado3.2.3.>aunqueen estecasono seobservala
apariciónde precipitado.La soluciónobtenidasediluye con aguacalientey se acidificacon

ácidoclorhídrico,Cuandola soluciónempiezaaenfriarseseobservala apariciónde un sólido
amarillo>quees filtrado y secado,aislándose1,0 gr de 4-nitro-o-vainillina.

P,fs 89-92 oC; P.f.bibliográfico 92-93 OC.

IR: 3640-3000 (a, -OM), 1670 (-C=O), 1530 (-N02), 1300, 1275.
1M-RMN (90 MHz, DMSO-d6): 3,9 (s, 31-1, -OCR

3), 7,5 (d, lR, J=7,5 Rz, MÓAr), 7,6 (d,
iR, 3=: 9Hz, M5Ar), 10,3 (s, iR, -CRO).

AnálisiscalculadoparaCgH7O5N:C- 48,73%,H- 3,55%,N- 7,10%.
Hallado: C- 48,77%, M- 3,58%, N- 7,05%.

4- NITRODERIVADOS DE 34-DIHIDROXIBENZALDEHIDO

4.1. Síntesis de 3,4-dihidroxi-2-nitrobenzaldehfdo (10)”’.

A una disolución formada por 1,0 gr <5 mmol) de 2-nitrovainillina, 7 ml de
diclorometanoy 0>73 gr (5,5 mmol) de tricloruro de aluminio sublimado>seadicionagotaa
gota y con agitación 1,78 ml (22 mmol) de piridina. La mezclaasí formada se sometea
agitacióndurante4 días,atemperaturaambiente.Transcurridoestetiempo,el crudodereacción
seadicionasobreunamezclade 34 ml de aguay 2>5 ml de ácidoclorhídricoconcentrado.Se
desechala faseorgánicay la faseacuosaseagitadurante1 horaentre50-55OC detemperatura.
La suspensiónobtenidasefiltra en calientey> unavez fría, permiteel aislamientode 0,72mg
(rendimientodel 78%) delproducto10 quepudoserrecristalizadode agua.

Rf.= 172~l75OC;~~birniográIico175.178oC.
IR= 3500-3000(a> -OH), 1670 (-C=O), 1615> 1530, 1520, 1305.
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1M-RMN (300MHz, DMSO-d
6): 7>04 (d, 1H, J= 8,3 Hz, H5M), 7,38 (d, lH, J= 8,3 Hz>

H óAr), 9,66 (s, iR, -CRO).
AnálisiscalculadoparaC7H5O~N: C- 45,90%,R- 2,73%,N- 7,65%.

Rallado: C- 45,72%,H- 2,81%,N- 7,46%.

4.2. Síntesis de 3,4-dihidroxi-5-nitrobenzaldehído (11)

La mezclaformadapor 2 gr (10 mmol) de 5-nitrovainillina, 52 ml de ácido acético
glacial y 61 ml de ácidobromhídrico(45%) esagitadaa 150 OC durante19 horas,El crudode

reacción,unavez frío> esdiluidoconaguay parcialmenteneutralizadocon soluciónsaturadade
bicarbonatosódico. Se extraecon acetatode etilo (4 x 60 ml) y el conjunto de extractos

orgánicosse secansobresulfato sódicoanhidro; la filtración y posterioreliminación del
disolventeapresiónreducida>permiteel aislamientode 1,8 grde crudo.Porrecristalizacióndel
crudo dereacciónen tolueno se obtiene 1>1 gr (rendimientodel 61%) de 3,4-dihidroxi-S-

nitrobenzaldehido.

Pf.= 145-146 OC; P.fbibl¡ográrico 145-148OC.

IR: 3600-2990 (a, 2 bandas, -OR), 1690 (-C=O), 1625, 1550, 1350(a).

‘H-RMN (90 MHz, DMSO-dó): 7,5 (d, 1H, J= 1,5 Hz, H2Ar), 8>0 (d> iR, J= 1,5 Hz, R6Ar),
9,8 (s, iR, -CRO).

Análisis calculadoparaC7H505N: C- 45>90%,H- 2>73%, N- 7>65%.

Rallado: C- 45,64%, H- 2,83%, N- 7>56%

4.3. Síntesis de 3,4-dihidroxi-6-n¡trobenzaldehído (12)”~.’’~

El procesosintético tienelugaren atmósferade argony con agitaciónmagnética.A la
disolución formadapor 4,5 gr (34 mmol) de tricloruro de aluminio sublimado añadidosa
9,6 ml de dicloroetanoseco,seañaden2 gr (10>1 mmol) de 6-nitropiperonaldisueltosen 8 ml
de dicloroetanoseco.La reacciónsesometea agitacióndurante85 minutos,auna temperatura
entre-5 y 5 OC; transcurridoestetiempo, se adicionan24,6 ml (0,2 mcl, d= 1,45) de ácido
bromhídrico45% frío. La mezclade reacciónes agitadadurante2 días,tras los cualesse

observapor cromatografíaen capafina la desaparicióndelclorometiléterintermedio.Sediluye
con aguay seextraecon acetatode etilo. El conjúntodeextractosorgánicossesecansobre
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sulfato magnésicoanhidro.La filtración y posterioreliminaciónavacfo del disolvente>permite
la obtenciónde 1>62gr (rendimientodel 88%) de un sólido amarillo sensiblea la luz> cuyos
datosespectroscópicoscoincidencon los esperadosparael compuesto12.

P.f.= 196-198OC; P.f.bibliográfico 203-204OC
IR: 3660-3100(a> -OH), 1675(-C0), 1590, 1340, 1320.
1H-RMN (90 MHz, DMSO-dd):7,2 (s, 1H, M2M), 7,5 (s, iR, HSM), 10,2 (s, lH, -CHO).
Análisis calculadoparaC

7H5O~N:C- 45,90%>R- 2,73%,N- 7,65%.
Hallado: C- 45,91%>H- 2,96%,N- 7,48%.

5- NITRODERIVADOS DE 2.3-DIHIDROXIBENZALDEHIDO

5.1. Síntesis de 2,3~dihidroxi-4-nitrobenzaIdelIfdO(13)

Estecompuestoseobtuvo deforma análogaa la indicadaenel apartado4.2utilizando
4-nitro-o-vainillinacomoproductodepartida.Porrecristalizaciónen aguadelcrudo se aisldel
poducto 13 (rendimiento del 65%). Sólido rojizo.

P.tX= 128-130OC
IR: 3500-3000(a, -OH)> 1675 (-C=O), 1525 (-NO2), 1230.
1M-RMN (90 MHz> DMSO-d6): 7,3 (d, lH, J= 9 Hz, HGM), 7,5 (d, iR, 3= 9 Hz, H5Ar),

10,3 (s, lH, -CRO).
Análisis calculadoparaC

7M505N: C- 45,90%, M- 2,73%, N- 7>65%.

Hallado: C- 45,70%, H- 2,81%> N- 7,48%.

5.2. Síntesis de 2,3.dihidroxi-5-nitrobenzaldehídO (14)

La reacciónde 1 gr (5 mmol) de 5-nitro-o-vainillinacon ácidoacéticoglacial y ácido
bromhídrico,tienelugaren condicionesanálogasalas indicadasen el apartado4.2. El crudo
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obtenido es purificado mediantepercoladorápido en cloroformo:metanol3:1 (R1= 0.3)
obteniéndose0>68 gr (rendimientodel 74%) de un sólidorojizo cuyosdatosespectroscópicos
coincidencon los esperadosparael producto 14.

P.f= 230-233OC; Pf4ñb¡íográfico 230233OC
IR: 3660-3000(a, -OH), 1670 (-C=O), 1525 (-NO2), 1365, 1350.
1H-RMN (90 MHz, DMSO-d6): 7,8 (d, iR, J= 1,5 Hz, R3M), 8,0 (d, iR, J= 1,5 Hz, M6M)>

10,2 (s, iR, -CHO).
AnálisiscalculadoparaC

7R505N:C- 45,90%,M- 2,73%,N- 7,65%.
Fíallado: C- 46,04%,M- 3,01%, N- 8,01%.

5.3. Síntesis de 2,3-dihidroxi-6-nitrobenzaldehído (15)

A unasoluciónformadapor 100 mg (0,5 mmol) de 6-nitro-o-vainillinadisueltosen 2

ml de diclorometanoseco,agitadaa -78
0C y bajoatmósferade argon>seañaden2 ml (2 mmol,

1M en diclorometano)de tribromuro de boro. La temperaturase deja evolucionarhasta
temperaturaambiente.La reacciónsesigueporcapafina (hexano:acetatodeetilo 2:1> Rp=~ 0,3)

observándosela desaparicióntotal del productode partidatras 65 horasde agitación.Lamezcla
sediluye conaguay seextraeconéteretílico (2 x 10 inI). El conjuntode extractosorgánicosse
extraencon disolución de hidróxido sódicoIN. El residuo acuosoesacidificadocon ácido
clorhídricoy extraídonuevamenteconéteretílico. El conjuntodeextractosorgánicossesecan
sobre sulfato sódicoanhidro.Por filtración y eliminacióndel disolventea vacio seobtienen
50 mg de crudo,cuyarecristalizaciónen aguapermiteel aislamientodc20 mg(rendimientodel
22%) de un sólido marrónquepudosercaracterizadocomo15.

PJÑ= 120-124 0C.
IR: 3700-3000 (a, -OH), 1650 (-C=O), 1530 (-NO

2)> 1340 (-NO2).
1HRMN (300 MI-Iz, DMSO-d6): 7,03 (d, iR, J= 8,8 Hz, I-LsM), 7,54(d> iR, 1= 8,8 Hz,

R5Ar), 10,26 (5, iR, CHO).
Análisis calculadopara C

7H505N: C- 45,90%> H- 2,73%, N- 7,65%.

Rallado: C- 45,64%> M- 2>82%> N- 7,45%.
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6. 1-VINIL DERIVADOS DE NITROGUAVACOL Y NITROCATECOL

61. Síntesis de (3-hidroxi-4-metoxi-5-nitrobenciliden)-2,4-pentanodiofla (17).

La disolución formada por 0,5 gr (2,54 mmol) de 5-nitroisovainillina y 0,26 ml
(2,54 mmol) de 2,4-pentanodionaen 3 ml de tetrahidrofuranoessaturadaconácidoclorhídrico
gas.La mezclaseagitaa 4 OC duranteunanoche.El disolventeseelimina avacio y el crudode
reacciónobtenidosepurifica por cromatografíaen gel de sílice (hexano:acetatodeetilo 2:1)

obteniéndose0,49 gr (rendimientodel 69%) del productopuro17.

P,f,= 167-169OC.
IR: 3500-3000(a, -OH)> 1710 (-C=O), 1645(-C=O), 1615, 1540 (-NO2).1H-RMN (300MHz, DMSO-d6): 2>29 (s, 3H, -COCM

3), 2,43 (s, 3M, -COCR3),2,92 (s,

3M> -OCR3), 7,21 (d, iR, 3= 2>0 Hz, R2Ar), 7,47 (d, iR, 3 2,0 Hz, H6Ar), 7,62 (s,
iR, -CH=).13C-RMN (20 MHz, CD

3COCD3):26,3(-COCH3), 62>1 (-OCR3),117,7 (C6M), 121,3
(C2Ar), 130,2, 137>6 QCH), 143,4> 144>7, 145,8, 152,7, 197>6 (C0).

AnálisiscalculadoparaC13H1306N:C- 55,91%>H- 4,65%,N- 5,01%.

Mallado: C- 55,83%,H- 4,90%>N- 5,29%.

6.2. Síntesis de [2-(3-hidroxi-4-metoxi-5-nftrofenil)vinil]-fenil cetona (18)

La reacciónde 5-nitroisovainillinay acetofenonatienelugaren condicionesanálogasa
las indicadasen el apartado6.1> usandometanolcomodisolvente.Seobservala apariciónde

un precipitado;trasfiltración y secadodel mismo>seaísla18 conun rendimientodel 67%.
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Pf= 180-1820C.
IR: 3600-3120 (a, -OH)> 1660 (-C=O), 1600> 1540 (-NO

2).
1M-RMN (300 MRz, DMSO-d6): 3,90 (s, 3R, -OCR

3),7,53 (d, iR, 1= 2,0 Hz, H2p,.r), 7,57

(t, 2H, 3 7,4, M35Ar’), 7,64 (d, iR, 3= 16 Hz, =CH-Ar), 7>67 (t, iR, 3= 7,4 Hz,
H4Ar), 7,89 (d, iR, 3= 16 Hz, =CRCO),7,94 (d, lH, 3= 2Hz, HÓM), 8,14 (dd, 2H,
J=1,3Hz> 3= 7,4 1-Iz, R2,óArú.13C-RMN (20 MHz, DMSO-d6): 61,3(-OCR

3),113,8 (CÓM), 120,9 (C2&), 123,4(C&-),

128,5 (CM-), 128,7 (CiAr), 130,7, 133,2(-CM=), 137,3, 141,5 (CH=), 145,2, 151,7

(C5Ar)> 188,9 (-C’0).
Análisis calculadoparaCÓR13O5N:C- 64>21%> H- 4,35%,N- 4,68%.

Mallado: C- 64,36%, H- 4,34%,N- 5,11%.

6.3. Síntesis del ácido (3.bidroxi~4-mctoxi-5-nitrobenciIidefl)nitrOaCétiCO (19)

La condensaciónde 5-nitroisovainillinay nitroacetatode etilo se realizó de forma
análogaa la indicadaen el apartado6.2; aunqueel procesotiene lugar despuésde agitación
durantesietedíasa25

0C. La mezclade reacciónsediluyeconaguay seextraecon acetatode
etilo. El extractoorgánicosesecasobresulfato magnésicoanhidro,sefiltra y el disolventese

elimina avacio: seobtieneun sólidoquetrassucesivasrecristalizacionesconduceal aislamiento
de 19 conun rendimientodel 17%.

Pf.= 138-1410C.
IR: 3650-3000(varias,a)> 1530 (a)> 1350, 1320.

1R-RMN (300 MHz, DMSO-d
6):3,87 (s, 31-1, -OCR3),7,43 (d, iR, J= 1>8 Hz, HAr), 7,45

(d, 1H, J= 1,8 Hz> MAr), 8,09 (s, iR, =CH-), 10>63 (s ancho,1H,~-OR), 11,43 (s,
ancho> iR, -OH).13C-RMN (50 MHz, CD

3COCD3):62,1 (0CH3)> 114,2 (C6M)~ 116,5 (C2Ar)> 130,6> 142,7>

147,4 (-CH=), 152,8.
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64. Síntesis de 2,5.bis(3-hidroxi-4.metoxi-5-nitrobenciliden)cicloPefltaflOfla
(20).

La reacciónde 5-nitroisovainillina(1,01 mmol) y ciclopentanona(0,72mmol) selleva a
cabode formaanálogaala indicadaen el apartado6.2. El crudodereacciónsediluye conagua
y seextraecon acetatode etilo. El extractoorgánicose secasobresulfato sódicoanhidro,se
filtra y, poreliminaciónavacíodeldisolvente,seobtienen0,21 gr (rendimientodel 46%) deun
sólidoamarilloquefue identificadocomo20.

~f= Desc. 290 OC
IR: 3650-3100(a, -OH), 1620 (-C=O), 1535 (-NO2)> 1355, 1325.
1H-RMN (300 MHz> DMSO-d6): 2>49 (s, 4H, -CH

2-), 3,91 (s, 6H, -OCR3),7,33 (s, 2H,
—CR-), 7,47 (d, 2M, J= 2 Hz> R2,2’Ar), 7,57 (d, 2H, M6>~Ar).13C-RMN (50 MHz, DMSO-dG): 25>7 (-CH

2-)> 61,2(-OCI-13), 116,4 (C6M)> 121,5(C2Ár),

130,5 (CR), 131>1 (CIAr), 138,5 (CSAr), 141,0 (C4M), 144,9 (C3Ar), 151,8 (C),

194,8 (-C=O).

AnálisiscalculadoparaC21H18N209:C- 57,01%,1-1- 4,07%,N- 6,33%.
Hallado: e- 56,86%,H- 4,14%,N- 6,41%.

6.5. Síntesis de 4-nitro-3-(3-hidroxi-4-metoxi-5-nitrOfellil)-2-OXO glutarato de
etilo (26).

La disolución formadapor 0,5 gr (2,53 mmol) de 5-nitroisovainillina,0>69 ml (6,25

mmol) de nitroacetatode etilo, 0,15 ml (1,5 mmol) depiperidinay 5 mIdedimetilforinamidase

agita durante18 horas a temperaturaambiente.Una vez eliminado el disolvente>el crudo
obtenidosepurificapor cromatografíarápida(hexano:acetatode etilo 3:1), aislándose0>48 gr
(rendimientodel46%) del sólidoblanco26.

P.f.= 111-113 OC.
IR: 3680-3100(a, -OH), 2900> 1765 (-C=O), 1730 (-C=O), 1540 (-NO2).
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1H-RMN (300 MHz, CDCI
3): 1,24 (t, 3M, -CH3), 1,36 (t, 3H, -CH3), 3>98 (s, 3M, -OCR3),

4,17 (q, lH, J= 7 Hz, -CH2-), 4,18 (q, iR, J= 7 Hz, -CH2-), 4,35 (q, 2H, 3 7 Hz,

-CM2-), 4,84 (d, 1H, J= 3 Mz, -CM-), 4,91 (d, lM, 1= 3Hz, -CH-), 7,24 (d, iR, 3=

2,3 Hz, R2M), 7,42 (d, IR, J= 2,3 Hz> HÓAr).13C-RMN(75 MHz, CDCl
3): 13,9 (-CH3), 14>1 (-CH3), 51,9 (-OCR3), 62>4 (CH2), 62>6

(-CMCO), 63>0(-CH2-), 78,1 (-QHNO2COOEt),108>0 (C1M), 115,5(C2M), 118,7
(C6M)> 134,6 (CSAr)> 141,4 (C3M), 142,9 (C4Ar)> 151>5 (COCOOEt)> 157,9

(COCOOEt),167,6 (-COOEt).
AnálisiscalculadoparaCl6RLSN2OlI.H20: C- 44,44%,H- 4,63%,N- 6,48%.

Hallado: C- 44,51%,R- 4,47%,N- 6,53%.

6.6. Síntesis de [2-(3,4-dihidroxi-2-nitrofenil)vinil]-fenil cetona (21).

La reacciónde condensaciónde 3>4-dihidroxi-2-nitrobenzaldehldocon acetofenona

tiene lugar en condicionesanálogasa las indicadasen el apartado6.2. La evaporacióndel
disolventea vacio conducea la obtenciónde un crudo,cuyarecristalizaciónen metanol-agna

permiteel aislamientodelsólidorojo 21 conun rendimientodel75%.

P.f.= 170-173
0C.

IR: 3480 (-OH), 3320-2900(-OH), 1650 (-C=O), 1590, 1565, 1530.
1H$d’4N (300MHz, DMSO-dG): 7,01 (d, iR, J= 8,5 Hz, M6Ar), 7>32 (d, iR, J 15,3 Hz,

—CMCO-), 7>56 (td, 2H, J= 7,3 Hz> 3= 1,5 Hz, M3,SM-), 7,62 (d, iR, 1= 8,5 Hz,

H5Ar), 7,67 (tt, lEí> 3 7,3 Hz, J= 1,3 Hz, 1-I4Ar’), 7>81 (d, iR, J= 15,3 Hz> =CHAr),
8>09 (dd, 2R, J= 7,3 Hz, J= 1,3 Hz, H2,dAr’).

13C-RMN (50 MHz, CD
3COCD3): 118,0 (-CRM), 120,0 (-CHM), 120;3 (C1M), 124,3

(.CH), 129,3 (
2CArO> 129,5 (2CM’), 133,8 (C

4&O> 137,5 (CH), 138,8, 139,4>
141,6, 149,4, 189>5 (-C=O).

AnálisiscalculadoparaC15M11O~N:C- 63,16%,H- 3,86%,N- 4,91%.
Hallado: C- 63,11%,M- 3,81%,N- 4,90%.
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6.7. Síntesis del ácido (3,4-dihidroxi-2-nitrobenciliden)nitroacét¡co (22)

La reacción de 200 mg (1,1 mmol) de 3,4-dihidroxi-2-nitrobenzaldehidocon

nitroacetatode etilo (1,1 mmol)> tiene lugar en condicionesanálogasa las indicadasen el
apartado6.3. En este procesoseobtienen240 mg de un crudo quees lavadocon agua.La
filtración del sólido permiteel aislamientode 96 mg (rendimientodel 32%) del producto22.
Las aguasde lavadoconducenala obtenciónde 80 mg de mezclade productosdecondensación

y aldehídosin reaccionar.

P.f.= Dese. 190 0C.

IR: 3500, 3475-3100 (a), 1550> 1250.
‘R-RMN (300 MHz, DMSO-d

6): 6,93 (d, 11-1, 3= 8,5 Hz, MAr), 6>98 (d, iR, J= 8,5 1-Iz,

FiAr), 7,87 (s, iR, =CR), 10,60 (s ancho, iR, -OH), 10,61 (s ancho,1H, -OH),
11,33 (s, lR, -COOH).

13C-RMN (50 MHz, CD
3COCD3): 117>6 (CHAr), 117>9, 120,0 (CHAr), 139>6, 144>7

(-CI-I=), 148,36.

6.8. Síntesis de 2,5.bis(3,4.dihidroxi-2-nitrobenciliden)C¡ClOpQfltaflOna <23).

La reaccióna partir de3,4-dihidroxi-2-nitrobenzaldellidoy ciclopentanonase llevó a

cabo en condicionesanálogasa las indicadasen el apartado6.4. La reacciónsecompletótras
30 minutosde agitacióna 4 OC. Duranteel procesoseobservala apariciónde un precipitado>
queunavez filtrado y secopermiteel aislamientodelsólidoanaranjado23 conun rendimiento

del 75%. ¡

P,f.= Desc.250
0C. ¡

IR: 3700-3000 (a, -OH), 1675 (-C=O), 1585, 1545 (-NO
2).

1H-RMN (300MHz, DMSO-dd): 3>00 (s, 4H, -CM2-), 6,95 (s, 2H, =CH-), 7,05 (d, 2H, J=

8,7 Hz, H5Ar), 7,19 (d, 2H, J= 8,7 Hz, MÓAr)
13C-RMN (50 MMz, CD

3COCD3):27>0 (-CH2-), 117,4(CHM), 120>5,122,0 (CHÑ), 125,7

(-CH=), 139>4, 140,0, 142,2, 148,5, 194,6 (-C=O).
Análisis calculadoparaC19H1409N2:C- 55,07%,H- 3,38%,N- 6,76%.

Hallado: C- 55,33%,H- 3,75%, N- 6,54%.



120

6.9. Síntesis del ácido (2,3-dihidroxi-4-nitrobenciliden)nitroacético(24).

Lareaccióna partir de 2>3-dihidroxi-4-nitrobenzaldehídoy nitroacetatode etilo tiene
lugarencondicionesanálogasa las indicadasen el apartado6.3., aunqueenestecasola mezcla
seagitéatemperaturaambientedurantesietedías.El crudodereacciónserecristalizóde agua>
obteniéndose24 con un rendimientodel 78%.

P.f.= 185-187 0C.
IR: 3600-3100(a), 1535, 1170.
1H-RMN (300 MMz> CD

3COCD3):7,16 (d, iR, J= 9,0 Hz> HÓAr), 7,61 (d, 1H, J 9>0 Hz,
MSAr), 8,46 (s, iR, =CI-I-).13C-RMN (50 MHz, DMSO-d

6): 114,9 (CHM), 116,9 (CI~IAr), 123,7, 136,3> 142,6, 146,0,

146,4 (-CI-I=).

6.10. Síntesis de (3,4~dihidroxi-5.nitrobenciIiden)-2,4-pentanOdiOfla (25)

Lacondensacióndel 3,4-dihidroxi-5-nitrobenzaldehidoconla 2,4-pentanodionatiene
lugarde forma análogaa la indicadaen el apartado6.1. Seobtieneel producto25 conun 77%
de rendimiento.

P.f.= 175-178OC; P.f.bibliográfico 175-178 OC

IR: 3400-3100(a, -OH), 1685(-C=O), 1650> 1615 (-C=C-), 1540 (-NO2).
1H-RMN (300 MHz, CD

3COCD3):2,29 (s, 31-1, -CH3), 2,95 (s, 3H, -CM3), 7,29 (d, IR, J=

2>1 Hz, H2Ar), 7,62 (s, iR, -CH=), 7>81 (d, iR, J= 2,1Hz,H6Ar), 9,22 (s ancho,
lH, -OH)> 10,57 ( s ancho,iR, -OH).13C-RMN (20 MHz, CD

3COCD3):26,3 (-CH3), 31,7 (-CH3)> 118,7 (CH6Ar), 121,7
(CH2Ar), 125>7, 135,8> 138>1 (CH), 143>9> 145,8, 148>8.

AnálisiscalculadoparaCl2RllO6N: C- 54,33%,El- 4>15%>N- 5,28%.
Hallado:C- 54,10%>H- 4,07%,N- 5>08%.
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7. DERIVADOS DE 4-<3.4-DIHIDROXIFENIUBUT-1-ENO

7.1. Síntesis del ácido 3-(Y,4’-metilendioxifen¡l)propiónico (28)

A una disoluciónformadapor 5 gr (26 mmol) de ácido 3,4-metilendioxicinámicoen

150 mIdeetanolseañaden0,5 gr (1% en peso)de paladio sobrecarbón(10%)y sesometea
hidrogenacióna presiónatmosféricay a temperaturaambiente.Despuésde 12 horasde
agitación,la mezclasefiltra y seelimina el disolventea presiónreducidaobteniéndose4,86gr
(rendimientodel 96%) de 28.

Rf.= 82-84 OC; P.f.bitliogrAfico 91 OC.
IR: 3500-3000(-OH), 1770-1650(-C=O), 1505, 1450.
1H-RMN (200MHz, CDCl3): 2,61 (t, 2H, J= 7>6 Hz, -CH

2-), 2,85 (t, 2H, 3= 7,6 Hz,
-CH2-), 5,91 (s, 2R, -OCM2O-), 6,63 (dd, 1H, J= 7,8 Hz> 3= 1,6 Hz, HÓAr), 6>68 (d,
iR, 3= 1,6 Hz, R2Ar), 6,71 (d, IM, 3=7>8 1-Iz, HSAr), 9>96 (s ancho, iR, -COOI-l).

AnálisiscalculadoparaClOMIOO4: C- 61,85%>H- 5,15%.
Hallado: C- 61,80%, 11- 5,15%.

7,2- Síntesis de 3-(3%4’-metilendioxifenil)propanoatode metilo (29).

La soluciónformadapor4,8 gr (25 mmol) del ácidoprecursor28, 150 ml de metanoly

ácidosulfúrico,sesometea agitacióna temperaturaambientedurante3 días,La eliminacióndel
disolventey posteriorpercoladodel crudo de reacciónpermitió el aislamientode 5,04 gr
(rendimientodel 97%) del¿ster29.

IR (entrecristales):3100-2810,1740(a, -C=O), 1510, 1495> 1450.
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1H-RMN (300 MHz, CDCl
3): 2,51 (t, 2H, J= 7,7 Hz> -CH2-), 2,84 (t, 2M, 3 7,7 Hz,

-CH2-)> 3,64 (s, 3H, -CH3), 5,88 (s, 2H, -OCR2O-), 6,61 (dd, 1H, J= 7,8 Hz> 3

1>8 Hz, HÓAr), 6>65 (d, lH, J=1,8 Hz, M2Ar), 6,69 (d, iR, 3= 7,8 Hz, HSM).
Análisis calculadoparaC11M1204:C- 63,41%,H- 5,76%.

Hallado: C- 63,09%,M- 6, 09%.

7.3. Síntesis de 3-(3t4’-metilendioxifenil)propanal(30). ¡

A unasolución de 4>8 gr (23,1 mmol) del ester29 en 95 ml de tolueno destilado>

enfriadaa -78 OC y bajo argon,se van añadiendogota a gota25>4ml de disolución IM de
hidruro de diisobutil aluminio en tolueno (25,4 mmol). Una vez finalizadala adición> se
mantienela agitacióndurante75 minutos,añadiendodespuésunapequeñacantidadde metanol.
A la soluciónasíobtenidaseadicionanalrededorde25 ml de soluciónsaturadade tartratode
sódioy potasio,sesometea agitacióndurante30-60minutosy seextraecondiclorometano.

Los extractosorgánicosse secansobresulfato sódicoanhidro> se filtra y el disolventese
elimina apresiónreducida,Seobtieneun aceite,mezcladevariosproductos.Por cromatografía
rápidaen hexano:acetatode etilo (6:1) seaislan480 mg (10%) deproductode partida sin
reaccionar,707 mg (17%)del correspondientealcohol 31 y 2,64gr (64%)del aldehído30.

IR (entrecristales):3030-2790(a)> 2730> 1750 (a> -C=O), 1610.
1H-RMN (300 MHz, CDCl

3): 2,66 (m, 2H, -CH2-), 2>81 (m, 2H, -CH2-), 5,85 (s, 2H,
-OCH2O-),6,56 (dd, 1M, J= 7,9 Hz> 1= 1>7 Hz, H6Ar)> 6,61 (d, iR, N 1,7 Hz,
R2Ar), 6,66 (d, IR> 5z 7,9 Hz, H5Ár), 9,73 (m, IR, -CHO).

AnálisiscalculadoparaC10H1003:C- 67,41%>M-5,62%.

Hallado: C- 67,38%,H- 5,89%.

7.4. Síntesis de 3-(Y,4’-metilendioxi-6-nitrofenil)propanal (32).

A una disolución formadapor 2>4 gr (13,5 mmol) del aldehído30 y 8 ml de
dicloroetano,magnéticamenteagitadaa -15

0C, seañadenlentamente3,97ml (94,4mmol) de
ácidonítrico fumanted=1,5. La reacciónsecompleta30 minutosdespuésde suinicio. El crudo

de reacciónseadicionasobrehielo-agua.Seextraeconacetatodeetilo y el extractoorgánicose
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secasobresulfatosódicoanhidro.Traseliminar el disolventea vacio,el crudo dereacciónse
purificó por cromatografíarápida en gelde sflice (hexano:acetatode etilo 5:1) obteniendo
1>38 gr (rendimientodel46%) de 32.

P.f.= 65-66 OC.
IR (Nujol): 3050, 3030-2780 (a), 2730, 1715 (a> -C=O)), 1620.
1H-RMN (300 MHz, CDCl3): 2,81 (t, 21-1, J= 7,3 Mz, -CH2-), 3,10 (t, 2H, h 7,3 Hz,

-CH
2-)> 6,03 (s, 2H, -OCH2O-),6,73 (s, 1H, H2Ar), 7,45 (s, iR, M5M), 9>76 (s,

lEl, -CRO).
AnálisiscalculadoparaC10H9OsN:C- 53,81%, M- 4,04%, N- 6,28%.

Hallado: C- 53,82%,R- 4,14%,N- 6,27%.

7.5. Síntesis del ácido 3~(4~hidroxi~3.metoxifeniI)prOPiófliCO(35).

Lareacciónapartir de ácido4-hidroxi-3-metoxicinámico34 selleva acabode forma

análogaa la indicadaen el apartado7.1. La obtencióndel producto35 tiene lugar conun
rendimientodel 92%.

IR= 3650-3300(a> -OH), 1700 (a> -0=0), 1520, 1440.1M-RMN (200 MHz, CDCI3): 2,66 (m, 2R, -CM
2-), 2,90 (m, 2H, -CH2-), 3,87 (s, 3H,

-OCH3),6,87-6>68(m, 3M> HAr).
Análisis calculadoparaC10H1204:C- 61,20%,H- 6,10%.

Hallado: C- 61,40%,M- 6,20%.

7.6. Síntesis de 3~(4.hidroxi~3-metoxifCfliI)prOPaflaI (36)

A la disoluciónformadapor adición bajoargonde 22 ml de acetonitriloy 35,4ml de

tetrahidrofuranoa 1>9 gr (14>32 mmol) de cloruro de clorometilendimetilamonio 95%, se
añadeunasoluciónformadapor 2>81 gr (14>32mmol)de ácido35 y 1,14 ml (14,32mmol) de
piridinaen 22 ml detetrahidrofurano,a -30

0C. La mezclaseagitadurante21 horasalamisma

temperatura.A continuaciónseañadeunasuspensiónde 1,3 mmol deiodurodecobre(1) en
tetrahidrofuranoy 17>18 ¡nl (17,18mmol) desoluciónde hidruro detri-terc-butoxialuminio y
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litio lM en tetrahidrofuranoa-78 OC. La mezclade reacciónseagitadurante10 minutos,se
añadesoluciónde ácido clorhídrico 2N y se extraecon éter. La faseorgánicase lava con
soluciónsaturadade bicarbonatosédico,sesecasobresulfatosódico,sefiltra y el disolventese
evaporaa vacío, El residuoobtenidosepurifica por cromatografíarápidaen gel de sílice
(hexano:acetatodeetilo 1:1)> obteniéndose1,23 gr (rendimientodel48%) del aldehído36 y

0,87 grde mezcladel correspondientealcohol37 y productossecundarios.

IR (entrecristales): 3650-3100(a, -OH), 2990-2700(variasbandas,a> -CHO), 1720 (a,

-C=O), 1520.
1H-RMN (200MHz, CDCl

3): 2,72-2,80(m, 28, -CH2-), 2,86-2,94(m, 2H, -CH2-), 3,87 (s,
3M, -OCR3),5,51(s, iR, -OH), 6,66-6,87(m, 3M, MAr), 9,80-9>82(m, 1H, -080).

AnálisiscalculadoparaC10H1203:0-66>67%,El- 6,67%.

Hallado: C- 66,72%,8- 6>38%.

7.7. Síntesis de 3~(4~hidroxi.3~metoxi~5-flitrOfCfliI)PrOPaflal (38)

A unadisolución formadapor 0,5 gr (2>8 mmol) del aldehído36 en 10 ml de éter

etílico, agitada a -24 OC, se adicionanlentamente 5 equivalentesde ácido nítricofumante.
Pasados10 minutos,el crudo de reacciónseadicionasobrehielo. La soluciónseextraecon
acetatode etilo: la mezclade fasesorgánicassesecasobresulfato sódicoanhidro,sefiltra y
elimina el disolventea vacio. El crudo de reacciónsepurifica en columnade gel de sílice
(hexano:acetatode etilo 1:2) obteniendo0,33gr del aldehído38,rendimientodel 53%.

P.f.= 87-90 OC

IR: 3650-3120 (2bandas,a> -OH), 3100, 1710 (-0=0), 1545 (a, -NO2).
1H-RMN (200 MHz, CDCl3): 2,81-3,91(m, 4H, 2 -CM2-), 3,91 (s,38, -OCM3), 7>24 (d,

iR, 5=2>1 Hz, H2Ar), 7,49 (d, 18, 5 2,1 Hz, HÓAr), 9,8 (s, 18, -CHO), 10,94 (s,
18, -OH).

AnálisiscalculadoparaC
10H1105N:C- 53,33%,8-4,88%,N- 6,22%.

Hallado: C- 53,69%,H- 5,02%,N-5,98%.
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78. Síntesis de [3.(4.hidroxi.3.metoxifenil)PrOPiIideflF2,4.Penta~~od¡ona(39)

La mezclaagitadade 0,30 grdel aldehído36 y 0>17 ml de 2,4-pentanodionaen 2>5 ml
de tetrahidrofuranoessaturadaconácidoclorhídricogas.La disoluciónseagitaa4 0C durante
21 horas.El crudode reacciónsediluye conaguay seextraecondiclorometano.El extracto
orgánicosesecasobresulfato sódicoanhidro, se filtra y el disolventeseelimina a vacio. Se

obtienen0,41 gr de un crudo quemediantecromatografíaen columna(hexano:acetatO2:1)
permitió el aislamientode 0,16 gr del producto de condensación39 algo impuro
(aproximadamenteun 22% de impureza).Unanuevacromatografíatampocoproporcionóel
producto puro (rendimiento aproximado del proceso de condensacióntras las dos
cromatografiasen gel de sílice: 28%).Sepurificaron20 mg deproductoporHPLC, obteniendo
11 mg de 39 y 7 mg deproductoimpuro.

IR (entrecristales): 3650-3100(-01-1), 1705 (-C=O), 1665 (-C=O), 1515 (-NO
2), bandas

anchas,1R-RMN (200 MHz, CDCl
3): 2,17 (s, 3M> -COCH3), 2,26 (s, 3M, - COCH3), 2,57-2,49

(m, 2R, -CH2-)> 2,72-2,66 (m, 2H, -CH2-Ph), 3,85 (s, 31-1, -0CM3), 5,54(s, 111,
-OH)> 6,85-6,50 (m, 4H>

31-1Ar~ -C1-b¿)
13C-RMN (50 MHz, CDCI

3): 26,1 (-CM3), 31>5 (-CH2-), 34,4(-CH2AO, 55,9(-OCH3),

110,9 (CHAr)> 114,4 (CHM)> 121>0 (CHAr)> 132>0> 144,2> 145>5, 145,6 (CH)>

146,6, 197,0 (-CO-)
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MATERIALES Y METODOS

Losproductosgeneralesutilizadoserande la máximapurezay procedíandelas firmas
comercialesSigma,Merck,Flukao Aldrich. La [3H]-SAMde actividadespecífica15 Ci/mmol
se obtuvo de Amershamy la SAM sin marcarutilizada de BoehringerMannheim.Los
materialesparala filtraciónen gel seobtuvieronde Pharmacia.

LascentrífugasutilizadasfueronSorvalíconrotores5534y OSA. Parael contajede las
muestrasradiactivasseutilizó un contadorde centelleoliquido LKB, modeloRackbeta1219.
Lasmedidasde absorbanciade UN serealizaronen un espectrofotómetroPerkin-Elmermodelo
% seriePECCS.

1. PREPARACION DE COMT

La enzimautilizadaen los ensayosseaisló de hígadode cerdo siguiendoel método
utilizadopor Nikodejevicy cols,121ligeramentemodificadoen nuestrolaboratorio17.Todoel
procesode purificación de la enzimatuvo lugar a 4 OC, Una vez troceadoel tejido, se
homogeneizóen una soluciónal 2% de KCl (p/v) utilizando un homogeneizadorde aspas

(Sorvall) durante10 mm. Secentrifugóa 12.000g durante30 mm, y el sobrenadanteseajustó
cuidadosamentecon ácido acético IM a un pH de 5,0, agitandola suspensióndurante15
minutos más> seprocedióa unanuevacentrifugaciónen idénticas condiciones.El nuevo

sobrenadantese neutralizócon NaOH IM y se sometió a precipitaciónfraccionadacon
(NH4)2S04; en primer lugar sellevó a 30% de saturación(0>16 gr/mI>, descartandoel
precipitadoobtenidodespuésde centrifugar20 mm a 17.000g; seguidamente>el sobrenadante
sellevó a 50%de saturacióncon sulfato amónicoy la proteínaprecipitadasesedimentóenlas
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mismascondicionesanteriores.El precipitadoseredisolvióen el mínimovolumende tampón
fosfato 10 mM pH 7,0.

La soluciónasí obtenidasefiltró a travésde una columna (5 x 60 cm) rellena de
SephadexG25 de gradomedio(tamañodepartícula50-150 iim)> previamenteequilibradacon

tampónfosfato10 mM pH 7,0. Laproteínaseeluyóconun flujo de 2 ml/mm y unavezeluida
seconcentróbajopresióndeN2en unacélulaAmicon hastaun volumenaproximadode 50 ml.
El concentradoasí obtenidoseaplicóaunacolumnadeSephadex0200 (5 x 90 cm) y seeluyó
en las condicionesdescritasanteriormente.Se midió actividady absorbanciade las fracciones
recogidasy, aquellas que presentaronactividadsereunierony mezclaronbien antesde ser
distribuidasen alícuotasde 1 mi, las cualessecongelarona -30 0C.

2. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE PROTEíNAS

La concentraciónde proteínasde la preparaciónenzimática(concentraciónde proteínas
>0,2mg/mí) fue determinadade acuerdoconel métodomicrobiuretde 0oa150queutiliza el
reactivode Benedict>empleandoalbúminadesuerobovino cristalizadacomoreferencia.

Parala elaboraciónde la curvapatrónsetomaronvariasconcentracionesde albúmina
bovinaentre0,2 y 0,4mg/ml de proteínay seañadieronacadauna2 mide NaOM iN y 0,2ml
de reactivode Benedict; tras 20 mm. de reposose midieronlos valoresde absorbancia
observadosparacadamuestraa = 330 nm. La medidade la concentracióndeproteínade la

preparaciónenzimática se realizó tomando alicuotas de ésta y realizandoel mismo
procedimientodescritopara la albúminabovina> los valoresobtenidossellevaron a la recta
patrónobteniendoel valor de la concentracióndeproteínasdedichasmuestras.
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3. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Paradeterminar la actividad de la preparaciónenzimáticase siguió el método
radioquimico descritopor ZUrcher y Da Pradat22 ligeramentemodificado en nuestro
laboratorio17.

En cadaunodelos experimentos>la mezcladereacciónde 0,25 ml contenía:enzima
(1 unidad,definida como la cantidaddeproteínaquecatalizala transformaciónde 1 nmol
de sustratopor minuto),catecol20 mM, [3H]-SAM0,9 mM (1,6 Ci/mol), MgCl2 1,5 mM,

DTT 2>5 mM y tamponfosfato 125 mM pH 7,6. La reacciónseinició por adiciónde la enzima
precalentadaa 37 OC. La mezclafue incubadaa 37 0C durante10 minutos,tras los cualesse
adicionaron0,25 ml de ácido cítrico frío 1M paracortarla reacción.Seprepararonblancosen
los cualesseañadióel ácidocítrico antesquela soluciónenzimática.

Enlos vialesdecentelleoen los quesellevó a cabola reacciónenzimática,seañadieron
1,5 ml de hexano:tolueno(4:1, y/y) conteniendo2,5-difeniloxazolal 0,4% (p/v) y 1,4-bis-(2-
[5-feniloxazolilflbencenoal 0>01% (plv) y se agitaron los tubos vigorosamentedurante

30 segundos.La radiactividadpresenteen la faseorgánicasedeterminédirectamenteen los
viales.

4. ESTUDIOS CINETICOS DE INHIBICION DE COMT

Los ensayosde inhibición de COMT serealizaronusandounaconcentraciónfija de
enzima,concentracionessaturantesde ambossustratos(catecoly [3H]-SAM)y un tiempode
reacciónde 10 minutos.Parafijar lascondicionesde ensayosedeterminóenprimer lugar la

proporcionalidaddela actividadenzimáticacon la concentraciónde proteínay conel tiempode
incubación.En las condicionesfijadas (1U, 10 mm) la cantidadde sustratotransformadono
superabael 5% dela concentracióninicial, asegurándoseasíla medidadevelocidadesiniciales.
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41.. Determinación de valores de ICso

Lasmedidasdeactividadenzimáticasellevaron a caboa distintasconcentracionesdel
inhibidor ensayado.Los inhibidoresa ensayarsedisolvieronen DM50, a unaconcentración

50 mM. Las diferentes concentracionesde inhibidorseobtuvieronpor dilución conaguadela
anterior,de tal forma quela concentraciónfinal de DM50 en la mezclade reacciónno superaba
el 3%, concentraciónquesehablacomprobadoqueno afectabaa la actividadenzimática.La
actividadresidualsedeterminósiguiendoel métododescritoen el apartado3.

4.2. Ensayos de inhibición de COMT

4.2.1. Inhibición ,eversible,sin pi-e-incubaciónde enzimae inhibidor.

Manteniendofija la concentracióndeunodelos sustratos,sevarió la concentracióndel
otro sustratoy semidió la actividaden presenciadedistintasconcentracionesde inhibidor.La
reacciónseinició por adiciónde enzima,equilibrandopreviamentea37 OC ambassoluciones

~enzimáticay mezcladereacción).

4.2.2. Inhibición in>-eversible, COfl pi-e-incubación de enzimaeinhibidor.

Se preparóuna mezcla 150 mM en tampón fosfato potásicopH 7,6, distintas
concentracionesde inhibidor (o el mismo volumen de agua en los coútroles)y solución
enzimáticaquesepre-incubóa37 OC (iniciandola pre-incubaciónporadiciónde la enzima).A
tiempos fijos de pre-incubación se determinó la actividad residual según el método indicado

anteriormente.

Paraestablecerla existenciade inhibición irreversiblesellevaron a cabo ensayos
adicionalespor los métodossiguientes:
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A. Método de dilución

Se prepararon 100 gí de una mezcla concentrada de solución enzimática y diferentes

concentracionesde inhibidor (o el correspondientevolumende aguaen los blancos)quese

incubéa 37 OC durante1 hora. Transcurridoeste tiempo se diluyó 20 vecestomandouna
alícuotade 12>5 gí y se determinóla actividad residual por el procedimientodescrito

anteriormente(esto suponeuna dilución de 20 vecesrespectoa la mezclapre-incubada).

Asimismo,sellevó acabola determinacióndela actividadresidualcuandoserealizóel proceso
sin pre-incubación de la mezcla enzima-inhibidor, a concentraciones de este tiltiino tales que sus

valores en mezcla de reacción se correspondían con los utilizados en el ensayo con pre-

incubación.

B. Métododediálisis

Se prepararon500 i.t1 de mezclade solución enzimáticae inhibidor o la cantidad

correspondiente de agua (mezcla control).

La medida de actividad de las muestras tuvo lugar en primer lugar sin pre-incubación de

las mismas y posteriormente tras una hora de incubación a 37 0C. La reacción se inició por

adición de 25 gí de la mezclaenzimática,Los 400 gí restantesde soluciónenzimáticapre-

incubada,sedializaronfrente a tampo$ fosfato 10 mM pH 7 durante20 horas y a 4 OC de

temperatura.Las medidasde actividad dela mezcladializada serealizaroncon alícuotasde
50 gí deextractoenzimático,observándosela pérdidacasi total de la actividadenzimáticatrasel

proceso de diálisis.

C. Método de filtración atravésde SephadexG25.

Se preparó una mezcla de 200 gí de solución enzimáticae inhibidor, o la

correspondiente cantidad de agua (mezcla control).

Las medidas de actividad tuvieron lugar en dos condiciones: sin pre-incubación de las

muestrasy tras unahoradepre-incubacióna 37 oC, La reacciónse inició por adiciónde 25 pi
de la mezclaenzimática.Los 100 gí de mezclapre-incubadaseaplicaronsobreunacolumnade
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Sephadex025 y seeluyó con: tampón fosfatopotásico 100 mM pH 7,6, 10 mM MgCl2>
10 mM EDTA y 1 mM D~. La medidade actividadresidualse realizó con 100 I.tl de la
fracción activa resultante del proceso de filtración.

5. ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS CINETICOS

El primer análisis de los datos cinéticos de inhibición reversible de COMTse realizó

mediante representación de Linewaver-Burk
134. Las constantes cinéticas se calcularon en un

ordenadorpersonal>utilizando un programaFORTRAN IV descritopor Clelandt51,al
introducir las ecuaciones cinéticas de los distintos tipos de inhibición reversible y los datos

experimentales.

Los valoresde las constantesde velocidad>Kcat, de la inhibición de COMT por los
productos que actuaban como inhibidores de tipo tight-binding”, se determinaron a partir de la

representaciónde Ackerman-Plottert39.El valor de laKi aparenteesel punto decorteen el eje
de ordenadasal realizarla representacióngráficade los valoresde 1C50 frentea la concentración
de enzima131.

El análisis de las constantes de velocidad de la inactivación irreversible de COMTse

realizósiguiendola ecuacióndescritapor Rayy Koshland129y la aproximacióngráficautilizada
porBorchardty Thakker98.Unavez realizadoun cálculo previode las constantescinéticas,se
utilizó el programade regresiónno lineal Enzfitteral queseintrodujo la ecuaciónapropiadapara

el análisis de los datos.
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Como consecuenciadel trabajo de TesisDoctoralrecopiladoen estaMemoriapuede
hacerseun resumendelmismoy establecerlas siguientesconclusiones:

1. Sehan sintetizadoy evaluadobu vitro comoinhibidoresdeCOMT 9 niu-oderivadosde
hidroximetoxibenzaldehídoy 6 nitroderivadosde dihidroxibenzaldehído.

2. Losestudiosdeinhibición de COMT, aisladade hígadode cerdo,por los derivadosde

benzaldehído,muestranquemientiasquetodos los dihidroxinitrobenzaldehidosactúan
como inhibidoresde COMT, únicamenteun hidroximetoxinitroderivado,la 5-nitro
isovainillina, se comporta como tal.

3. La 5-nitroisovainillina es un inhibidor de tipo competitivo con el catecol y acompetitivo

con SAM; los análogosdel sustratocatecolactúancomoinhibidoresmixtos frentea
catecol y acompetitivos frente a SAM.

4. La actividad inhibidora de los dihidronitrobenzaldehidosestudiadosdependede la

posiciónrelativadel gruponitro. Los nitroderivadosmás activoscómoinhibidoresson
los que tienen el grupo nitro en posición orto respecto a uno de los grupos hidroxilo.

5 Sehan sintetizadoy ensayadocomoinhibidoresde COMT unaseriede 1-vinilderivados
de nitrocatecoly nitroguayacol;compuestosdotadosde un grupovinilo reactivohacia

grupos-SR,Solo uno de estosproductos>la 3~(3~hidroxi-4-metoxi-5-flitrObCnCilidCnP
2,4-pentanodiona(17) actúacomo inhibidor irreversiblede COMT, y modifica dos

grupos-SRde la enzimacondiferentereactividad.
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6 Serealizaronestudiosdeprotecciónde la enzimafrenteala inactivaciónpor el producto
17, utilizando 8AM, DNC, o ambos;los resultadosobtenidosenestosensayosparecen
indicar quelos dosgruposquemodifica 17 seencuentransituadosen el centroactivode
la enzima o próximos a él,

7 Los estudios de inhibición de COMTrealizados con la [2-(3,4-dihidroxi-2-

nitrofenil)vinil]-fenil cetona (21)> muestran que el producto es un inhibidor reversible

pero lentamente disociable, “tight-binding’.

8 Se realizó la síntesisy ensayode un producto> la [3-(4-hidroxi-3-metoxifenil]-2,4-
pentanodiona(39),con unacadenaen posición 1 largay flexible queprevisiblemente
podríafacilitar el accesodel grupovinilo a losgrupos-SM presentesen el centroactivo

de la enzima. Los ensayos de inhibición de COMTmostraron que se trata de un

productoconmuy bajaafinidadpor la enzima,queactúacomoinhibidor irreversiblede

COMT.
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