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INTRODUCCION



La catecol-O-metiltransferasa (COMT, EC. 2.1.1.6.) es una enzima que cataliza la
transferencia de un grupo metilo de la S-adenosil-L-metionina (SAM) a sustratos que poseen un
grupo catecol, dando lugar al producto de O-metilacién y una cantidad estequiométrica de
S-adenosil homocistefna (SAH)!-3, La reaccién tiene lugar en presencia de un catién divalente,
siendo el ion Mg*2 el mds efectivo? . El esquema del proceso se indica en la figura 1.

H COMT CH,0
Mg2+ _
HO R / \ > HO R
SAM SAH
Figura 1

Aunque en 1951 se observé por primera vez la existencia de procesos de O-metilacién
en tejidos animalesS, esta enzima no fue descrita y parcialmente purificada hasta 1958}, Ese
mismo afio, Axelrod y cols.5 mostraron que esta enzima cataliza in vivo la O-metilacién de

catecolaminas tales como dopamina y adrenalina.

Los estudios realizados a partir de entonces ponen de manifiesto que COMT juega un
papel fisiolégico importante en la inactivacién extraneuronal de catecolaminas endégenas y en la
detoxificacién de catecoles xenobidticos} 78, La alteracién de los niveles normales de
catecolaminas fisiolégicamente activas se ha relacionado con diversos estados patol6gicos tales



como la hipertensién, la depresién enddgena y la enfermedad de Parkinson’; esto hace que
exista un gran interés en la obtencién de inhibidores efectivos y selectivos de COMT que
puedan ser utilizados con fines terapéuticos, solos o en combinacién con otros productos, en el
tratamiento de algunas enfermedades originadas por deficiencias en determinadas

catecolaminas.

Asimismo, el control de la actividad de COMT mediante el uso de compuestos capaces
de inhibir especffica y potentemente la enzima podrfa ser de gran utilidad en la caracterizacion
estructural y funcional de ésta, asf como en 1a elucidacién de su papel fisiol6gico.

Aunque se han descrito como inhibidores de COMT un considerable niimero de
productos, la mayorfa de éstos carecen de eficacia y selectividad, ademds de ser altamente
t6xicos?. Recientemente sc han preparado nuevos inhibidores de COMT potentes y
selectivos?-1!, algunos de los cuales estdn siendo experimentados en animales y en voluntarios
humanos para su aplicacién en el tratamiento del Parkinson!2-13, La mayor parte de estos
productos son derivados de 3.4-dihidroxibenceno sustituido en posiciones 1 y 5, siendo el
sustituyente en posicién 5 un grupo nitro,

El desarrollo de la Tesis que se describe en esta Memoria se llevé a cabo tenjendo en
cuenta los antecedentes existentes hasta el momento sobre inhibidores de COMT, asf como los
resultados obtenidos en nuestro grupo de trabajo con derivados de maleimidal®:17,
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1. CATECOL-O-METILTRANSFERASA (COMT).
CARACTERISTICAS GENERALES



La catecol-O-metiltransferasa es una enzima ampliamente distribuida en los seres vivos,
tanto en animales! como en plantas!8, En mamiferos esta enzima estd presente en la mayor parte
de los tejidos, asf como en el sistema nervioso periférico y central, observindose mayores
actividades en bigado, rifién, intestino, ttero y placenta?. La principal funcién de COMT es el
metabolismo de catecoles con actividad biolégica o téxicos.

COMT es una enzima citopldsmica de la que existen dos formas diferenciadas en base a
su localizacién subcelular, la forma soluble (COMT-S) y la forma asociada a membrana
(COMT-M), que se han puesto de manifiesto en cerebro!%29, corazén20, higado?!, intestino??
y eritrocitos®, aunque las caracterfsticas exactas de cada una de estas formas no han sido
establecidas hasta el momento. Ademds, s¢ han detectado diferentes fracciones solubles con
actividad que hace pensar en la posible existencia de isoenzimas?? o al menos, de diferentes
estados funcionales de 1a enzima,

1.1, FORMAS DE COMT: COMT-S§ y COMT-M

Inicialmente se pensé que COMT se encontraba localizada casi exclusivamente en la
fraccién soluble de la célulal, pero posteriormente se observé que microsomas de hfgado de
rata, una vez separados de la fraccién soluble, también eran capaces de metilar catecoles?,
ponicendo as{ de manifiesto la existencia de enzima unida a membrana,

Los estudios realizados con COMT parecfan mostrar que la mayor parte de la actividad
de la enzima, tanto en tejidos humanos como en rata, se debfa a la fraccién soluble?-27 (la
actividad de COMT-M se suponfa comprendida entre un 0 y un 30% del total). Asf, la mayorfa
de las revisiones publicadas sobre esta enzima consideraban que en el sistema nervioso central
la forma soluble era la que llevaba a cabo predominantemente la O-metilacién de
catecolaminas’$; no obstante, una reciente revisién sobre COMT unida a membrana y su papel
en la O-metilacién de catecolaminas neurotransmisoras?® considera que, en contra de lo que se
crefa hasta entonces, es la COMT-M la principal responsable de la metilacién de catecolaminas a



concentraciones bajas o fisiolégicamente normales de éstas, siendo la actividad de la fraccién
soluble la que predomina una vez que ha tenido lugar la saturacién de la forma unida a

membrana.

A pesar de que ambas formas parecen tener una considerable similitud estructural,
existen diferencias tanto en la estructura ffsica como en las propiedades bioquimicas de las
mismas. Asf, se ha establecido que COMT-M es una protefna integral de membrana que
presenta una afinidad hacia sustratos catecélicos mucho mayor que COMT-$2%; ambas formas
difieren entre otras cosas en el peso molecular (aproximadamente 26 KDa para COMT-M y
23 KDa para COMT-S), el pI (6,2 para COMT-M mientras que el de COMT-S es 5,2) y la
localizacién subcelular?s,

A su vez existen distintas formas de COMT-S que fueron observadas por primeri vez
por electroforesis, durante la purificacién de la enzima aislada de higado de rata30. En 1985
Grossman y cols.27 aislaron de hfgado de rata dos formas enzimdticas con peso molecular 23 y
26 KDu; la forma de 23 KDa pudo separarse en tres bandas con distinto pl.

Resultados recientes parecen mostrar que las distintas formas de COMT se originaron a
partir de un tnico gen y diversas modificaciones post-traduccionales®6:31, La expresién de
COMT-S y COMT-M recombinante en Escherichia coli 3 y en células eucariéticas33 parecen
indicar que la forma soluble de COMT se genera a partir de la COMT-M tras una modificacién
traduccional,

1.2, AISLAMIENTO Y DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La primera vez que sc realizé el aislamiento de la enzima se utilizé higado de rata como
fuente de COMT y se obtuvo una purificacién de 30 veces respecto del homogeneizado de
partidal, Posteriormente, se obtuvo un grado de purificacién de 200 veces® mediante
fraccionamiento con sulfato amdnico, filtracién en gel y posterior cromatograffa de intercambio
i6nico; la introduccién de un nuevo paso de purificacién en este proceso3? permitié un grado de
purificacién de unas 450 veces y se determiné un peso melecular de 24.000 Da. Se observd
también que la enzima aislada presentaba una gran inestabilidad que se reducfa incluyendo
ditiotreitol (DTT) en la preparacién; esta inestabilidad se hizo mds patente al aumentar el grado
de pureza de la preparacién enzimdticads, Utilizando cromatograffa de afinidad, después de los



procesos de filtracién, se ha llegado a purificar la enzima de higado de cerdo unas 3.200
veces3? y la de cerebro de cerdo unas 16.50038,

El desarrollo de anticuerpos monoclonales capaces de reconocer una o ambas formas de
la enzima ha ayudado al reconocimiento y posterior secuenciacién de COMT aislada de higado
de rata26; y mds recienternente de placenta humana®® y de higado de cerdod0,

La actividad de las preparaciones enzimdticas puede ser detectada empleando distintas
técnicas analfticas?l: métodos fluorimétricos, espectrofotométricos, isotépicos, cromatograffa
de gases o cromatograffa l{quida de alta eficacia (HPLC).

El primer método utilizado para la determinacién de la actividad de COMT fue la medida
de la fluorescencia de los productos O-metilados a pH bajo!; no obstante, para la determinacién
de los productos de metilacién mediante este procedimiento es necesario scparar las
catecolaminas de partida, ya que éstas tienen In misma excitacién y emisién que los productos
O-metilados. Para evitar este problema, posteriormente el método mds empleado ha sido el
radioqufmico, en el cual se utiliza SAM marcada con 4C 0 3H y se mide la radiactividad, tras
extraer de la mezcla de reaccién el producto resultante de la O-metilacién del sustrato. Este
método posee una gran sensibitidad y precisién42,

Los avances que han experimentado las técnicas analfticas han potenciado el empleo del
HPLC en el proceso de separacién de los productos, utilizando para su posterior deteccién
alguno de los métodos indicados anteriormentef3-45,
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COMT
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2.1. Sustratos

COMT puede actuar sobre una amplia variedad de sustratos aceptores de grupos metilo,
todos ellos con una caracterfstica comiin: la presencia de una estructura catecol,
independientemente de cualquier otra sustitucién en el anillo aromitico. Sin embargo, el iinice
sustrato que puede actuar como donador de metilos en este proceso es el estereoisémero natural
(-)SAMH6,

Aunque en un principio se observé que la enzima no mostraba estereoespecificidad
respecto a D- y L- isémeros de adrenalinal y noradrenalina®? , posteriormente el estudio cle la
estereoespecificidad y selectividad de COMT para dopa y derivados mostré que la enzima
presenta una mayor afinidad y mayor velocidad mdxima con el isémero L-dopa’8,

La O-metilacién de catecolaminas y otros sustratos fisiolégicos in vive conduce casi
exclusivamente al derivado metilado en posicién meta?; no obstante, la enzima es capaz de
metilar in vitro la posicién para de los mismos sustratos fisiolégicos??30, Esta diferencia
puede deberse a alguna alteracién en la naturaleza del centro activo de la enzima que podrfa tener
lugar durante el proceso de aislamiento, o bien a que in vivo los productos p-metilados puedan
ser metabolizados por otras rutas alternativas,

La proporcién de productos p- y m-O-metitados in vitro depende fundamentalmente de
tres factores: la concentracién del catién divalente, la naturaleza del sustrato aromdtico y el pH
de 1a mezcla de reaccién. Asf, los isémeros metilados en posicién meta predominan con
sustratos que contienen sustituyentes fuertemente polares, como ocurre en la mayorfa de los
sustratos fisiolégicost?, Con sustituyentes no polares la relacién entre productos m- y
p-metilados es préxima a la unidads! .
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2.2, Mecanismo cinético

Aungque los estudios dirigidos a esclarecer el mecanismo cinético de la reaccién
catalizada por COMT han dado lugar a resultados contradictorios, finalmente parece establecido

un mecanismo secuencial para este proceso.

El primer mecanismo propuesto para esta reaccion fue un mecanismo al azar, utilizando
en ¢l estudio enzima purificada de higado de rata y adrenalina como sustrato’253, También fue
propuesto para ¢l proceso un mecanismo ping-pong basdndose en estudios de inhibicién por
tropolona®4 y 8-hidroxiguinolina®.

Posteriormente, Rivett y Roth36 postularon en 1982 un mecanismo secuencial tras
realizar estudios de velocidades iniciales, inhibicién por producto y por tropolona, con enzima
unida a membrana aislada de cerebro humano. Este tipo de mecanismo fue también propuesto
cuando se realizé su estudio con enzima soluble de cerebro de ratas?, de cerebro humane® y de
higado de cerdo!”. Estos tiltimos estudios permiticron descartar los mecanismos al azar y ping-
pong originalmente descritos para COMT.

En el esquema propuesto para el mecanismo de la reaccién de COMT, el primer sustrato
que se une a la enzima es el donador de metilos, siendo el guayacol el primer producto que se
libera.

CATECOL
SAM
3
Mg*s COMT-SAM

e

COMT

COMT-SAM-CATECOL

COMT-SAH-GUAYACOL

GUAYACOL
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Un estudio sobre el mecanismo cinético de unién del Mg2+ realizado por Jeffery y
Roth39 (1987) sugerfa que el catién divalente se une a COMT siguiendo un mecanismo de
reaccién secuencial en equilibrio rdpido, previo a la unién de SAM. No obstante, en nuestro
grupo de trabajo se realizé un estudio de proteccién por sustratos de la inactivacién de COMT
por derivados de maleimida, observdndose que no parecfa necesaria la presencia de iones
magnesio para la unién de SAM; por tanto estos resultados sugerfan una unién al azar de SAM
y Mg+2 17,



3. INHIBICION DE COMT
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3.1. Interés terapéutico.

Como ya se ha indicado en la introduccién, COMT juega un importante papel
fisiolégico en 1a inactivacién de catecolaminas endégenas y en la detoxificacién de catecoles
xenobidticos. La mayorfa de los productos metabélicos de dopamina, norepinefrina y epinefrina
excretados en la orina son el resultado de procesos de desaminacién y metilacién,

Existe un gran interés en la obtencién de inhibidores selectivos de COMT dec baja
toxicidad, debido a que algunas catecolaminas sobre las que actia la enzima se encuentran
implicadas en varias situaciones clfnicas, tales como la hipertension, el Parkinson y 1a depresién
endégena entre otras’,

Desde el punto de vista terapéutico, el aspecto mds interesante de la bisqueda de nuevos
inhibidores de COMT es su aplicacién potencial en el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson23.60-62, Bsta enfermedad se caracteriza por rigidez muscular, espasmos, temblores y
pérdida de habilidad para los movimientos iniciales, como resultado de una deficiencia en
dopamina causada por la destruccién gradual de las neuronas dopaminérgicas en el striatum83,

La dopamina como tal no puede ser administrada en €l tratamiento de esta enfermedad,
debido a su incapacidad para atravesar la barrera hematoencefélica; por ello, para mitigar los
sfntomas del Parkinson®* se utiliza un precursor de dopamina, la L-3,4-dihidroxifenilalanina
(L-dopa o levodopa), la cual es capaz de llegar al cerebro, donde es transformada
enziméticamente a dopamina, Bn los esquemas 1 y 2 se muestran las principales rutas del
metabolismo de dopamina y levodopa respectivamente.



OCH;
Aldehfdo deshidrogenasn
COMT
OH
OH COOH
Acido homovainill{nico
Noradrenalina
COOH
Acido 3,4-dihidroxilenilacético Dopamina B-hidroxilasa
AldehidoJeshidrogenasa OH
O OCH,
MAQ COMT MAQ
S . e e
Aldehidofreductasa NH, NHy
Dopamina 3-Metoxitiramina
OH OH
18181 QOCH,
COMT Aldehido reductnsa
OH OH
3 4-dihidroxifeniletanol d-hidroxi-3-metoxifeniletanol
Esquema 1, Metabolismo de Dopamina

No obstante, de la levodopa administrada oralmente solo una pequefia parte ¢s capaz de
atravesar la barrera hematoencefdlica, pucs una parte importante es rdpidamente descarboxilada
en los vasos sanguineos periféricos dando lugar a dopamina%, La 1ntroducc16n de un inhibidor
selectivo de dopadescarboxilasa periférica (carbidopa o benserazide) pel mite aumentar la
proporcién de levodopa en sangre, aunque el porcentaje de ésta sigue siendo muy bajo ya que
tinicamente llega al cerebro entre 5-10% de la administrada oralmenteS?,
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Esquema 2. Principales rutas metabélicas de L-Dopa

Cuando la dopadescarboxilasa es inhibida, tiene lugar una activacién de otra ruta
metabdlica de levodopa, la O-metilaciéné667, dando lugar a un aumento de los niveles de
3-O-metildopa (3-OMD), que no s4lo resulta inactivo en la mejora de los sintomas del
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Parkinson®8.69, sino que también compite con ¢l transporte activo de levodopa hacia la mucosa
intestinal y Ia barrera cerebral’®. Otra posible ruta metabélica que intensifica su actividad es la
de conjugacién, mayoritariamente sulfoconjugacién, aunque los datos cuantitativos para esta
ruta se desconocen hasta el momento. La produccién de 3-OMD catalizada por COMT es la
segunda ruta metabélica en orden de importancia (10%) del metabolisme de L-dopa’!72, Una
concentracién excesiva de dopamina en el tracto circulatorio produce diversos efectos
secundarios tales como néuseas, vémitos, arritmias cardfacas, hipotensién, etc”.

Segiin lo expuesto, cabe esperar que la utilizacién de un inhibidor de COMT en el
tratamicento de la enfermedad de Parkinson pueda contrarrestar estos efectos negativos. En el
esquema 3 se indican de forma general la absorcidn, principales rutas metabélicas y penetracién
en el cercbro de levodopa, cuando se administra ste junto con un inhibidor de descarboxilasa
(IDC) y un inhibidor de COMT (COMT-I).

COMT-I
1C

Levodopn

Ol

3-OMD 3-OMD 3-0MD

Levodopa Levodopn M Levodopa

Dopnminn Dopamina
Otgas Ruips

Dopaming

Mucosa Intestinal ~ Circulacién  Barrera
Hematoencefalica

Esquema 3
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3.2 Inhibidores de COMT

Aunque los intentos llevados a cabo hasta el momento dirigidos a la obtencién de un
inhibidor especifico de COMT han sido numerosos, la mayorfa de los productos descritos son
inefectivos, téxicos o poco selectivos’ La mayorfa de los compuestos sintetizados y
ensayados como inhibidores de COMT tienen una estructura base andloga a la de los sustratos
que intervienen en el proceso o a la de los productos que se forman, aunque existe también un
reducido nimero de productos que actdan como inhibidores de la enzima y su estructura no

presenta esta analogfa.

Recientemente han sido descritos algunos compuestos que actiian como inhibidores de
COMT potentes y sclectivos? 19, algunos de los cuales presentan unas caracteristicas
farmacolégicas que les hacen interesantes para uso clinico’. Estos productos tienen como
estructura base un anillo de catecol sustituido en posicién 5 por un grupo nitro y en posicién 1
por distintos sustituyentes que, en su mayor parte, presentan conjugacién con el anillo
aromdtico.

3.2.L. Pirogalol y derivados.

El pirogalol (1,2,3-trihidroxibenceno) fue descrito en 1959 como inhibidor de
COMT™T5, pero no se consideré apto para su uso clfnico dada su clevada toxicidad y baja
potencia in vive. Este producto se comporta como un excelente sustrato de la enzima’ y su
metilacién da lugar a 1,3-dihidroxi-2-metoxibenceno?. Los efectos inhibidores de este

producto in vivoe son de muy corta duraciénl,

Algunos andlogos estructurales de interés son el dcido gilico (dcido 3,4,5-
trihidroxibenzoico) y la N1.(DL-seril)-N2-(2,3,4-trihidroxibencibhidrazina (Ro. 4-4602). El
primero de estos compuestos actéa como inhibidor de COMT menos potente que el pirogalol,
pero mucho menos téxico. El producto Ro. 4-4602 es un inhibidor de L-dopa descarboxilasa
que actda asimismo como inhibidor de COMT, con un valor de ICsp aparentemente cercano al

del pirogalol”’,
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NH,.HC
COOH Hy-NH-NH-CO-CH-CH;0H
HO
HO OH HO OH HO
OH OH O
Pirogalol Acido gdlico Ro. 4-4602

3.2.2. Catecol y derivados.

Fl catecol es un sustrato de COMT?8 que actda in vivo como inhibidor compelitivo??;
sin embargo, este producto posee una elevada toxicidad y efectes convulsivos®® que hacen

inviable su utilizacién clinica.

Existe un gran nimero de compuestos derivados de catecol que actjan como inhibidores

de COMT, como por ejemplo:

- 2-(3,4-Dihidroxifenil)acetamida (dopacetamida) y derivados, especialmente la o-propil
dopacetamida. Estos productos presentan una potencia como inhibidores de COMT similar a la
del pirogalol y no son téxicos in vivo??, no obstante, se conocen pocos datos sobre la
inhibicién producida por estos productos.

- Alpunos flavonoidest!, como por ejemplo la quercetina y la rutina.
B p

- La 3,4-dihidroxi-a—metilpropiofenona (U-0521) y cetonas andlogast?. U-0521 es un
producto que presenta gran afinidad hacia COMT y actia como un potente inhibidor de la
enzima in vivo, prolongando notablemente el efecto de L-dopa y dopamina en el tratarniento del
Parkinson83.84,

- Productos utilizados como fdrmacos tales como la L-dopa®3, el 4cido 3-(o-hidrazino-a-metil-
3 4-dihidroxifenil) propiénico? (a-hidrazino-o-metil-L-dopa, carbidopa), la isoprenalina86,

etc.
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CH,CONH, QH O COCH(CHa),
OH
OH  HO 0 OH OH
OH OH
OH
Dopacetamida Querceting U-0521
(lzoon CH
CHy-CH-NH; CI‘Iz-CIBCOOH CHOH-CHaNH-CH{CHa),
NH-NH;
OH OH OH
OH OH Ot
Dopa Carbidopa Isoprenalina

Borchardt y col 87 mostraron en 1982 que la presencia de grupos electroatractores en
posicién 5 del anillo aromético incrementaba significativamente la actividad comno inhibidores de
COMT de Ia isovainillina y el 4cido isovainillinico; obteniéndose los mejores resultados cuando

el sustituyente era un grupo nitro.

La sustitucién del anillo aromdtico con sustituyentes con grupos atractores de
electrones, particularmente en las posiciones 1y 5, aumenta la afinidad de los inhibidores por
COMT. Esta sustitucién aumenta la acidez del catecol, favoreciendo la ionizacién del hidroxilo
en posicién 4; ademds, la disminucién del pKy de los hidroxilos fenélicos debe permitir que
tengan lugar interacciones atractivas adicionales entre el inhibidor y el centro activo de la
enzima. Asimismo, la sustitucién en 5 por un grupo nitro parece transformar el producto
catecélico en un pobre sustrato de COMT, La sustitucién en esta posicién por grupos
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electroatractores de gran tamafio no tiene lugar, posiblemente debido a interacciones estéricas;
sin embargo, cuando los sustituyentes estdn en posicién 1 el centro activo de la enzima es capaz
de acomodarlos aunque éstos sean bastante voluminosos. Al parecer, ¢l tamafio y la
hidrofobicidad de los sustituyentes en posicién 1 conduce a un aumento de la actividad de los
productos como inhibidores de COMT, mientras que grupos i6nicos ejercen el efecto contrario.
Basdndose en €sto, recientemente han sido descritos en la literatura una serie cle productos que
actiian como inhibidores de COMT potentes y selectivos®10, Con algunos de estos productos,
cuya estructura se indica en la figura 2 se estdn llevando a cabo en la actualidad ensayos in vivo,

La 3-(3,4-dihidroxi-5-nitrobenciliden)-2,4-pentanodiona (OR-462 o nitecapone) es un
inhibidor muy potente y selectivo de COMT y no es sustrato de la enzima8889, Cnando es
administrado en combinacién con L-dopa y carbidopa es capaz de mantener altos los niveles de
L-dopa reduciendo la excrecién de metabolitos metilados de dopamina!290, Ademds, el

OR-462 posee baja toxicidad in vivo!314,

La N,N-dietil-2-ciano-3-(3,4-dihidroxi-5-nitrofenil)acrilamina (OR-611) es otro de los
productos cuyos estudios farmacocinéticos in vivo estdn dando buenos resultados en la via de
su posible uso clinico!»1315.909!, Tanto el OR-611 como el anteriormente indicado OR-462
son inhibidores periféricos de COMT, ya que no son capaces de atravesar la barrera
hematoencefalica.

La 2°-fluoro-3,4-dihidroxi-5-nitrobenzofenona (Ro. 41-0960) es otro nitroderivado de
catecol con el que se estdn realizando estudios in wivol3.90, Bste producto es un inhibidor de
amplio espectro, capaz de atravesar la barrera hematoencefélica, y posee un valor de 1D50
bastante inferior a los descritos anteriormente, aunque resulta algo mas téxico que aquellos.

La baja toxicidad de estos productos, asf como los buenos resultados obtenidos hasta el
momento en estudios dirigidos a su aplicacién potencial en el tratamiento del Parkinson, hace de
estos inhibidores candidatos a ser utilizados en clfnica. Pero antes, es necesario ampliar los
estudios con el fin de establecer y evaluar las consecuencias de posibles interacciones de estos
compuestos con sustratos de COMT y con férmacos implicades en el metabolismo de
neurotransmisores, ast como la posible activacién de otras rutas metabélicas cuando se inhibe
COMT y L-dopa descarboxilasa®2, .
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3.2.3. Otras estructuras.

En este grupo se incluyen productos descritos en la literatura como inhibidores de
COMT que se caracterizan por la carencia de grupos hidroxilos contiguos en su estructura
aromética,

Tropolonas

La tropolona y derivados (4-metil- o 4-isopropiltropolona y tropolona-4-acetamida) son
isésteros de catecol que actdan como inhibidores no competitivos de COMT"4 79,9293, Los
numerosos estudios realizados con estos productos’??* parecen indicar que actdan como
inhibidores in vive de COMT, aunque su accién es corta; problablemente esto es debido a que



23

la unién enzima-inhibidor tiene lugar de forma reversible y es muy Idbil. Por otro lado, las
tropolonas son bastante téxicas y no pueden ser utilizadas con fines clinicos.

Los resultados de inhibicién obtenidos para tropolonas y pirogalol han sido tomados
como referencia en numerosos trabajos.

HQ 0 Tropolona R=-H
4-Metiltropolona R=-CHj
4-Isopropiltropolona R=-CH(CH )2
R Tropolona 4-Acetamida R=-CH4CONH;,

S‘E[ [_).. f r.

Estos productos se comportan como inhibidores in vitro de COMT algo mds potentes
que el pirogalo]?®-35, Hasta el momento no se han realizado estudios in vive y se desconoce la
importancia fanmacolégica de este tipo de compuestos.

OH
Ra N\
/
Ry

Pir rid

Este tipo de estructuras fueron descritas como inhibidores de COMT por Borchardt®® en
1973 al estudiar una serie de 3-hidroxi-4-pironas, 3-hidroxi-2-piridonas y 3-hidroxi-4-
piridonas como inhibidores de COMT de h{gado de rata.
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Recientemente se ha descrito en la literatura una piridona, la N2-(2-piridona-6-il)-
N1 Nl.di-n-propilformamidina (CGP 28014), como potente inhibidor in vivo de COMT, no
observéndose inhibicién in vitro de la enzima (sélo actia como inhibidor a concentraciones del
orden de milimoles)!!96:97, Al igual que ocurrfa con los nitroderivados comentados
anteriormente, se ha observado que este compuesto conduce a un descenso importante en la
produccién de metoxiderivados cuando se administra junto con levedopa y un inhibidor de
descarboxilasal,

F
|
5 £ Co_ - CH2CH2GCHy
N N NC_
L CHo-CHoCHy
CGP-28014

El CGP 28014 parece actuar como un débil inhibidor de COMT en la periferia cuando
s¢ encuentra en presencia de carbidopa y L-dopa, siendo muy efectivo en cerebro. Su principal
metabolito, la 2-amino-6-hidroxipiridina, no actda como inhibidor de COMT. Aunque el
mecanismo de accién de este producto se desconoce hasta el momento, un estudio en el que se
intentan establecer las propiedades in vivo de tres inhibidores de COMT (OR-611, Ro. 40-7592
y CGP 28014), realizado por Minnistd y col.13 en 1992, parece indicar que esta piridona no se
comporta como un inhibidor de COMT propiamente dicho, sino que actda inhibiendo la
transferencia de los sustratos a la enzima,

3.2.4. Inhibidores irreversibles .

La inactivacién de COMT por reactivos de grupos sulfhidrilo!?8 sugiri6 Ja existencia de
al menos un grupo SH esencial para la actividad enzimdtica, por lo que es de prever que
reactivos de grupos SH inactiven irreversiblemente la enzima.
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Asf la 3-mercaptotiramina actia como inhibidor de COMT y no es sustrato de la
enzima??. Se postula que la inhibicién tiene lugar por reaccién del producto con un residuo de
cistefna situado en el centro activo de la enzima o préximo a €1, formindose un puente

disulfuro.

En la figura 3 se muestra la estructura de algunos inhibidores irreversibles de COMT.

CHOH-CHy-NHa COOH
SH HO SH
OH OCH;,
3-Mercaptotiraming Acido 5-hidroxi-3-mercapto-4-metoxibenzoico
CH4-CHa-NHy CHy-CHy-NH-CO-CHy-1
HO
OH H,CO OCH,
OH OH
6-IHidroxidopamina N-Todoacelil-B-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)
etilamina
Figura 3

Con el objetivo de obtener inhibidores irreversibles de COMT, en nuestro laboratorio se
prepararon una serie de N-haloacetilalquilaminas con distintos sustituyentes en posiciones 3 y 4
del anillo aromdtico variando la distancia entre el anillo y el halégeno, observdndose que,
aunque todos ellos actuaban como inhibidores irreversibles de COMT, los mejores resultados
se obtenfan cuando el halégeno era ioduro y carecfa de cadena espaciadoral®. Estudios
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paralelos realizados por Borchardtl0! con N-haloacetilderivados de 4-hidroxi-3,5-dimetoxi- y
5-hidroxi-3,4-dimetoxifenilalquilaminas, mostraron que la cadena espaciadora entre el anillo
aromdtico y la iodoacetamida no influfa significativamente en la velocidad de inactivacién de

COMT por estos productos.

Mis recientemente, en nuestro grupo de trabajo se han realizado estudios de inhibicién
de COMT por N-(3,4-dihidroxifenil)maleimidas y N-(4-hidroxi-3-metoxifenil)maleimidag!6.17
observdndose que estos compuestos inhiben irreversiblemente la enzima siguiendo un proceso
en dos fases: una rdpida y otra lenta, Este comportamiento biffsico sugiere que estos productos
modifican dos grupos SH de la enzima con diferente reactividad.

R
0O n=0-3

{ {CHy)x OH
TN

R= -OH, -OCH;
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Las estructuras a estudiar en el trabajo de investigacién que se presenta en esta Memoria
fueron seleccionadas en base a los antecedentes bibliogrificos existentes sobre inhibidores de
COMT vy a la investigacién que se realiza en nuestro grupo de trabajo en relacién con este tema.

En un trabajo previo sobre inhibidores de COMT, llevado a cabo en nuestro laboratorio,
se realizé la preparacién y estudio como inhibidores de esta enzima una serie de derivados de
maleimida, que se caracterizaban por ser andlogos estructurales de catecol o puayacol y
portadores de un anillo de maleimida como grupo reactivo de grupos SH. Los ensayos
realizados con estos compuestos mostraron que actuaban como inhibidores irreversibles de
COMT, aunque con valores de constantes de inhibicién elevados (= 10-5 M); asimismo, los
valores calculados para las constantes de velocidad del proceso irreversible indicaban que este
proceso era mity répido. También hay que tener en cuenta que el grupo maleimida es demasiado

14bil para conducir a inhibidores \tiles in vivo.

[ conocido desde hace algin tiempo que en derivados de guayacol y catecol sustituidos
en posicién 1, la introduccién de sustituyentes que atraen electrones en posicién 5 aumenta
considerablemente 1a afinidad de estos productos por el centro activo de la enzima®1087,
Tomando como referencia estos antecedentes, asf como otros aspectos de la enzima y su
inhibicién descritos en el capftulo anterior, s¢ proyecté el desarrollo del trabajo que se presenta

en esta Memoria:

_ Stntesis de nitroderivados de hidroximetoxi y dihidroxibenzaldehfdo. Estudio de la
inhibicién reversible de COMT por estos productos con el fin de establecer la influencia de la
posicién relativa de los distintos grupos en su actividad como inhibidores de COMT,

- Sintesis de 1-vinilderivados de nitroguayacol y nitrocatecol, con el objeto de obtener
compuestos de alta afinidad por la enzima, susceptibles de reaccionar con grupos SH, y
posterior estudio de su actividad como inhibidores de COMT.



29

- Bstudio de la cinética de inhibicién de COMT por algunos de los vinilderivados

ensayados.

- Stntesis de nucvos derivados vinflicos de guayacol en los que se incremente la
distancia entre el anillo aromético y el doble enlace, con el fin de obtener estructuras més
flexibles. Ensayo de estos productos como inhibidores irreversibles de COMT,



RESULTADOS Y DISCUSION



1. SINTESIS DE NITRODERIVADOS DE HIDROXIMETOXI Y
DIHIDROXIBENZALDEHIDO
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Como ya se ha indicado anteriormente, la mayor parte de los productos ensayados
actualmente in vive como inhibidores de COMT son derivados de 3,4-dihidroxibenceno
sustituido en posiciones 1 y 5, siendo el sustituyente en posicion 5 un grupo nitrol2-15, Se ha
evaluado la actividad biolégica de una serie de nitroderivados de dihidroxi e
hidroximetoxibenzaldehido con el fin de investigar coma influye la posicién del grupo nitro y
las posiciones relativas de diferentes grupos en la actividad de estos compuestos como
inhibidores de COMT in vitro. El paso previo para realizar este estudio es la sintesis de los

derivados a estudiar,

Los hidroximetoxinitrobenzaldehfdos y los dihidroxinitrobenzaldehfdos indicados en la
figura 4 se sintetizaron tomando como productos de partida el 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido
(vainilling), el 3-hidroxi-4-metoxibenzaldehfdo (isovainillina) y el 2-hidroxi-3-metoxj
benzaldeh{do (o-vainillina), con la excepcién del 3,4-dihidroxi-2-nitrobenzaldehido.

La sfntesis de los nitroderivados a estudiar se llevé a cabo siguiendo los procedimientos
descritos en la literatura para la obtencién de algunos de ellos, o mediante procedimientos
estandar; exceptuando la S-nitrovainillina (2) que es un producto comercial (Aldrich Chemical).

Los distintos hidroximetoxinitrobenzaldehidos fueron sintetizados por nitracién directa
del correspondiente benzaldehfdo o por proteccién del grupo hidroxilo, seguida de nitracién y
eliminacién del grupo protector. Un proceso adicional de desmetilacién conduce al
correspondiente derivado de dihidroxinitrobenzaldehido.
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Los procesos de nitracién de anillos aromdticos pueden tener lugar con una gran
variedad de agentes nitrantes!©2, El reactivo més comin es una mezcla de 4cido nitrico
concentrado y fcido sulfirico, pero para sustratos activos la reaccion puede llevarse a cabo con
gcido nftrico solo o con fcido nitrico en agua, fcido acético o anhfdrido acético; asf, en el caso
de aminas, fenoles y pirroles es necesario utilizar estas dltimas condiciones debido a que la
mezcla de fcidos nitrico y sulfdrico podrfa oxidar los sustratos. La especie atacante en estos
reactivos de nitracién es el ién nitronio (NO2+); asf, cuando la reaccidn se realiza utilizando la
mezcla de 4cidos nftrico y sulfdrico ticne lugar una reaccién dcido-base en la cual el fcido nftrico
es la especie que actita como base, Asimismo, cuando se utiliza dcido nftrico solo, también tiene
lugar una reaccién de equilibrio dcido-base en la cual una molécula de nitrico actda como Acido
y otra como base; en este caso, el equilibrio se encuentra desplazado hacia la izquierda,
alcanzando alrededor de un 4% de ionizacién, la cantidad de especie activa formada es
suficiente para que se lleve a cabo el proceso de nitracién, Un equilibrio andlogo al indicado en
el esquema tiene lugar, en menor extension, cuando se utilizan disolventes orgdnicos en el
proceso de nitracién,

HNO; + 2H,80, ———= NO,* + Hy0" + 2HSO4

2 HN03 —_— N02+ + NO3 T+ Hzo

En nuestro caso, la mayorfa de las reacciones se llevaron a cabo por nitracién con 4cido
nftrico fumante de los compuestos, con o sin proteccién previa del grupo o grupos hidroxilos.
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1.1. Sintesis de nitroderivados de hidroximetoxibenzaldehido

1.1.1. Nitroderivados de vainillina

La obtencién de 2-nitrovainillina (1) y de 6-nitrovainillina (3) tuvo lugar siguiendo el
procedimiento indicado en el esquema 4, Como ya se ha mencionado, la S-nitrovainillina (2) es

un producto comercial.

CHO CHO CHo CHO
NO 5 NGy
u b c
——— ——ene— e e
OCH 4 OCH 4 OCH 3 OCH 3
(081 OCOCH 4 QOCOCH 4 O
1
CHO CHO CHO CHO
O-N 04N
de Lg 1 h.g k
S et s b e .
OCH 5 OCH 4 OCH 4 OCH 3
3| OCH oCgH 4NO 3 OCH ,CgH 4NO 2 CH
3

2. KOH, AcyO. b.HNO3 (D). c. Hidrélisis. d, BrCH,CgH,4-p-NO 5, K;CO3. & H0.
LHNO,, AcOH g H;0, 0°C. h. HpSOy,

Esquema 4

La acetilacién de vainillina, con anhidrido acético e hidréxido potdsico 2N, condujo al
Q-acetilderivado correspondiente, cuya nitracién con dcido nftrico fumante y posterior
desacetilacién permitié el aislamiento del producto nitrado en posicién 2 (1)163.104 con un
rendimiento global del proceso del 55%.

En la obtencidn de 6-nitrovainillina (3)104105 ¢] grupo protector de hidroxilos empleado
fue el bromuro de 4-nitrobencilo. La nitracién con 4cido nftrico fumante del producto protegido
y posterior eliminacién del grupo protector permitié la obtencién del producto 3 con un

rendimiento global del 37%.



1.1.2. Nitroderivados de isovainillina
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Los correspondientes nitroderivados en posiciones 2 y 6 (compuestos 4 y 6
respectivamente)!06 se obtuvieron por nitracién directa de la isovainillina. Cuando el proceso de
nitracién se lleva a cabo con 1,2 equivalentes de dcido nitrico fumante se obtienen 4y 6 enuna
proporcién 1:2; estos productos fueron fdcilmente separables por cromatograffa en gel de sflice
(con rendimientos del 27% y 51% respectivamente). Si la reaccién tiene lugar con mayor
exceso de agente nitrante el producto que se obtiene es la 2,6-dinitroisovainillina (16).

CHO CHO CHO
. NO, O,N
e +
OH OH OH
OCH, OCH; OCH;
4 6
CHO CHO
, O NO,
B st nans oo
OH OH
OCH, OCH,
16
CHO CHO CHO
c d [ :]
e e —-—-—-—-—--—-—b-
OCH; OCH,4 OCH, OCH;,

a, 1,2 eq HNO; (I}, acetona, b, exc, HNO; (). ¢ KOH, Ac0. d. HNO; (). e. hidrélisis

Esquema 5

Por acetilacién del grupo hidroxilo de la isovainillina, nitracién del O-acetilderivado y
posterior eliminacién del grupo protector se obtuvo la S-nitroisovainillina (5)106 con un

rendimiento global del proceso del 30%.
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1.1.3. Nitroderivados de o-vainillina.

La nitracién directa del anillo de ¢-vainillina con dcido nftrico fumante en dcido acético
condujo, tras recristalizacién en agua del crudo de reaccién, al 5-nitroderivadol%7 (8) con un
rendimiento del 63%.

CHO
Qi
CHO CHO OCH 4
(}I a b ()SO 2CGH ‘ICH 3 c d m 2
..........-.-.-.—..—.—-u- 7
OCH 4 OCH 4 d o
05N oH
OCH 4
9
CHO CHO CHO
ol OCOCH 3 4 oH
— .
OCH 5 OCH 5 OCH 4
NO 2
7
CHO

CHO
OH . 1.2
—5 .
OCH 4 05N OCH 4
8

8. NaOH, H 50, b. CH3CgH4SO4CL ¢ HNO 5 (). d. hidrélisis. & AqO, pir.
£.HNO 3, Hy50,, g HNO 3, AcOH,

Esquema 6
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La 4-nitro-o-vainillina (7) y la 6-nitro-e-vainillina (9) se obtienen realizando una
proteccién previa del grupo hidroxilo de la o-vainillina con cloruro de p-toluensulfonilo,
seguido de nitracién y posterior eliminacién del grupo tosilo!%198; el proceso tiene lugar con
un rendimiento global del 25% y 22% respectivamente. Asimismo, la 4-nitro-o-vainillina
también se obtiene siguiendo un procese de acetilacién del grupo hidroxilo, nitracién y
posterior eliminacién del grupo protector, no detectdndose en el proceso la formacién del
correspondiente 6-nitroderivado!®. Las distintas reacciones de nitracién de o-vainiilina se
indican en el esquema 6.

1.2. Sintesis de nitroderivados de dihidroxibenzaldehido

La mayorfa de estos productos fueron preparados por desproteccion del grupo éter del
correspondiente hidroximetoxinitrobenzaldehfdo precursor utilizando mdétodos
convencionales!10; excepto el 3,4-dihidroxi-6-nitrobenzaldehfdo (12) que se obtuvo por
desproteccién del grupo metilendioxi del piperonal.

1.2.1, Nitroderivados de 3,4-dihidroxibenzaldehldo,

El 3,4-dihidroxi-2-nitrobenzaldehfdo (10) sc obtiene por ruptura del grupo éter de la
2-nitrovainillinal !, El proceso tiene lugar tras cuatro dfas de agitacién de la mezcla de reaccién
a temperatura ambiente, utilizando triclorure de aluminio sublimado y piridina como reactivos,
y diclorometano como disolvente, Otros procedimientos dirigidos a la desproteccién del grupo
hidroxilo de 1, como son la ruptura del éter con tribromuro de boro complejado con
dimetilsulfuro o el tratamiento con dcido bromhfdrico en 4cido acético glacial a 1200C,
resultaron infructuosos. El mecanismo propuesto para la desproteccién con tricloruro de

alurninio es el siguiente!!2 ;
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OH o Ak ~ AlCl OH
il b e,
CHO PirtHCI [ CHO CHO
OCH;,4 OCH,4
&
OH o
]
CHO ICl,
H” >0 A

a. AlCly, piridina.. b. piridina. ¢, H*

Como puede observarse en el esquema mecanfstico propuesto, este procedimiento no
serfa vdlido en el caso de los derivados de o-vainillina debido a que el complejo intermedio que
se formarfa serfa el resultado de la complejacién con el oxigeno carbonflico adyacente en lugar
de hacerlo con el oxfgeno hidroxflico, menos bisico, por lo que no conducirfa a la ruptura del
grupo éter.

La sfntesis de 3,4-dihidroxi-5-nitrobenzaldehfdo (11) se realizé partiendo de 5-nitrg
vainillina con dcide bromhfdrico y dcido acético como codisolvente!!3, a una temperatura de
150 9C y 19 horas de reaccién, obteniéndose 11 con el 61% de rendimiento,

En el caso del 3,4-dihidroxi-6-nitrobenzaldehido (12) el proceso de sintesis resulta mds
sencillo, tomando como producto de partida el 6-nitropiperonall!4:11% (producto comercial) en
lugar de partir de 6-nitrovainillina o 6-nitroisovainillina. La ruptura del acetal se realiza con
tricloruro de aluminio sublimado y dicloroetano seco como disolvente. Durante el proceso tiene
lugar la formacién de un intermedio clorometiléter, que es finalmente transformado en el
dihidroxiderivado 12 por tratamiento con dcido. El proceso tiene lugar con un rendimiento del
88%.
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O CHO l/‘~~-- 0 CHO H CHO
CIL, = I, |~ KX
O NO 5 HO NO, Ho NO,
a, AlCL, CICH,CH,ClL b HO0*

El proceso sintético seguido para la obtencién de los correspondientes nitroderivados de
3,4-dihidroxibenzaldehido se muestran en el esquema 7.

CHO CHO
NO, NO;,
a,b
—rrr—r— e
OCH, OH
OH OH
1 10
CHO CHO
[+
e e ]
O,N OCH, 0N OH
OH OH
2 11
CHO CHO
0O,N 0,N
de
e
0 OH
ot OH
12

2. AICl,, pir, CHyCly. b, HCY, Hy0. e, HBr, AcOH, 150°C.
d, AlCly, CICH,CH,CL. e, HBr.

Esquema 7
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1.2.2. Nitroderivados de 2,3-dihidroxibenzaldehfdo.

El proceso sintético de estos productos se indica en el esquema 8,

CHO CHO
o CH
.
OCH 5 OH
NO 2 NO 2
9 13
CHO CHO
OH \ OH
J e
OzN OCH 3 02N O
8 14

a.HBr, AcOH, 130°C.

Esquema 8

La sintesis de 2,3-dihidroxi-4-nitrobenzaldehfde (13) y 2,3-dihidroxi-5-nitro
benzaldehfdo (14) tuvo lugar mediante tratamiento con dcido bromhfdrico y dcido acético glacial
de los correspondientes nitroderivados de o-vainiltinali3

CHO CHO

OZN G'I n -d 02N (}I
r——rr—r——re
OCH 4 oH
9

15

a. BBry, CH,Cly. by H30. . NaOH, d. HCL
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Los intentos dirigidos a la obtencién del 2,3-dihidroxi-6-nitrobenzaldehido (15) en
condiciones andlogas a las anteriormente descritas condujeron en todos los casos a crudos de
reaccién negros en los cuales no pudo detectarse el producto 15, Cuando la reaccién se llevé a
cabo utilizando tribromuro de borol18:117 como reactivo se obtuvo un crudo de reaccién negro,
cuya recristalizacién en agua permitié el aislamiento del producto deseado 15 con bajo
rendimiento (22%); el rendimiento del proceso global fue del 8%. El mecanismo del proceso de
ruptura del grupo éter con tribromuro de boro se indica a continuacién.

- /Mc
AfOMe + BBry —— | Ar-O — ArtOBBr; + McBr

1%]31‘3

AtOBBr, + 3H0 ————— = AOH + HBO3 + 2HBr



2. ESTUDIOS DE INHIBICION DE COMT POR HIDROXIMETOXI
Y DIHIDROXINITROBENZALDEHIDOS
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Dentro de este apartado se van a tratar tanto los ensayos dirigidos a la determinacién de
la actividad de estos productos como inhibidores de COMT, como la cinética de inhibicién
enzimdtica que presentan!!8-120,

En la reaccién catalizada por COMT intervienen dos sustratos (SAM y un grupo aceptor
de grupos metilo). Esta reaccién parece transcurrir a través de un mecanismo secuencial en el
cual el primer sustrato que se une es el donador del grupo metilo}7.

Los estudios in vitro recogidos en esta memotia de tesis se han realizado con enzima
parcialmente purificada de hfgado de cerdo, utilizando catecol como sustrato aceptor de metilos.
La purificacién de COMT se realizé mediante precipitacién con sulfato aménico y
cromatografias convencionales!2! segin el método descrito en la seccién de materiales y

métodos.

De forma general, las determinaciones de actividad enzimética de COMT se realizaron
midiendo el incremento de productos O-metilados en Ya mezcla de reaccién. En este estudio, la
medida de actividad de la preparaci6n enzimdtica se realizé siguiendo el método isotépico
descrito por Ziircher y Da Prada!?2, modificado en nuestro laboratoriol7; en el cual, utilizando
3H-SAM, se mide la cantidad de 3H-gnayacol producido en el proceso enzimdtico.
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2.1. Cilculo de ICsyg.

Para determinar cuales de los productos sintetizados actdan como inhibidores de
COMT, se realizé un estudio de inhibicién previo con dos concentraciones diferentes de
inhibidor (5x10-3 y 5x10-7 M) y en dos condiciones: sin pre-incubacién de la enzima con el
inhibidor y con incubacién de ambos a 37°C durante 15 min,

Como resultado de este estudio se observd que, a una concentracién de 5x10-3 M,
solamente un derivado de hidroximetoxinitrobenzaldehido, la 5-nitroisovainillina (5), inhibe la
actividad enzimética; los productos que no presentaban actividad a esta concentracién fueron
descartados para posteriores estudios. Todos los dihidroxinitrobenzaldehfdos resultaron activos
como inhibidores. Para una concentracién de inhibidor, la inhibicién no era dependiente del
tiempo; es decir, el porcentaje de inhibicién observado tras incubar 15 min a 37 °C fue el
mismo que sin incubacién, lo que sugiere que estos compuestos actian como inhibidores
reversibles de COMT.

A continuacién se determinaron los valores de ICsq (concentracién de inhibidor que
produce un 50% de inhibicién de la actividad enzimdtica). Dicho cdlculo se llevé a cabo
mediante representacién gréfica del porcentaje de inhibicién observado a distintas
concentraciones del inhibidor frente a estas concentraciones, Como ejemplo, a continuacidn se
muestra la grafica obtenida para la determinacién del valores de ICsg con el compuesto 12.
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C4lculo de la actividad de 12 como inhibidor de COMT

CHO
4 Inhibicign o
100-1~ OH

ol
90= 12

80—

o e /

a0+ °

|

30+ |
/ .
201 / [

19 / l
¢ — i
N | ] et | [ A
t i L 1 Lhe i i T LI k .
10°? JUNNE B PO ' 1106 1o+8 405 1o
[inhibidor) {M)

En la tabla 1 se indica la estructura de los compuestos sintetizados y los valores de ICsp
encontrados para los que mostraron actividad como inhibidores de COMT. La inhibicién
producida por los productos 11y 14 ya habifa sido descrita anteriormente®19, Si comparamos
los valores de ICsg obtenidos para estos productos con los publicados, observamos una gran
diferencia entre ellos: 2 x 10-6 M frente alos valores de 2x10-8 y 8 x10-8 M descritos para
el compuesto 11910, y 2 x 10-6 M frente a 1,6 x 10-7 M descrito para 1410, Esta diferencia en
los valores de ICsq puede deberse a la distinta procedencia de COMT: higado de cerdo o higado
de rata, Asfmismo, el valor de Km determinado para el sustrato catecol fue de 2,2 x 103+0,2
M!7 un valor 5 veces mayor que el observado cuando se utiliza COMT aislada de hfgado de
ratal?2, y unas 50 veces el obtenido con enzima aislada de placenta humana!?? (tabla 2).



Tabla 1, Valores de ICsy.

CHO
B R
yp
Ra
Compuesto Ry Ry Ry Actividad como inhibidores de
COMT. ICgq (M)
1 2-NO, | 3-ocH, | 4-OH >> 5,0x 107
2 5-NO, | 3-OCH; | 4-OH >> 5,0x 107
3 6-NO, | 3-OCH, | 4-OH >> 5,0x 107
4 2-NO, | 3-OH | 4-OCH, >> 5,0 x 107
5 5-NO, | 3-OH | 4-OCH, 3,4 x 10
6 6-NO, | 3-OH | 4-OCH, >> 5,0x 107
7 4-NO, | 2-OH 3-OCH, >> 5,0x 10°%
8 5-NO, | 2-OH | 3-OCH, >> 5,0x10%
9 6-NO, | 2-OH | 3-OCH, >> 5,0x 10°
10 2-NO, | 3-OH 4-OH 1,5 x 10
11 5-NO, | 3-OH 4-OH 2,0 x 106
12 6-NO, | 3-OH | 4-OH 8,5 x 10
13 4-NO, | 2-0H |3-OH 1,5 x 106
14 5-NO, | 2-OH 3-OH 2,1 x 108
15 6-NO, | 2-OH 3-OH 1,0 x 105
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Comparando la afinidad del catecol con la de otros sustratos fisiolégicos se observé
que, en nuestras condiciones de trabajo, la afinidad del catecol por la enzima es muy baja. En la
tabla 2 se indican los valores de las constantes cinéticas observados para SAM y para el sustrato
aceptor de metilo en la reaccion catalizada por COMT, en funcién del sustrato utilizado y dela
fuente de enzima. Ademds, la naturaleza del sustrato catecol empleado también puede influir en
el valor de ICsp observado para un mismo compuesto; asf, los valores de ICsq determinados
para el compuesto 11 cuando se utiliza como sustrato aceptor de metilo dcido 3,4-
dihidroxibenzoico o catecol es de 2 x 10-8 M? y 8 x10-8 M0 respectivamente.

Tabla 2: Valores de las constantes cinéticas obtenidos para SAM vy el sustrato catecol

en diferentes estudios.

K, SAM K, Catecol Sustrato catecol COMT Ref.

(M) M)

1074 2 x 107 Catecol higado de cerdo 17
4 x 10 4 x 10 Catecol higado de rata 122
5 x 107 4x 10 Catecol placenta humana 123
3 x 10°6 4x 10 Adrenalina higado de rata 52

10 6x 10 Adrenalina higado de rata 53
3 x 1075 9 x 107 deido 3,4-dihidroxibenzoico higado de rata 54
2x 103 7x 1073 ficido 3,4-dihidroxibenzoico carebro de rata 57
9x 106 3 x 10 Dopamina cerebro humano 58
3x 10 3x 10° Dopamina cerebro humano® 56

* COMT unida a membrana
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2.2. Estudios cinéticos de la inhibicién de COMT

Estos estudios se realizaron con el fin de establecer la influencia de la posicién relativa
del grupo nitro de los dihidroxinitrobenzaldehidos en su actividad como inhibidores de COMT.,
Antes de comentar en detalle estos resultados, se describen brevemente los distintos tipos de
inhibicién reversible existentes.

2.2.1. Inhibicién reversible

Un compuesto es inhibidor reversible cuando la unidn con la enzima tiene lugar sin
formacidn de enlace covalente y el efecto del inhibidor se anula por didlisis, dilucién o filivacién
en gel. La inhibicién reversible se cavacteriza por un equilibrio entre la enzima y el inhibidor
libres y el complejo enzima-inhibidor y viene definido por una constante que se correlaciona
con la afinidad, La efectividad del inhibidor es normalmente establecida por el valor de su
constante de inhibicién K7 (K.1/K1).

Los derivados de hidroximetoxi y dihidroxinitrobenzaldehfdo estudiados actdan como
inhibidores reversibles de la enzima.

Bésicamente existen tres tipos de inhibicién reversible:
A. Inhibicién competitiva

Actilan como inhibidores competitivos aquellos compuestos que, debido a su similitud
estructural con el sustrato, compiten con él por el centro activo de la enzima, o cuando el
inhibidor se une a la enzima impidiendo la unién del sustrato. El grado de inhibicién dependerd
de la concentracién del sustrato y de las afinidades relativas del sustrato y'el inhibidor por la
enzima.
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B ———— E +P

I Vmax [S]

Kis .
[s]+ &m (1 + —[—I-]-—-)

Kis

El

B. Inhibicién no competitiva y mixta

Se da inhibicién no competitiva cuando el inhibidor puede unirse con igual afinidad ala
enzima libre o al complejo enzima sustrato (Kyg = Ky = K.

E+§ =——= Bg ———» E+P

I K, I X1 ) Vmax  [$]

Bl e = Y | ([S]+Km )< H % )

La inhibicién es mixta cuando el valor de Ky difiere del abservado para Kis. En este
caso, la dependencia de la inhibicién del aumento de la concentracién de sustrato guarda
relacidn con los valores relativos de las dos constantes.

E+8§ === E§ ——> E +P

Kis K Vmax [S]

my [1]
M (i) b )

C. Inhibicién acompetitiva

Se observa este tipo de inhibicién cuando la unién reversible tiene lugar dnicamente

sobre el complejo enzima-sustrato.
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E§ ——= E +P
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Existen distintas representaciones gréficas que, baséndose en la ecuacién de Michaelis-
Menten, se utilizan para establecer el tipo de inhibicién reversible que tiene lugar y el valor de
las constantes cinéticas del proceso. Cuando se representa el inverso de la velocidad frente al

E+8

inverso de la concentracién de sustrato (gréfica de Lineweaver-Burk)!24, a distintas
concentraciones de inhibidor, se obtiene una serie de lineas rectas que se cruzan it un punto o
que son paralelas entre sf, permitiendo establecer el tipo de inhibicién reversible que tiene lugar,
Los tipos de representaciones gréficas que se obtienen y los céleulos de los valores de los
pardmetros de inhibicién para cada uno de los tipos de inhibicién reversible se muestran a

continuacién,

1y vy
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2.2.2. Inhibicién reversible de COMT por nitroderivados de hidroximetoxi y
dihidroxibenzaldehfdo

Los patrones de inhibicién para los compuestos activos se estudiaron en funcién de las
concentraciones de catecol y de SAM. Los resultados obtenidos se recogen en la tabla 3.

En las condiciones de ensayo descritas en la parte experimental, el tinico andlogo de
guayacol activo (5) actda como inhibidor no competitivo de COMT con respecto al catecol
(tabla 3). Este resultado no es sorprendente por tratarse de un andlogo del producto de reaccion
en vez de un andlogo del sustrato; no obstante, estd en desacuerdo con la inhibicién competitiva
descrita por Borchardt y col.87 para este compuesto respecto al sustrato catecélico. Asimismo,
este resultado concuerda con el descrito para otros andlogos de guayacoll787.122, los cuales
presentan interacciones con COMT no competitivas o mixtas En la figura 5 se muestran las

representaciones de Lineweaver-Burk para el producto 3.

Sorprendentemente, los dihidroxinitrobenzaldehfdos (productos anélogos del sustrato
catecol) actitan como inhibidores mixtos frente a catecol. El hecho de que la presencia de dos
grupos nitro en el anillo de catecol dé lugar a inhibidores competitivos con el sustrato
catecélico, parece indicar que los resultados obtenidos con dihidroxinitrobenzaldehfdos pueden
deberse a la presencia de un grupo aldehido en posicién 1 del anillo aromdtico, el cual puede
alterar el modo de interaccién del inhibidor con el centro activo de la enzima. Cuando se
estudiaron los patrones de inhibicién de COMT frente a SAM como sustrato se observé
inhibicién acompetitiva en todos los casos, La figura 6 muestra las representacioncs grdficas
obtenidas para 3,4-dihidroxi-5-nitrobenzaldehfdo (11), obteniéndose representaciones andlogas
con el resto de los derivados nitrados de dihidroxibenzaldehido,

Los datos cinéticos obtenidos para los distintos nitrobenzaldehfdos estudiados muestran
que todos los dihidroxinitrobenzaldehfdos actiian como inhibidores potentes de COMT, con
valores de K7 del orden de junolar, y su actividad depende de la posicién del grupo nitro, De
estos resultados se puede concluir que la posicién de un grupo nitro en 5 no es critica para
obtener la méxima actividad, como se crefa hasta el momento, ya que los nitroderivados mds
activos como inhibidores de COMT son aquellos que tienen el grupo nitro en posicién orto
respecto a uno de los grupos hidroxilos presentes!?S (10, 11, 13); por tanto, la posicién en 5
de un nitro, que estd permitiendo el desarrollo de inhibidores de gran actividad®19, sélo es una
de las tres posiciones que han resultado ser més favorables para la citada sustitucion.
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Tabla 3: Inhibicién reversible de COMT por nitroderivados de hidroximetoxi y
dihidroxibenzaldehido.

Inhibidor SAM Catecol Inhibicidn Constante de Inhibicion + E.M.
M)
Variable Saturacién AC K= 1,35 x 103 4 0,07
5 Saturacién Variable NC K= 1,72 x 10% + 0,23
Variable Saturacién AC Ky= 6,78 x 1077 + 0,29
10 Saturacién Variable M Ky= 4,97 x 107 + 1,78

K= 1.68 x 1077 + 0,27

Variable Saturacidn AC Ky= 6,61 x 1077 £ 0,22

11 Saturacidn Variable M K= 8,16 x 167 + 0,20
K]s"': 1,38 X 10'7 + 0,96

Variable Saturacién AC K= 3,93 x 106 + 0,14

12 Saturacién Variable M K= 2,69 x 10°® + 0,36
Kis= 9,21 x 107 + 0,70

Variable Saturacién AC Ky=5,38x 107 1 0,21

13 Saturacién Variable M Ky= 4,78 x 107 + 0,84
Kig= 1,45x 107 £ 0,12

Variable Saturacién AC K= 7,77 x 16°¢ + 0,54

14 Saturacién Variable M K= 1,20 x 106 & 0,17
Kig= 2,31 x 107 4 0,13

Variable Saturacidn AC Ky= 1,79 x 10 + 0,13

15 Saturacién Variable M K= 4,77 x 10 + 1,36
Kis= 9,09 x 1077 & 1,07

AC, Inhibicién acompetitiva; NC, no compelitiva; M, Mixta,
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Figura 5, Inhibicién de COMT por 3-hidroxi-4-metoxi-5-nitrobenzaldehfdo (5). A. La actividad de COMT se
midi6 en funcién de la concentracién de catecol con una concentracién de SAM saturante, B, Representacion de
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Figura 6. Inhibicién de COMT por 3 4-dihidroxi-5-nitrobenzaldehfdo (11). A, Representacion de Lineweaver;
Burk de la velocidad inicial frente a las concentraciones de catecol, con una concentracién saturante de SAM. El
recuadro interior recoge la variacién de la pendiente y del cortc en el ejc y conla conceniracién de inhibidor.
B. Representacién de los dobles recfprocos de la velocidad inicial frente a Ia conccnlrz;cidn de SAM, con la

conceniracién de catecol variable. Bl recuadro pequefio muestra la variacién del corte en y con la concentracién de

inhibidor,
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3. SINTESIS DE 1-VINILDERIVADOS DE NITROGUAYACOL Y
NITROCATECOL
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Se decidi6 realizar la sfntesis de 1-vinilderivados de nitroguayacol y nitrocatecol debido
a que, como es conocido, la presencia de un grupo carboxilo en posicién 1 conjugado con el
anillo aromético, bien directamente o a través de un doble enlace, aumenta su potencia como
inhibidores de COMT?10,

La seleccién de los productos de partida para la sintesis de estos vinil derivados se
realizé en base a los resultados obtenidos con hidroximetoxi y dihidroxinitrobenzaldehfdos!5,
Asf, en la obtencién de vinil derivados de nitroguayacol (andlogos del producto de la reaccién
enzimética), el producto inicial para este proceso es la 5-isovainillina (§) por ser éste el tinico
hidroximetoxinitrobenzaldehfdo que mostré activided como inhibidor de COMT. Al analizar los
resultados cinéticos obtenidos para los dihidroxinitrobenzaldehidos se observé que un grupo
nitro en posicién orto con respecto a uno de los hidroxilos aumentaba la actividad de estos
productos como inhibidores de COMT; segiin ésto, el 3,4-dihidroxi-2-nitrobenzaldehido (10),
3,4-dihidroxi-5-nitrobenzaldehfdo (11) y el 2,3-dihidroxi-4-nitrobenzaldehfdo (13) son los
dnicos que cumplen este requisito. Se seleccionaron para posteriores modificaciones 10y 13
debido a que existen antecedente bibliogrdficos de inhibicién de COMT por vinilderivados
obtenidos a partic de 1191, No obstante, se decidié realizar la sfntesis de un derivado de 11
la (3,4-dihidroxi-5-nitrobenciliden)-2,4-pentanodiona (nitecapone, 25) y estudiar su actividad
como inhibidor de COMT, con el fin de comparar los resultados que se obtengan para los vinil
derivados, cuya sintesis se recoge en este apartado, con los publicados para productos
andlogos.

Los vinil derivados de nitroguayacol y nitrocatecol fueron sintetizados por condensacion
del grupo aldehfdo del hidroximetoxi o dihidroxinitrobenzaldehfdo con reactivos que poseen
grupos metilos o metilenos activados, tales como pentanodiona, acetofenona, nitroacetato de
etilo y ciclopentanona®, El esquema 8 muestra el proceso general de sintesis de estos productos.
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Las reacciones de condensacién de este tipo pueden tener lugar en medio 4cido o bésico.
Con el fin de evitar reacciones secundarias indeseables por parte de los grupos hidroxilos, se
realizé la sintesis en medio dcido. Las reacciones en general transcurren con facilidad
mezclando los reactivos en el disolvente elegido (tetrahidrofurano o metanol) y saturando
posteriormente la mezcla con deido clorhfdrico gas?. En la tabla 4 se indican las estructuras de

los productos sintetizados.

En general, las reacciones de condensaci6n tienen lugar por agitacion, a 4°C durante
12 horas, de la mezcla saturada con dcido clorhfdrico, excepto en los procesos de condensacién
con nitroacetato de etilo que tienen lugar a temperatura ambiente y tiempos de reaccién mds
largos. ‘

La sintesis de 19, 22, y 24 se realizé por condensacién del correspondiente derivado
de benzaldehfdo y nitroacetato de etilo, utilizando metanol como disolvente. Durante el proceso
se produce la ruptura del grupo éster, al tener lugar un proceso de transesterificacién con el
disolvente o trazas de agua del mismo; asf, en el crudo de reaccién se detectan ademds del
dcido, el éster metflico y el etflico. Cuando se intenté la reaccién utilizando un disolvente
aprético, como tetrahidrofurano, no pudo aislarse el producto de condensacién esperado.
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Tabla 4. Estructura de los 1-vinilderivados de nitroguayacol y nitrocatecol sintetizados.

Compuesto Ry Ro Ra
17 -CH=C(COCH3)3 4-0CHj 5-NOy
18 -CH=CHCOCgH; 4-OCHj3 5-NO,
19 -CH=C(NO,)COOH 4-0CH; 5-NOy
Ry
0/
R 20 -CH=CCH3CH;C=CH- 4-QCH; 5-NO,
= > 2 -CgHy-3-0OH-4-OCH;3-5-NO;
XJ\ 21 -CH=CHCOCgH; 4-OH 2-NO,
R OH
3 22 CH=C(NO,)COOH 4-.0H 2.NO,
o™
23 -CH=CCH,CH,C=CH-  4-0H 2-NO,
-CgHp-2,3(0H);-4-NO3
24 -CH=C(NO;)COOH 2-0H 4-NO,
25 -CH=C(COCHa3); 4.0H 5-NO;

En la reaccién de 2,3-dihidroxi-4-nitrobenzaldehfdo (13) con nitroacetato de etilo en
metanol y medio 4cido existfa la posibilidad de formacién de una lactona que estabilizase el
producto final; no obstante, hubo que desestimar esta hipétesis, puesto que al tratar el producto
de condensacién con diazometano se obtuve un dimetil derivado. Segin esto, la estructura de
24 serfa la siguiente,

HOOC

N XY

OH

OH
NO,

24
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Con el objeto de evitar las reacciones de transesterificacién anteriormente indicadas, se
intentd realizar la condensacién en medio bdsico, utilizando dimetilformamida como disolvente
y piperidina como base. En estas condiciones, inicamente se observé reaccién cuando el
derivado de benzaldehido utilizado era el 3-hidroxi-4-metoxi-5-nitrobenzaldehido (§); sin
embargo, el producto obtenido no era el 1-vinil-derivado esperado, sino un compuesto
resultante de una doble adicién de nitroacetato de etilo al aldehfde, con pérdida de un grupo
nitro, en una posible reaccién tipo Nef (ver después). En nuestro caso, esta reaccién puede
transcurrir de dos modos distintos, que darfan lugar a dos estructuras diferentes A y B:

NO, o E100C
NO,
EIOOC COOE! 0
COORt
O,N OH OuN OH
OCH,3 OCH,
A B
26

Con el fin de intentar determinar la estructura del compuesto obtenido, llevamos a cabo
un estudio de 1H y I3C-RMN, que nos permitié establecer las siguientes conclusiones:

1) Los desplazamientos quimicos de los protones aromdticos H-2 y H-6 (ver tabla 5)se
corresponden mejor con los calculados para la estructura A que para la B.

2) Efectuando cuidadosas medidas en el espectro experimental, pudimos constatar la
presencia de constantes de acoplamiento a larga distancia entre uno de los protones alifdticos
con los protones aromdticos H-2 y H-6, de magnitudes Jy o= 0,4 Hz y Jiy p.6= 0,3 Hz, més
acordes con valores de constantes a 4 enlaces (47), que a 5 enlaces (°), 1o que apunta de nuevo
hacia una estructura tipo A,
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Tabla 5. Desplazamientos qufmicos de los protones aromdticos H-2 y H-6

3 (ppm)
Hy He
Observados 722 742
Calculados para A 7,01 7.51
Calculados para B 7,62 8,30

3) Los valores de los desplazamientos quimicos de 13C-RMN (ver parte experimental)
indican la presencia de tres carbonilos distintos; uno hacia 168 ppm, correspondiente a un
carbonilo de un grupo éster aislado, y dos mds a campo bastante mds alto (de aproximadamente
158 y 152 ppm). Estos dos valores se corresponderfan mejor con los de carbonilos adyacentes
que con los de carbonilos aislados, siendo en nuestro caso muy diferentes por tratarse de un
éster uno de ellos y un grupo ceto el que resta. Una vez mds, estos datos concuerdan mejor con

la estructura A que con la B,

Como el proceso de condensacién en medio bésico se lleva a cabo con un alto exceso de
nitroacetato de etilo, se intent6 la reaccién en condiciones equimoleculares de los productos a
condensar, observdndose la formacién de 26 y quedando producto sin reaccionar; por tanto, la
reaccién de condensacién doble con nitroacetato de etilo parece estar favorecida.

La transformacién de un nitroalcano en un compuesto carbonflico es la denominada
reaccién de Nef126, Bl esquema de reaccién para esta transformacidn es el siguiente:

base

+
RR'CHNO, RR!C=NOy — - » RR!C=0 + 12 NyO + 172 H0

El mecanismo més probable para este proceso se indica a continuacidn:
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H' op
1 HY | A o ] OH wo ,
RR'C=NO, === RR!C=N_, === RR'C=N_+ == RR!CN(OH)
OH OH
W0 op OH

’ i 1t | + +
OH + HNO

=“~ RR!ICN=0 === RRr!CN=OH === RRr!C=

: how

RRIC=0O 1/2 N2O + 1/2 H20

Las estructuras postuladas para el compuesto 26 son el resultado de dos posibles
mecanismos de reaccién del proceso, en funcién de cuando tenga lugar la reaccién de Nef, Asf,
una de las estructuras (26A) serfa el resultado de una primera condensacién con nitroacetato de
etilo, posterior adicién de Michael de otra molécula de nitroacetato de etilo al doble enlace
formado y, por Gltimo, la transformacién de Nef de uno de los grupos nitro presentes; la
segunda posibilidad (26B) supondria la transformacién del grupo nitro en carbonilo tras la
condensacién con nitroacetato de etilo, llevéndose a cabo posteriormente la adicién de una
nueva molécula de nitroacetato de etilo al grupo carbonilo formado.

Como puede observarse en el mecanismo anteriormente indicado, en el proceso es
necesaria la presencia de protones. Cuando una vez terminada la reaccién no se lleva a cabo la
adicién de sulfirico, ni la filtracién en gel de sflice o intentos de recristalizacién del crudo de
reaccién (procesos todos ellos en los que el intermedio puede captar protones), en el espectro de
IH-RMN (espectro 2) no se observa la presencia de un protén en el carbono unido al grupo
nitro, ni en el unido al anillo aromadtico, lo cual hace suponer que el producto presenta un
equilibrio tautomérico entre la forma enol y la forma ceto.

NO, Ol NO, 0
BOOC / COOR: E00C COOEt
e e e W,
W
O,N OH OuN OH

OCH, OCH;
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4. INHIBICION DE COMT POR 1-VINILDERIVADOS DE
NITROGUAYACOL Y NITROCATECOL
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Los derivados de nitroguayacol y nitrocatecol, sintetizados y descritos en el apartado 3,
poseen en posicién 1 un grupo vinilo conjugado con el anillo aromdtico, con el fin de hacer
posible Ia reaccién de dicho grupo con algiin grupo tiol presente en el centro activo de la enzima
o préximo a éL

Los ensayos de inhibicién de COMT por estos productos mostraron que todos ellos
actuaban como inhibidores enzimdticos. El cdlculo de sus valores de ICsq se llevd a cabo a
partir de los resultados de los ensayos sin pre-incubacién de la enzima y el inhibidor, siguiendo
el procedimiento descrito en la seccién de materiales y métodos, en ausencia de DTT,

Los valores de ICsg obtenidos con los 1-vinilderivados de nitroguayacol y nitrocatecol
(tabla 6) son similares o menores que los observados para sus aldehidos precursores!23, con la
excepcién de la 3-(3-hidroxi-4-metoxi-5-nitrobenciliden)-2,4-pentanodiona (17); estos
resultados estdn de acuerdo con lo descrito en Ia literatura para productos anglogos®. El andlisis
de los resultados recogidos en la tabla 6 muestra que los valores obtenidos para los bis-aductos
20 y 23 resultan ser 100 veces menores que los de sus precursores, mientras que en los
obtenidos para los productos 19, 22, y 24 no se observa disminucién alguna.

Al igual que ocurrfa con los derivados de dihidroxibenzaldehfdo descritos
anteriormente!25, los valores obtenidos para estos productos son mds altos que los publicados
en la literatura para compuestos andlogos?. Esto puede deberse nuevamente a la baja afinidad de
estos compuestos por la enzima aislada de hfgado de cerdo en comparacién con la obtenida de
otras fuentes!7.122,123,
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Tabla 6. Inhibicién de COMT por derivados 1-sustituidos de nitrocatecol y nitroguayacol.

. 3/ )

Compuesto Ry R, R ICso (M)
5 -CHO 4-OCH;  5-NO, 3,4 x 10°8
17 -CH=C(COCH,), 4-OCH; 5-NO, 5,5 x 107
18 -CH=CHCOC¢H; 4-OCH;  5-NO, 1,5 x 1078
19 -CH=C(NO,)COOH 4-0CH,  5-NO, 1,9 x 107

—CO—
20 -CH=CCH,CH,C=CH- 4-OCH;  5-NO, 8,0 x 107
-C¢H,-3-OH-4-OCH3-5-NO,
10 -CHO 4-OH 2-NO, 1,5 x 10°€
21 -CH=CHCOCH; 4-OH 2-NO, 3,2 x 107
22 -CH=C(NO,)COOH 4-OH 2-NO, 1,1 x 10
~C€0m
23 -CH=CCH,CH,C=CH- 4-OH 2-NO, 2,3 x 107
-CgH,-2,3-(OH),4-NO,
13 -CHO 2-OH 4-NO, 1,5x 108
24 -CH=C(NO,)COOH 2-OH 4-NOy 1,1 x 106
11 -CHO 4-OH 5-NO, 2,0 x 10
25 -CH=C(COCH3;), 4-OH 5-NO, 8,0 x 107

Los valores de ICsq se calcularon de la representacién grifica del porcentaje de inhibicién.en funcién de
la concentracién de inhibidor, Los resultados mostrados son el valor medio de dos experimentos.
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En vista de esta diferencia, se decidié sintetizar la 3-(3,4-dihidroxi-5-nitrobenciliden)-
2,4-pentanodiona (25), compuesto ampliamente estudiado como inhibidor de COMT, y realizar
un estudio de la inhibicién que presenta frente a COMT aislada de higado de cerdo, siguiendo
las mismas condiciones de ensayo que para el resto de los productos recogidos en la tabla 6. En
estas condiciones, el producto 25 presenta un valor de ICso de 800 nM, 40 veces mayor que el
valor dado en la bibliograffa cuando se utiliza COMT aislada de cerebro de rata y 4cido
3,4-dihidroxibenzoico como sustrato aceptor de metilos ICsg = 18nM)°.

La presencia de sustitucién en posicién 1 por un grupo vinilo activade iba dirigida a la
obtencién de inhibidores irreversibles de COMT. En primer lugar, se realizé un ensayo de
inhibicién enzimdtica con pre-incubacién de los compuestos con la enzima durante 15 min a
37 9C; sorprendentemente, los resultados obtenidos en este ensayo mostraron que, en la
mayorfa de los compuestos estudiados, la inhibicién enzimdtica no dependfa del tiempo de pre-
incubacién del inhibidor y la enzima, sugiriendo por tanto una inhibicién de tipo reversible,
Para confirmar ésto, se realizé un ensayo de dilucién de la mezcla pre-incubada de enzima e
inhibidor, confirmédndose ¢l comportamiento reversible de todos los productos salvo los
compuestos 17 y 18 que, aparentemente, actuaban como inhibidores irreversibles. Como
ejemplo del ensayo de dilucién realizado, en la figura 7 se muestran los resultados obtenidos
con tres de los productos estudiados.

Para confirmar que efectivamente 17 y 18 inhiben COMT de forma irreversible, se
llevaron a cabo ensayos adicionales de diflisis o filtracién en gel de una mezcla pre-incubada de
la enzima y el inhibidor, Durante e] proceso de didlisis se observé vna pérdida casi total de la
actividad enzimdtica, Por lo tanto, para poder definir estos productos como inhibidores
irreversibles se realizé la medida de actividad de una mezcla pre-incubada, antes y después de
filtracién a través de una columna de Sephadex G25, observdndose que tras el proceso de
filtracién segufa manteniéndose la inhibicién de COMT producida por 17, mientras que con el
compuesto 18 tenfa lugar una recuperacién parcial de la actividad enzimética. Estos resultados
sugieren que el compuesto 17 es un inhibidor irreversible de COMT, mientras que 18 parece
actuar como un inhibidor reversible de disociacitn lenta,

De los compuestos sintetizados se seleccionaron dos para realizar el estudio de la
cinética de inhibicién de COMT por estos productos. Los inhibidores seleccionados fueron 17,
por tratarse del dnico compuesto que actuaba como inhibidor irreversible de la enzima, y como
inhibidor reversible fue seleccionado el compuesto 21,
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Figura 7. Inhibicién de COMT en funcién de la concentracién de los compuestos 17, 18 y
21, La inhibicidn de COMT se determiné a diferentes concentraciones de inhibidor sin pre-incubacién (@) o

con pre-incubacién durante 1 hora a 37 °C de una mezcla 62 veces més concenirada de enzima e inhibidor (M),

Los valores representados son ¢l valor medio de dos determinaciones.



69

4.1. INHIBICION DE COMT POR (3-HIDROXI-4-METOXI-5-NITRO
BENCILIDEN)-2,4-PENTANODIONA (17)

Como se ha mencionado anteriormente, los resultados obtenidos en los ensayos de
dilucién y filtracién en gel indican que 17 inhibe COMT de manera irreversible. Antes de
comentar en detalle la cinética de inhibicién irreversible de COMT por la 3-(3-hidroxi-4-metoxi-
5-nitrobenciliden)-2,4-pentanodiona (17) se describirdn someramente los tipos de inhibicién
irreversible,

4.1.1. Inhibicién irreversible

Un inhibidor irreversible es aquél que se une a la enzima mediante una reaccién
irreversible; es decir, en el proceso tiene lugar la formacién de un enlace covalente entre el
inhibidor y algiéin grupo funcional de la enzima. En este caso, la actividad enzimdtica no puede
recuperarse por los métodos habituales de dilucién, didlisis o filtracién en gel.

Tiempo (min)

I,
I

&

3 I

5 2
Iy
I4

Representacion del logaritmo de Ia actividad residual en funcidn del tiempo de pre-incubacién de la enzima

distintas concentraciones del inhibidor
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Asimismo, una inhibicién irreversible se caracteriza por un aumento progresivo de la
misma con el tiempo de pre-incubacidn de la enzima con el inhibidor, Esta propiedad (de la
inactivacién enzimdtica con el tiempo) se pone de manifiesto al representar gréficamente el
logaritmo de la actividad residual frente al tiernpo; la pendiente de las rectas obtenidas permiten
el célculo de la constante de velocidad aparente.

El inhibidor irreversible puede unirse a 1a enzima de dos maneras diferentes:

a. Siguiendo un mecanismo inespecifico o al azar.

E + 1 E*I

E*T represenla ¢l complejo covalente

En un mecanismo de este tipo, y a una concentracién de inhibidor mucho mayor que la
de enzima, la constante de velocidad aparente (kapp) €s el valor de 1a pendiente que se obtiene al
representar el logaritmo de la actividad enzimdtica residual en funcién del tiempo de incubacién,
a una concentracién constante de inhibidor. La representacién gréfica de los valores de kapp
frente a distintas concentraciones de inhibidor da una linea recta que pasa por el origen, de cuya
pendiente se obtiene el valor de k, de acuerdo con la relacién kgpp = &[1].

b. Siguiendo un mecanismo especifico, en el cual el inhibidor forma en primer lugar un
complejo reversible con la enzima para reaccionar después covalentemente con algfin grupo
funcional esencial para la actividad enzimdtica,

X k2

E + I = Bl = BE*
k.

Al igual que en el caso anterior, la constante de velocidad aparente se obtiene de la
pendiente de la recta que resulta al representar el logaritmo de la actividad residual frente al
tiempo de incubacién. Si la concentracién de inhibidor es mucho mayor que la de enzima,
manteniéndose prdcticamente constante durante el proceso, y k2 es bastante menor que £.1, la
primera parte de la reaccién estard en equilibrio y al representar kgpp frente a la concentracién de
inhibidor se observard una curva de saturacién. En este caso, los valores de las constantes
cinéticas pueden calcularse de la representacién gréfica del inverso de la constante aparente
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frente al inverso de la concentracién de inhibidor, ya que la relacién de ambos factores puede
expresarse de forma inversa segiin la ecuaciénl??:

1 K 1

- J e——

K app ) ky [ I] ky

donde K1 = k.1/k1. La pendiente de la recta es K1/k2 y el corte en el eje de ordenadas 1/k.

4.1.2. Cinética de la inhibicién irreversible de COMT por 17.

Con el fin de estudiar el mecanismo de inactivacién irreversible de COMT por 17, la
enzima fue pre-incubada con el inhibidor, en ausencia de DTT, determinando la actividad
residual a distintos tiempos de incubacién y tras diluir 25 veces Ia mezcla de incubaci6n. En la
figura 8 se muestra la inhibicién de COMT en funcién del tiempo de pre-incubacién en
presencia de diferentes concentraciones de 17. Cuando se representa el logaritmo del valor neto
de la actividad residual frente al iempo de pre-incubacién se observa una cinética bifdsica!28; de
manera andloga a lo observado con derivados de maleimidal?.

De acuerdo con Ray y Koshland!29, este comportamiento biffsico sugiere la reaccién de
17 con dos o més grupos de la protefna que son esenciales para la actividad enzimdtica,
También es posible que este comportamiento sea debido a la modificacién de residuos
esenciales de diferentes formas de COMT que puedan estar presentes en la preparacion
enzimdtica obtenida de higado de cerdo, al igual que ocurre con la enzima aislada de higado de
rata!30, Si consideramos que lo que tiene lugar es la reaccién del inhibidor con dos grupos
esenciales de COMT, los cuales presentan distinta reactividad frente a 17, el mecanismo del

proceso serfa el siguiente:

COMT*1

/k/ hem w\
\ /
COMT*2 k1

A =Fy

COMT*1*2

A=l A=F,
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donde Fy, Fy y Fj representan la actividad enzimdtica parcial después de la modificacién de los
grupos 1 y 2 o de ambos, respecto de la enzima no modificada. k1 y k2 son las constantes de
velocidad de primer orden para la modificacién de los grupos 1y 2 respectivamente. Este
mecanismo de inactivacién responde a la ecuacién

A

= Fa+(1-F -F+Fye Bt L@ Rye Rl - F) ot
A,

la cual puede simplificarse si se considera que F2 = F3 = 0. En este caso, F =Fj serfa la
fraccién de actividad que queda una vez medificado el grupo 1.

A
— (l-F')c'(k1+k2)t +Fc”k2t
Ay

siendo A la actividad residual a tiempo t y Ag la actividad cuando no ha tenido lugar pre-
incubacién.

Los valores de k; y k2 se determinaron previamente de acuerdo con el metodo gréifico
de Borchardt y Thakker98 y fueron calculados posteriormente utilizando un programa de
andlisis de regresién no lineal (tabla 7). Mediante la representacién grdfica de los valores de k1
frente a la concentracién de inhibidor se obtiene una linea recta con un corte en el gje x (ver
figura 9A). Este resultado parece indicar que el grupo mds reactivo es modificado siguiendo un
mecanismo no especificol28, donde k, representa la constante de velocidad de inactivacién del
grupo 1. La constante de velocidad de primer orden viene dada por k1 =kg{I]; segdn esto, ky
serfa el valor de la pendiente de la recta obtenida al representar ki frente a la concentracién de
inhibidor. El corte positivo en el eje x puede deberse a la reaccion de 17 con otros grupos SH
presentes en COMT, que no son esenciales para la actividad enzimética, o'con otras proteinas
contaminantes de la preparacién enzimética capaces de reaccionar con 17.

k
COMT + 17 ————» COMT*17
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Figura 8. Inactivacién de COMT por ¢l compucsto 17 en funcion del tiempo de incubacién, La enzima es
incubada n 37°C ecn lampén fosfato pH 7,6 con diferentes concentraciones de 17: (@) 0,07 mM;
(m) 0,10 mM; (A) 0,15 mM; (O) 0,20 mM; (1) 0,25 mM; (A) 0,30 mM,

Por otro lado, cuando se hace la representacién gréfica de los valores de k) frente a la
concentracién de inhibidor, se observa una cinética de saturacién (ver figura 9B), que parece
indicar que 17 modifica el grupo menos reactivo a través de la formacién de un complejo

intermedio reversible!28:

COMT + 17 COMT-17 COMT*17

donde ky, representa la constante de velocidad de primer orden para el proceso irreversible,



14 A
S
2 10/ o
T °/
E
o 6+ o] /
e
E /0
o]
24 ,o/
(¢]
<

08 12 16 20 2.4 28 30
[|nhibidor] (™ x104)

74

141

10} o
00¢

1/ I:z ( min x40 2)

O 08 2 16 20
1/ [inhibldor) {M~1x 10=4}

04 08 12 16 20 2.4 2.8 30

[lnhibidor] (Mx104)

Figura 9. Andlisis de las constantes de velocidad de primer orden para la modificacidn de los residuos 1y 2en
funcién de la concentracién de 17. A. Representacién gréfica de &, frente a la concentracion de 17; &, es ¢l valor

de la pendiente de la recta. B, Gréfica de &5 frente a la concentracidn de inhibidor. En el interior se muestra la

representacidn de Lineweaver-Burk para cl cdlculo de &y, y K7 a partir del corle en el eje de ordenadas y el valor de

la pendiente de la recta respectivamente.

Tabla 7. Inhibicién irreversible de COMT por el compuesto 17. Andlisis de los dos grupos

reactivos.

Grupo modificado Mecanismo de Inhibicién

Constante de Inhibicién + BE.E,

1 No especifico k.= 5,57 + 0,34 M!x seg'l
K= 4,73 x 10% £ 0,67 M
2 especi{fico ky= 3,78 x 104 + 0,58 seg’!

ky/Kp= 1,22 M1 x seg’!

ki,/K valor estimado de la constante global de velocidad para las etapas reversibles e irreversibles
en un mecanismo especifico, con el fin de comparar con la constante de velocidad observada en el

proceso no éspecifico. Estos datos son el valor medio de cuatro experimentos,
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Los resultados obtenidos para la modificacién de ambos grupos reactivos por 17 y los
obtenidos en nuestro grupo con una serie de N-(4-hidroxi-3-metoxifenilalquil)maleimidas!?
fueron diferentes. Asf, en el caso de los derivados de maleimida se observé que el grupo més
reactivo era modificado especfficamente o no dependiendo de la distancia y de la orientacién
relativa del anillo aromético y el grupo reactivo del inhibidor, y que la modificacién del grupo
menos reactivo en todos los casos tenfa lugar de forma no especifical?; mientras que con 17
ocurre al contrario (ver tabla 7). Por otra parte, la reactividad del anillo de maleimida frente a
grupos SH esenciales de COMT, medida en funcién de la constante de velocidad de la
modificacién, es mucho mayor que la reactividad observada para 17, Este hecho puede ser
debido a las diferentes propiedades intrfnsecas que presentan los grupos vinilo, a partir de los
cuales tiene lugar la unién con los grupos tiol en el caso de las maleimidas y en el del
compuesto 17,

LLa diferencia en la reactividad de los dos grupos sulfhidrilo con los derivados de
maleimida y el compuesto 17 es diffcil de explicar. No obstante, esta diferencia podrfa deberse
a que si estos inhibidores son considerados andlogos del producto de la reaccién enzimdtica, las
maleimidas estudiadas serfan andlogos de los productos resultantes de la metilacién en 3,
mientras que el compuesto 17 serfa un andlogo de los productos metilados en 4; y por tanto, es
probable que estos compuestos al unirse a la enzima sitden el doble enlace reactivo con una
orientacién espacial relativa diferente.

4.1.3, Reaccién del compuesto 17 con DTT e inhibicién reversible de COMT por el complejo
DTT-17.

La alta reactividad de 17 frente a grupos tiol se manifiesta en el hecho de que este
compuesto reacciona instantdneamente y de forma cuantitativa con DTT, tal como se observa
por cromatograffa en capa fina, para dar un aducto estable DTT-17 cuya estructura pudo ser
establecida posteriormente por resonancia magnética nuclear de protén.

La inhibicién de COMT por 17 se ha estudiado en presencia de un gran exceso de DTT
(2,5 mM) frente a la concentracién de inhibidor, con lo cual es de esperar que todo el producto
esté formando el aducto con DTT, DTT-17, el cual actia como inhibidor reversible de la
enzimal?,
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Cuando se realiza el estudio cinético de inhibicién de COMT por este producto!?8, se
observa una inhibicién mixta frente a concentraciones variables del sustrato catecol (Kig =
5,32x10°5 + 0,92 M; K1 = 2,27x10-3 £ 0,23 M) y acompetitiva cuando el sustrato variable es
SAM (Kyp = 1,79x10-5 + 0,09 M), mientras que la cinética obtenida para el aldehfdo precursor
5 es competitiva frente al sustrato catecol y acompetitiva frente a SAM!? (ver tabla 3).

Este ensayo de inhibicién reversible permite confimar que la presencia de DTT en el
ensayo de actividad enzimética protege a la enzima de su inhibicién irreversible por 17, y al
mismo tiempo permite establecer que este compuesto 17 necesita el grupo vinilo, capaz de
reaccionar con grupos SH, para inhibir la enzima irreversiblemente.

4.1.4. Estudios de proteccion por sustratos,

Los estudios de proteccién por sustratos de la inactivacién de COMT por el compuesto
17, se realizaron con el fin de elucidar la naturaleza de la interaccién que tiene lugar entre el
inhibidor y el centro activo de la enzima. Asf, si el grupo modificado por un inhibidor
irreversible se encuentra situado en el centro activo de la enzima, la presencia del sustrato o de
un inhibidor competitivo con el sustrato protegerd la enzima frente a la inactivacién por dicho
inhibidor, disminuyendo por tanto la constante de velocidad aparente de pseudo-primer orden
de la reaccién,

- Proteccién de COMT por SAM

Cuando se incuba COMT con el producto 17, en presencia de una concentracion
saturante de SAM, se observa una inactivacién de pseudo-primer orden (figura 10), lineal con
el tiempo de incubacién, con una pendiente (Kapp = 0,78x10-3 min-1) menor que la obtenida
cuando se estudia la modificacién de los grupos tiol 1y 2 en ausencia de este sustrato en la
mezcla de preincubacién (ki = 1,1x10-1 min-1, k2 = 5,8x10-3 min-1). Este resultado sugiere
que 17 modifica s6lo un grupo reactivo de COMT, cuando SAM estd presente en la mezcla de
pre-incubacién; modificacién que tiene lugar con una constante de velocidad menor que en
ansencia de SAM en fa mezcla pre-incubada.
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Los iones Mg+?2 no parecen afectar la proteccién de COMT por SAM, al igual que se
observé en los estudios de proteccién de la inactivacién de COMT por derivados de maleimida
que actuaban de modo inespectfico, como la N-etilmaleimida. Sin embargo, cuando el inhibidor
actuaba de forma especifica se observaba que el M g+2 potenciaba notablemente la proteccion de
la enzima por SAM frente a la maleimida!”. Los resultados obtenidos para la proteccién por
SAM en presencia y en ausencia de ion magnésio se recogen en la tabla 8.

La total proteccién de la inactivacién por 17 de uno de los grupo SH de COMT,

probablemente el grupo 2, cuando la enzima se incuba en presencia de SAM sugiere que este
grupo se encuentra localizado en el centro de unién de SAM a la enzima o préximo a €112,

Tabla 8. Proteccién de COMT frente a la inactivacién por el compuesto 17.

SAM (mM) MgCl, (mM) - Actividad residual (%) 4+ E.E.
- - 14,70 £ 1,14
- 0,2 11,79 - 2,33
0,01 = 21,51 4 0,40
0,20 - 40,90 1 1,48
0,01 0,2 23,98 + 2,16
0,20 0,2 34,24 + 4,01

La incubacién de COMT a 37 °C durante 2h se realizé con una concentracién de
inhibidor 0,135 mM en presencia o en ausencia de distintas concentraciones de SAM
y/o MgCl,. La actividad residual fué calculada con respecto a la actividad observada
sin preincubacién. Los resultados indicados son el valor medio de cuatro experimentos

independientes,
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Proteccién de COMT por un inhibidor competitivo

El 3,5-dinitrocatecol (DNC) es un inhibidor enzimético muy potente, competitivo con el
sustrato catecol (K1= 30,8 nM). Debido a la baja afinidad del catecol por la enzima, ya
comentada en otras ocasiones, el DNC puede ser utilizado para los estudios de proteccién
enzimétical?. Asf, cuando se realiza el ensayo en presencia de DNC se observa que tiene lugar
una cierta proteccién, El andlisis independiente de kj y k2 muestra que se ha producido un
ligero incremento en el valor de &y (0,15 min-1, en contraste con 0,1 min-l en ausencia de
DNC); mientras que la medificacién del grupo especifico por el compuesto 17 era protegida
parcialmente en presencia del inhibidor competitivol?8 (kg = 3,7x10-3 min-} con DNC, y
5.8x10-3 min-! en ausencia de este sustrato en la mezcla de pre-incubacidn). Asimismo, la
presencia de iones magnesio no afecta a los resulitados obtenidos.
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Figura 10. Inactivacién de COMT por el compuesto 17 en presencia de SAM, DNC o de ambos. La enzima es
pre-incubada con 0,135 mM de 17 solo( @ )oen presencia de: 1,5 UM DNC (M ); 2,5 mM SAM {A) 0
1,5 uM DNC junto con 2 mM SAM (w).
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Por tiltimo, cuando la enzima es incubada con 17 en presencia de SAM y DNC (figura
10), tanto en presencia como en ausencia de Mg*2, no se observa inactivacién de COMT,; este
hecho sugiere que ambos grupos modificados (1 y 2) se encuentran localizados en el centro
activo de la enzima o préximos a él.

Los resultados obtenidos en los estudios de proteccién del centro active de COMT por
sustratos parecen indicar que el compuesto 17 "abre" el centro activo de la enzima de forma que
el grupo 1 sea més facilmente accesible al inhibidor mientras que protege ligeramente al
grupo 2. La presencia de SAM y DNC bloquean completamente el acceso del inhibidor al centro
activo de COMT. Resultados similares fueron obtenidos con N-(4-hidroxi-3-metoxifenilalquil)
maleimidas!?, y probablemente en ambos casos tenga lugar Ia modificacién de los mismos

Brupos.

Un posible modelo del centro activo de COMT tendrfa el grupo 2 localizado cerca del
sitio de unién de SAM a la enzima y el grupo 1 localizado cerca del sitio de unién del sustrato
catecol o del producto guayacol. De acuerdo con esto, el compuesto 17 podrfa reaccionar de
forma especifica con el grupo 2 después de tener lugar la formacién de un complejo reversible
con la enzima, al situarse 17 en el denominado sitio guayacol. Una vez formado el complejo
reversible, el doble enlace de 17 no puede reaccionar con el grupo 1; por tanto, la reaccién con
este grupo tnicamente es posible a través de un mecanismo no especifico, en el cual no tiene
lugar la formacién de un complejo reversible intermedio.
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4.2. INHIBICION DE COMT POR [2-(3,4-DIHIDROXI-2-NITROFENIL)
VINIL]-FENIL CETONA (21)

Los estudios de inhibicién de COMT realizados con la [2-(3,4-dihidroxi-2-
nitrofenil)vinit]-fenil cetona (21) mostraron que este producto tiene gran afinidad por la enzima
y que actiia como un inhibidor de tipo "tight-binding".

4.2.1, Inhibicién enzimdtica de tipo "tight-binding"

Un inhibidor "tight-binding" es un inhibidor reversible lentamente disociable,
independientemente del valor de la constante de disociacién que tenga, aunque normalmente
estos productes se caracterizan por tener bajas constantes de disociacion de los complejos
enzima-inhibidor!3!, Al no existir un término corto en castellano capaz de definir este tipo de
productos, en adelante utilizaremos el término “tight-binding" para referimos a inhibidores con
estas caracterfsticas.

A diferencia de lo que ocurre con un inhibidor reversible cldsico, que en una reaccién
enzimética produce inhibicién sclo a concentraciones muy superiores a la concentracién de
enzima, un inhibidor "tight-binding" puede presentar inhibicién reversible a una concentracién
comparable a la de la enzima. La descripcién de un comportamiento de este tipo no puede
hacerse basdndose en la ecuacién de Michaelis-Menten, por no ser vélida Ia suposicién de que
Ja concentracién de inhibidor libre es précticamente igual a la concentracién total de inhibidor,
puesto que una cantidad significativa de éste se encuentra formando un complejo con la enzima,

Hasta el momento, existen en la bibliograffa pocos estudios dirigidos a definir las
constantes cinéticas de los procesos de inhibicién enzimatica de este tipo de inhibidores, debido
a la complejidad de los mismos. Bassen y Stedman!32 fueron los primerds en describir una
inhibicién de este tipo, si bien presentaron unas ecuaciones cinéticas que consideraban la
desaparicién del inhibidor en forma libre dichas ecuaciones no tenfan en cuenta ]a influencia del



81

sustrato en la inhibicién. Posteriormente, otros autotes estudiaron la cinética de inhibicién de
enzimas por inhibidores de tipo "tight-binding", aunque iinicamente en reacciones
monosustrato!33-136; hasta que en 1969 Morrison!37 describi6 una ecuacién general de
velocidad en estado estacionario para reacciones multisustrato en presencia de un inhibidor de
este tipo. Asimismo, Morrison mostré que las representaciones grdficas de Lineweaver-Burk
para estos inhibidores no son lineales. Esta falta de linealidad hace que el andlisis de los datos
cinéticos por métodos convencionales sea muy complicado. Para facilitar este andlisis,
Henderson!38 desarrollé una ecuacién lineal, a partir de la ecuacién de Morrison, que describe
la cinética de enzimas que interaccionan con este tipo de compuestos; asimismo, los estudios
realizados por Cha!39 sobre la cinética de los inhibidores "tight-binding" permiten realizar el
cdlculo de las constantes aparentes de inhibicién mediante la representacién de los valores de
ICsp obtenidos con distintas concentraciones de enzima frente a las concentraciones enzimdticas

empleadas en cada caso.

Aunque la obtencién de gréficas no lineales en la representacién de Lineweaver-Burk
puede ser indicativo de una inhibicién de tipo "tight-binding", Ackermann y Potter!35
descubrieron un método valido para detectar un inhibidor de este tipo mediante Ja representacion
grifica de la velocidad de reaccién frente a la concentracién enzimdtica a diferentes
concentraciones de inhibidor,

4,22, Cindtica de la inhibicién "tight-binding" de COMT por 21,

La [2-(3,4-dihidroxi-2-nitrofenil)vinil]-fenil cetona (21) es un inhibidor reversible de
COMT de hfgado de cerdo con un valor de IC50 de 0,32 pM128; este valor, al igual que en
casos anteriores, resulté ser mds bajo que el descrito en la literatura para compuestos con
estructuras anlogas. Con este producto se llevé a cabo un estudio completo de la cinética de
inhibicién de COMT. Con el fin de comparar los resultados obtenidos con 21 con los
presentados en la bibliograffa para estructuras similares!4%, se realiz6 un estudio paralelo de la
cinética de inhibicién de COMT por la 3-(3,4-dihidroxi-5-nitrobenciliden)-2,4-pentanodiona
(nitecapone, 25) utilizando Jas mismas condiciones de ensayo que con el producto 21.

Asf, cuando el producto 21 y el nitecapone se ensayan con o sin ﬁrc-incubaoién con
COMT durante 15 min a 37 °C, no se detecta dependencia de la actividad con el tiempo, lo cual
sugiere que se trata de inhibidores reversibles de la enzima. La reversibilidad del proceso fué
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confirmada mediante ensayos de dilucién. No obstante, cuando se mide la actividad residual
después de filtracién a través de Sephadex G25 de una mezcla pre-incubada, no se observa una
recuperacién total de la actividad enzimdtica, aunque el procentaje de inhibicién desciende un
30% respecto al inicial. Este dltimo resultado indica que, aunque estos compuestos actiian como
inhibidores reversibles de COMT, su disociacién de la enzima es relativamente lenta.

En primer lugar se estudié la inhibicién de COMT por 21 y 2§ en funcién de la
concentracién de catecol. La representacién grifica del inverso de la velocidad frente al inverso
de la concentracién de sustrato conduce en ambos casos a representaciones no lineales, tal como
se muestra en la figura 11, De acuerdo con Morrison!37, este resultado sugiere que ambos
compuestos actian como inhibidores "tight-binding" de COMT.

Como ya se ha indicado anteriormente, la representacién grafica de la velocidad frente a
la concentracién total de enzima (representacién de Ackermann-Potter)!33 es el procedimiento
utilizado para demostrar la naturaleza "tight-binding" del proceso. Para ello, se lleva a cabo la
pre-incubacién de diferentes cantidades de enzima con inhibidor, durante 3 horas a 37°C, vy
con muestras alfcuotas de la mezcla pre-incubada se realizan ensayos de la actividad enzimdtica
a saturacién de catecol.

La representacién gréfica de los resultados obtenidos a distintas concentraciones de
inhibidor en la mezcla de pre-incubacién (figura 12) muestra curvas de velocidad paralelas a la
del control sin inhibidor para las concentraciones de enzima més altas; este resultado confirma
una inhibicién de COMT "tight-binding" por los compuestos 21 y 25.

Las curvas obtenidas en dicha representacién tienen una asintota descrita por la
ecuacién!3?

kecat S kcat Iy S
y= ————— F, -
Kn+ S Km +S

donde kcat es la constante de velocidad de primer orden en la ecuacién ES E+ P

En el punto de corte de la asintota con el eje de abscisas E¢=1; y el corte con el eje de
ordenadas tiene lugara v = - kcat I; S /(Km + S), donde J; representa la concentracién total de
inhibidor,
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A partir de la representacién de Ackerman-Plotter, y para una concentracién de catecol
de 20 mM y un valor de Ky para este sustrato de 2 mM!17, se obtiene un valor de kcat de
0,17/min para el compuesto 21 y de 0,29/min para el nitecapone, Por tanto, los valores de icat
para los dos compuestos estudiados son andlogos, aunque 80 veces mds bajos que los descritos
en la literatura para el nitecapone, cuando se utiliza en los ensayos COMT aislada de higado de
ratal40, Al igual que en casos anteriores, la diferencia observada entre estos resultados puede
deberse a que la enzima se aislé de distintas fuentes, y a 1a baja afinidad del catecol por COMT
en comparacién con otros sustratos catecolicos.
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Figura 12, Representacién de Ackermann-Plotter, Los ensayos se realizan tras pre-incubar distintas cantidades

de enzima e inhibidor a 37°C durante 3 horas. La reaccién se inicia por adicién del sustrato catecol,
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El valor de la constante aparente (Kapp) se obtuvo por representacién grafica de los
valores de ICsq frente a las concentraciones de enzima utilizadas en el ensayo!3!. La relacién
entre ambos viene dada por la ecuacién:

1Cso = Et/2 + Kapp

Segiin esto, la Kapp observada en la inhibicién de COMT por el compuesto 21 era de
0,2 UM cuando el ensayo tenfa lugar sin pre-incubacién de la mezcla de enzima e inhibidor.
Valores similares se obtuvieron cuando se realizé el ensayo tras pre-incubacién de la enzima
con el inhibidor, a 37 9C durante 1 hora, solos o en presencia de 1,5 mM MgCla, 0,9 mM
SAMy 125 mM de tampén 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 M. No se observa que tenga lugar un cambio significativo en el valor
de la Kapp cuando las medidas se realizan sin pre-incubacién o con pre-incubacién de la enzima
con e} inhibidor, tanto en ausencia como en presencia de los distintos sustratos que intervienen
en el proceso. El valor ebtenido con enzima aislada de higado de cerdo (0,7 UM) es mds alto
que el descrito en la literatura para la inhibicién de COMT aislada de higado de rata (23 nM);
por otro lado, en este dltimo caso los autores detectan una disminucidn significativa en el valor
de la constante aparente, cuando se realiza el ensayo tras pre-incubar 1 h la enzima y el
inhibidor en presencia de MgCly y SAM (0,7 nM)140,

Con el fin de establecer qué tipo de inhibicién de COMT tiene lugar con el derivado de
vinilfenilcetona 21 y el nitecapone, se determind la inhibicién enzimética en funcién de las
concentraciones de catecol y SAM. Las figuras 13 y 14 muestran las representaciones obtenidas
para ambos productos.

Como puede observarse, en ambos casos se obtuvieron patrones de inhibicién
anglogos. Asf, cuando el catecol es el sustrato variable, por representacién gréfica de los
valores de ICsq frente a la concentracién del catecol, se obtienen lineas rectas que indican
inhibicién competitiva con el sustrato catecol. Cuando el estudio de la inhibicién enzimdtica se
realiza utilizando concentraciones variables de SAM se observa que la inhibicién es
acompetitiva frente a este sustrato. ‘
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este caso se observa inhibicién acompetitiva de la enzima.
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En resumen, la comparacién de los resultados obtenidos en nuestras condiciones de
ensayo para el compuesto 21 y el nitecapone con los descritos en la bibliografia para este
tiltimo149, permiten concluir que el nuevo derivado de nitrocatecol estudiado 21 presenta gran
afinidad por COMT; asimismo, se trata de un inhibidor potente y selectivo, apto para su estudio
farmacolégico in vivo, dirigide a su aplicacién en el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson!2,

Aunque tanto el compuesto 21 como el nitecapone presentan un valor de kcat similar, el
valor de Kj obtenido para el primero es unas 4 veces menor que el observado para el
nitecapone. Esta mayor afinidad de 21 por la enzima podria deberse a la presencia del grupo
nitro en posicién 2 en lugar de en 5, a la sustitucién en 1 por un grupo mds voluminoso o a
ambas cosas. En cualquier caso, la sintesis y estudio de compuestos con sustitucién del grupo
nitro en otras posiciones y otros sustituyentes vinflicos en 1 posiblemente conducirfan a la
obtencidn de nuevos inhibidores potentes y selectivos de COMT, previsiblemente reversibles,
de uso terapéutico potencial.

Como resultado del estudio realizado con los nuevos 1-vinilderivados de nitroguayacol
y nitrocatecol obtenidos, podemos concluir que dnicamente uno de los productos sintetizados,
el compuesto 17, actia como inhibidor irreversible de COMT; mientras que todos los demds
son potentes inhibidores reversibles de la enzima.

Como uno de nuestros objetivos era la obtencién de nuevos inhibidores irreversibles de
COMT, decidimos realizar la sintesis y ensayo de algin producto en el cual el sustituyente
vinilico en posicién 1 se encontrase a mayor distancia del anillo aromdtico. Este distanciarniento
permitiria la obtencién de productos con cadena en posicion 1 mds larga y flexible, que
previsiblemente facilitarfa el acceso del grupo vinilo a los grupos SH presentes en el centro
activo de la enzima. Por otro lado, con este distanciamiento se elimina la conjugacién del doble
enlace con el anillo aromético, dotando de esta forma al doble enlace de una mayor reactividad.



5. SINTESIS DE DERIVADOS DE
4-(3,4-DIHIDROXIFENIL)BUT-1-ENO
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Para facilitar el acceso del grupo vinilo del inhibidor a los grupos -SH situados en el
centro activo de COMT, e inhibir irreversiblemente la enziima, se decidié ilevar a cabo la sintesis
de productos de estructura general

COCHsj
~—~ "COCH3
Ry{= -H, -OCHg
| = Ro= -H, -NO3
oot
Ra = OR;
OH

La estructura disefiada tendrfa, al igual que en casos anteriores: 1} dos grupos hidroxilos
o un hidroxilo y un metoxilo, con el fin de dotar al producto de afinidad por a enzima; 2) es
deseable la presencia de un grupo nitro que incremente la actividad de los productos como
inhibidores de COMT; 3) un grupo vinilo capaz de reaccionar con grupos tiol; dicho grupo no
deberfa estar conjugado con el anillo aromético, para que la cadena en posicién 1, mds larga que
en casos anteriores, tenga mayor flexibilidad y mayor reactividad hacfa grupos SH.

El primer intento de sfntesis de una estructura de estas caracterfsticas se llevé a cabo
utilizando como producto de partida el 4cido 3,4-metilendioxicindmico (27). Por hidrogenacién
catalftica de 27 con Pd/C (10%), a temperatura ambiente y presién atmosférical4!, y posterior
esterificacién con metanol y 4cido sulfdricol4? se obtuvo el ester 29, La reduccién con DIBAL
de 29143 proporcions ¢l aldehfdo correspondiente junto con una pequefia cantidad del producto
reducido a alcohol, el cual podfa ser nuevamente oxidado utilizando dicromato de piridinio
(PDC)144,



90

COOH COOH COOCHS3
=
a b
o}

27 28 29

c
CHO CHR0H

+

O

o/ 0

o
30 31
4% N __\ 7%

a. Ha/Pd (c), EIOH. b, MeOH/HoS0,, 1.8, 3 dfas 6. CgHsCHa, DIBAL (1,1 eq), -78°C.d. PDC, CHZCly.

Esquema 9

La nitracién de 30 con dcido nftrico fumante proporcioné el derivado nitrado en
posicién 6, 32. Aunque el producto de condensacién final, que se obtendrfa a través de esta
ruta sintética, no tendrfa el grupo nitro en posicién orfo respecto a uno de los grupos hidroxilos,
es de esperar que la presencia de este grupo aumente su actividad como inhibidor de COMT
(ver apartado 2), aunque en menor grado que si la nitracién hubiese tenido lugar en
posicién 2 o 5.

Los intentos de desproteccién del grupo metilendioxi del aldehido 32113,116,145 no
condujeron en ningtin caso a la obtencién del correspondiente dihidroxinitroderivado. Tampoco
fue posible la desproteccién del producto resultante dela condensacién en medio 4cido de
32 conla 2,4-pentanodiona.
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CHO CHO CHO
~ AlCIa/{CHg)sCl
ON ON 3/{CHz)2Cl2
. \ — PClg, CHzClz, A
L _/-—--» ~ BBrq
0 0 \ OH
o/ o/ oH
30 32
COCHg COCH,
/ COCH3 / COCHS

0N OuN
b 7\4__“__
46% 0 A
0
o/ OH
33
a.3,5 oq HNOj3 (D), 0°C. b, CH3COCH,COCHs, HCI, THE.

Esquema 10

Debido a que no fue posible la desproteccién del grupo metilendioxi de 32 y 33, se
decidié intentar una nueva ruta sintética para la obtencién de este nuevo tipo de inhibidores. El
producto de partida utilizado en este caso fue el 4cido 4-hidroxi-3-metoxicindmico; de esta
forma, aunque no se pudiese eliminar el grupo éter que protege uno de los hidroxiles,
tendrfamos un compuesto de estructura andloga a la del producto de la reaccién enzimdtica, y
por tanto serfa factible disponer de un compuesto con afinidad por et centro activo de la enzima.

Al igual que ocurri6 en la secuencia anterior, el primer paso del esquema sintético es la
hidrogenacién catalftica del doble enlace del derivado del 4cido cindmico 34141, La obtencién
del aldehido tiene lugar de forma directa a partir del dcido 35, utilizando cloruro de
clorometilendimetilamonio e hidruro de tri-tere- butoxialuminio y litio}46 (esquema 11),
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COOH COOH CHoOH
Productos
92% + secundarios
OCHa OCHj3 OCHg OCH3
34 35 ° 83/0
36 37

a. Hy/Pd (¢). b. CICH=N*(GHg),Cl", pir., -30°C. c. LIAH(OBUY (1,2 eq), Cul, -78°C. d. HCI 2N,

Esquema 11

El proceso de reducci6n directa de 4cido a aldehfdo resulta de gran interés, ya que estd
descrita su compatibilidad con un gran niimero de grupos, que en su mayorfa son susceptibles
de reduccién por otros hidruros, como el ciano, bromo, ester o nitrol46, Esta compatibilidad
podrfa permitir llevar a cabo la secuencia sintética partiendo de 4cido 3,4-dihidroxicindmico con
los hidroxilos protegidos por grupos acetato, o a partir del producto ya nitrado en el caso de que
haya dificultades para nitrar el producto una vez reducido a aldehfdo. El esquema general del
proceso de reduccién serfa el siguiente:

0 R
[l H, é’
C- o v
+ o " CH Liamopy) o 7, ot v
R COOH%—‘ xR A0 \C: W~ R-CHO + HCN(CHy)
ir, -30 °C L= N Cul, -78°C  _/ N el -
H CH3 H C 3
cr
A B

En el primer paso del proceso de reduccidn tiene lugar la formacién de la sal de iminio
activa A que, por reduccién con hidruro de tri-terc- butoxialuminio y litio, forma como
intermedio la betafna estable B, la cual es posteriormente transformada a aldehfdo por adicién
de 4cido clorhidrico.
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Los intentos de desmetilacién realizados con el aldehfdo 36 resultaron
infructuosos!13:116,147, Debido a ello, se decidi6 sintetizar y ensayar como inhibidor de COMT
un derivado de 4-(3-metoxi-4-hidroxifenil)but-1-eno.

CHO CHO
[ "= Briy/AcOH
J/ = 'BuMe,SiCl/Nal
/ i CH3CN
OCHj OH -~ BB
OH CH

36

Por nitracién del aldehido 36 con 4cido nitrico fumante, a -24 °C de temperatura, se
obtuvo de forma inmediata el derivado nitrado en posicién 5, 38, con un 53% de rendimiento.

La reaccién de condensacién del aldehido 38 con 2,4-pentanodiona se intenté ilevar a
cabo en medio 4cido, en medio bésico, o a través de la formacién de una base de Schiff, no
obteniendo en ningtn caso el vinilderivado deseado (esquema 12). La condensacién con
2,4-pentanodiona sf fue posible en medio 4cido cuando el aldehido de partida era el compuesto
35. Bn este caso, se aislé el producto de condensacién 39 algo impurificado y con rendimiento
bajo (tras tratamiento en dos columnas de cromatograffa en gel de sflice se segufa obteniendo
39 algo impuro; rendimiento aproximado del proceso de condensacién 28%).

Debido a Ia imposibilidad de llevar a cabo la purificacin de 39 p})r cromatograffa en
gel de sflice, se realizé la purificacién de 20 mg del mismo, utilizando HPL.C con una columna
semipreparativa, con el fin de obtener el producto puro para ensayo como inhibidor de COMT.
En dicho proceso, dinicamente fue posible el aislamiento de 11 mg de 39 y 7 mg del producto
impurificado.
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COCH;
<~ ~COCHj
CHO CHO
- HC)/ THF
a -—A/-——r— - CH3NH;
N - DMF/piperidina
OCH3 N OCH, N OCH;,
OH OH OH
36 a8
COCH;
~" ~COCH;
b -
OCH;,
OH
39

a. 5 eq HNO; (), 24 °C. b, CH3COCH,COCH3, HCI, THF.

Esquema 12

Los intentos de condensacién con acetofenona, del aldehfdo 36 y del correspondiente
derivado nitrado 38 con el fin de obtener algin otro producto, resultaron infructuosos.

Con el tinico producto obtenido se procedi6 al ensayo de inhibicidn in vitro de COMT
aislada de hfgado de cerdo. Aunque debido a la ausencia del grupo nitro era de esperar que 39
no fuese un inhibidor de COMT muy activo, su ensayo perinitirfa ver si la elongacién de la
cadena que soporta el grupo vinilo facilita el acceso del mismo a grupos SH presentes en el
centro activo de la enzima o préximos a €L



6. INHIBICION DE COMT POR [3-(4-HIDROXI-3-METOX]
FENIL)PROPILIDEN]-2,4-PENTANODIONA (39)
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Los ensayos de inhibicién de COMT por el producto 39 se realizaron, al ignal que en
casos anteriores, en dos condiciones experimentales: sin-preincubacién de la mezcla enzima-
inhibidor y con pre-incubacién de la misma.

COCH;

~" " COCH;

OCH3
oH

39

Los ensayos sin pre-incubacién se llevaron a cabo en ausencia de DTT, para evitar la
adicién del mismo al doble enlace de 39. Esta experiencia se realizé a dos concentraciones: 104
y 10-3 M; los valores elegidos para este estudio son altos ya que, al tratarse de un anédlogo del
producto de la reaccién y carecer de grupo nitro en el anillo dromﬁtlco, es de esperar que
presente poca afinidad por la enzima. Asf, a la concentracién mds baja “de inhibidor no se
observa inhibicién de COMT, y a la més alta se observa una inhibicién de aproximadamente un
12%. Estos resultados parecen confirmar la hipétesis de que 39 es un producto con poca
afinidad por el centro activo de la enzima.

Cuando se analizan los resultados obtenidos en el ensayo con pre-incubacidn, se
observa un incremento sustancial en los porcentajes de inhibicién para ambas concentraciones
de inhibidor, Tras 15 minutos de pre-incubacién de la mezcla enzima-inhibidor, se obtiene un
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40% de inhibicién a la concentracién mds baja estudiada y un 84% cuando la concentracién de
inhibidor es de 10-4 M.

La dependencia de Ia inhibicién con el tiempo de pre-incubacién puede indicar un
comportamiento irreversible de 39. Con el fin de establecer si efectivamente se trata de un
inhibidor itreversible, se realizé el ensayo de dilucién: tras 1 hora de pre-incubacién de enzima
y distintas concentraciones de inhibider, las mezclas fueron diluidas y medida su capacidad
inhibidora; en el proceso no se observa recuperacién de la actividad enzimdtica y se obtiene un
elevado porcentaje de inhibici6n atn a la concentracién més baja (88% de inhibicién a una
concentracién de 10-4M). Este comportamiento irreversible fue confirmado mediante un ensayo
adicional de filtracién en G-25; en el cual, se realizé la medida de actividad de una mezcla pre-
incubada, antes y después de filtracién a través de la columna de Sephadex G-25, no
observéndose recuperacién de la actividad enzimética,

Los resultados obtenidos en estos ensayos parecen indicar que 39 actiia como inhibidor
irreversible, aunque el hecho de que no se observe inhibicién de COMT por el mismo cuando
no se realiza una pre-incubacién de éste con la enzima indica que el compuesto tiene una
afinidad muy baja o incluso que la inhibicién sigue un proceso al azar.

Los resultados obtenidos con 39 resultan de gran interés, ya que abren una nueva via
hacia el disefio y obtenci6én de nuevos inhibidores irreversibles de COMT. Asf, probablemente
los nitroderivados de 4-(3,4-dihidroxifenil)but-1-eno por ser andlogos del sustrato
(dihidroxiderivados), y tener un grupo nitro en el anillo aromdtico (preferiblemente orto
respecto a uno de los hidroxilos), es de esperar que produzcan una mayor inactivacién de
COMT y actden como potentes inhibidores irreversibles de 1a enzima.



PARTE EXPERIMENTAL



PREPARACION Y CARACTERIZACION DE PRODUCTOS
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TECNICAS GENERALES

La cromatograffa en capa fina se Ilevé a cabo en placas de gel de sflice sobre aluminio
(Merck, Kieselgel 60, F 254). Las separaciones cromatogréficas en columna se realizaron en
gel de sflice (Merck, Kieselgel 60, 230-400 mesh) bajo media presiéni48 (cromatografia
rdpida). Las purificaciones previas se realizaron en columna de gel de sflice (Meirck, Kieselgel
60, 70-230 mesh).

Los puntos de fusién se determinaron en un Kofler Thermopan Reicher y no estdn
corregidos,

Los microandlisis se realizaron con muestras secas a vacio sobre PoO35 a temperatura
ambiente, utilizdndose un analizador elemental Perkin Elmer 240.

Los espectros infrarrojos se registraron en un espectrofotémetro Perkin-Elmer 681, en
pastillas de KBr, salvo que se indique otra cosa. Las frecuencias se dan en cmrl,

Los espectro de !H-RMN se registraron en un espectrémetro Varian EM-390
(90 MHz), Bruker AM-200 (200 MHz), Varian Gemini-200 (200 MHz) o Varian XL-300
(300 MHz), en soluciones que se indican en cada caso y TMS como referencia interna, Los
espectros de 13C-RMN se registraron en un Bruker WP-80 (20 MHz), un Bruker AM-200 (50
MHz) y un Varian XL-300 (75 MHz). Los desplazamientos quimicos se expresan en ppin &y

las constantes de acoplamiento en Hz.

La separacién cromatogrédfica por HPLC se llevé a cabo en un aparato Walters,
utilizando columna semipreparativa de fase normal (WPOLASIL), mezcla hexano:acetato de etilo

1:1 (flujo 3 mi/min) como eluyente y un detector de indice de refraccion,

Los disolventes y reactivos empleados fueron de calidad analftica y fueron purificados y
secados por los procedimientos habituales!4.
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1. NITRODERIVADOS DE VAINILLINA

1.1 Sintesis de 2-nitrovainillina (1)103.104

1.1.1. O-Acetilvainillina

A una solucién magnéticamente agitada de 5 gr (33 mmol) de vainillina disueltos en
19,7 ml (39,5 mmol) de hidréxido potdsico 2N y 8 ml de agua, se afiaden lentamente 12,2 ml
(0,13 moles) de anhidrido acético, Durante el proceso de adicion del anh{drido s¢ observa la
aparicién de un s6lido. La solucién, una vez frfa, se filtra y el sélido se lava con agua frfa,
obteniéndose 5,9 gr (rendimiento del 91%) de O-acetilvainiliina.

P.f.=75-76 OC; P.f.hibliografico = 76-77 °C

IR: 1765 (-C=0), 1750 (-C=0), 1250-1200 (d)

1H-RMN (90 MHz, CDCl3): 2,3 (s, 3H, -COCH3), 3,9 (s, 3H, -OCH3), 7,2 (d, 1H, J=7 Hz,
Hsap), 7.3 (d, 1H, J=1,5 Hz, Hoar), 7,4 (dd, 1H, J=7 Hz, J= 1,5 Hz, Hgar), 9.9 (s,
1H, -CHO),

1.1.2. 2-Nitro-O-acetilvainillina . -

A una solucién de 1,1 ml (25,3 mmol, d=1,5) de &cido nitrico fumante del 96%,
enfriada a -8 °C y sometida a agitacién magnética, se afiaden lentamente 5 gr (25,2 mmol) de
O-acetilvainillina finamente pulverizada. La mezcla de reacci6n se agita durante 10 minutos y se
vierte después sobre hielo picado. Una vez filtrado el sélido obtenido, lavado con agua fria y
secado, se aislaron 3,81 gr (rendimiento del 62%) de 2-nitro- O-acetilvainillina,
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P.f.= 75-79 °C

IR: 1780 (-C=0), 1715 (-C=0), 1550 (-NO2), 1375.

IH-RMN (90 MHz, CDCla): 2,4 (s, 3H,-COCHz), 4,0 (s, 3H, -OCH3), 7,4 (d, 1H,
J=9 Hz, Hsap), 7,7 (d, 1H, J= 9 Hz, Hgar), 9,9 (s, 1H, -CHO).

1.1.3. 2-Nitrovainillina (1)

La solucién magnéticamente agitada de 3 gr (12,3 mmol) de 2-nitro-O-acetilvainillina
disueltos en exceso de hidréxido sédico al 5%, es acidificada con 4cido clorhidrico 2N hasta
que deja de observarse la aparicién de precipitado. El filtrado de la mezcla, una vez fria,
proporciona 2,4 gr (rendimiento del 98%) de un sélido amarillo claro, sensible a la luz, cuyos
datos espectroscépicos coinciden con los esperados para el compuesto 1.

P.f.= 134-136 9C; P f.pibliogratico= 135 °C.
IR: 3620-3000 (a, -OH), 1675 (-C=0), 1600, 1580, 1375.
1H-RMN (80 MHz, DMSO-dg): 3.9 (s, 3H, -OCH3), 7,3 (d, 1H, J= 8 Hz, Hsap), 7,7 (d, 1H,
J=8 Hz, HgAr), 9.8 (s, 1H, -CHO).
Andlisis Calculado para CgH705N: C- 48,73%, H- 3,55%, N- 7,16%.
Hallado: C- 48,58%, H- 3,33%, N- 7,10%.

1.2. Sintesis de 6-nitrovainillina (3)104.105

1.2.1. O-p-Nitrobencilvainillina

La disolucién formada por 6,1 gr (40 mmol) de vainillina, 12,9 gr (60 mmol) de
bromuro de p-nitrobencilo y 2,1 gr (16 mmol) de carbonato potdsico en 80 ml de acetona, se
somete a reflujo durante 7 horas. La adicién de agua a la mezcla de reaccién permite la
obtencién de 13,4 gr de un sélido que, una vez purificado por cromatograffa rdpida
(hexano:acetato de etilo 4:1), condujo al aislamiento de 10,1 gr(rcndimiénto del 88%) de
O-p-Nitrobencilvainillina.
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P.f.= 124-126 °C; P.f.pibliografico= 124 °C.

IR: 1680 (-C=0), 1590, 1540-1510 (d), 1355.

1H-RMN (90 MHz, CDCl3): 4,0 (s, 3H, -OCH3), 5,3 (s, 2H, -CHz-), 7,0 (d, 1H, J= 7,5 Hz,
Hsap), 7,3 (d, 1H, J=75 Hz, Hgar), 7.4 (s, 1H, Haap), 7,6 (d, 2H, J=9 Hz,
H26Ar), 8,3 (d, 2H, J= 9 Hz, H3 541, 9,9 (s, 1H, -CHO).

1.2.2. 6-Nitro-O-p-nitrobencilvainillina

A una disolucién formada por 9 gr (31,3 mmol) de O-p-nitrobencilvainillina en 90 ml de
4cido acético glacial, magnéticamente agitada a 0 ©C, se afiaden lentamente 19 ml (434 mmol,
d=1,5) de fcido nitrico fumante del 96%. La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 12
horas, transcurrido este tiempo se adiciona sobre hielo picado. Tiene lugar la formacién de un
s6lido amarillo que, tras filtracién y posterior recristalizacién de acetato de etilo, permite la
obtencién de 6,7 gr (rendimiento del 65%) del 6-nitroderivado,

P.f.= 210-212 °C; P.f.ivliografico= 212-214 °C

IR: 1700 (-C=0), 1550 (a, -NO2), 1505, 1350 (-NOy), 1295, 1230.

IH-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 3,97 (s, 3H, -OCHa), 5,48 (s, 2H, -CHa-), 7,39 (s, 1H,
Haap), 7,73 (d, 2H, J= 8,6 Hz, Hy 6Ar), 7,82 (s, 1H, HsAr), 8,27 (d, 2H, J= 8,6 Hz,
H3 5417, 10,19 (s, 1H, -CHO).

1.2.3. 6-Nitrovainillina (3)

La disolucién magnéticamente agitada de 5 gr (15 mmol) de 6-nitrobencilvainillina en 80
ml de 4cido sulfiirico concentrado, se calienta entre 50-60 °C durante 2 horas, Transcurrido este
tiempo, el crudo rojizo obtenido se adiciona sobre hielo, observandose la aparicién de un sélido
que adopta un aspecto pastoso al ser filtrado. El crudo se seca a vacfo en presencia de PoOs5
volviendo a adoptar un aspecto sélido. El percolado del mismo en gel de sflice permite la
obtencién de 1,9 gr (rendimiento del 65%) de 6-nitrovainillina.
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P.f.= 208 oC, P.f.pibliografico= 209 °C.
IR: 3680-3040 (a, 2 bandas, -OH), 1675 (-C=0), 1525 (-NOp), 1330 (-NO2).
1H-RMN (90 MHz, DMSO-dg): 4,0 (s, 3H, -OCH3), 7,3 (s, 1H, Hoar), 7,5 (s, 1H, H5Ar),
10,2 (s, 1H, -CHO).
Anélisis calculado para CgH70sN: C- 48,73%, H- 3,55%, N- 7,10%.
Hallado: C- 48,76%, H- 3,71%, N- 71,33%.

2- NITRODERIVADOS DE ISOVAINILLINA

2.1. Sintesis de 2-pitro y 6-nitroisovainillina (4 y 6 respectivamente)!06

Sobre una solucién formada por 2 gr (13,1 mmol) de isovainillina en 10 ml de acetona
seca, magnéticamente agitada y enfriadaa 0 °C, se afiaden gota a gota 0,7 ml (16,0 mmol,
d= 1,5) de 4cido nitrico fumante. La reaccién es inmediata, La adicién sobre hielo del crudo de
reaccién conduce a la aparicién de un sélido que se filtra posteribrmcnte. En dicho proceso se
obtienen 2,1 gr de un sélido mezcla de 2 y 6-nitroisovainillina, los cuales pueden ser separados
por cromatograffa rdpida en gel de sflice (hexano:acetato de etilo 4:1), aisldndose 0,58 gr
(rendimiento del 27%) de un s6lido marrén cuyos datos espectroscépicos coinciden con los
esperados para la 2-nitroisovainillina; 1,2 gr (rendimiento del 51%) de un s6lido amarillo
brillante resultante de la nitracién en posicién 6 del anillo de isovainillina y 0,24 gr de sélido
mezcla de los anteriores, ’
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2-Nitroisovainiflina (4)

P.f.= 143-145 9C; P.f.pibliografico= 148-149 °C.
IR: 3600-300 (a, -OH), 1675 (-C=0), 1410, 1285-1260 (d).
IH-RMN (90 MHz, DMSO-dg): 4,0 (s, 3H, -OCHz), 4,8-3,4 (ancha, 1H, -OH), 7,3 (d, 1H,
J= 7.5 Hz, HsAr), 7,6 (d, 1H, J= 7,5 Hz, Hgar), 9,8 (s, 1H, -CHO).
Andlisis calculado para CgH705N: C- 48,73%, H- 3,55%, N- 7,10%
Hallado: C- 48,46%, H- 3,75%, N- 7,20%

6-Nitroisovainillina (6)

P.f.= 185 °C; P.f.pibliogrdfico= 189 °C.
IR: 3650-3130 (a, -OH), 1700 (-C=0), 1520 (-NO2).
IH-RMN (90 MHz, DMSO-dg): 4,0 (s, 3H, -OCHz3), 4,7-3,6 (a, 1H, -OH), 7.2 (s, 1H,
Hoap), 7.7 (s, 1H, Hsar), 10,2 (s, 1H, -CHO).
Anilisis calculado para CgH705N: C- 48,73%, H- 3,55%, N- 7,10%
Hallado: C- 48,88%, H- 3,83%, N- 7,10%

2.2. Sintesis de 2,6-dinitroisovainillina (16)

A una disclucién formada por 1 gr (6,6 mmol) de isovainillina en 5 ml de acetona seca,
sometida a agitacién magnética y a 0 °C de termperatura, se adicionan lentamente 1,06 ml
(24,2 mmol, d=1,5) de 4cido nitrico fumante. La agitacién de la mezcla durante 30 minutos y
posterior adicién sobre hielo-agua permiten la obtencién de 1,3 gr de un sélido amarillo. La
recristalizacién en etanol-agua del mismo conduce al aislamiento de 1,06 gr (rendimiento del
66%) de un producto puro, sensible a la luz, cuyos datos espectroscépicos coinciden con los
esperados para el compuesto 16.

P.f.= 159-161 °C; P.f.pibliografico= 164-165 °C.
IR: 3640-3140 (a, -OH), 1700 (-C=0), 1535 (-NOy2), 1510 (-NG2), 1375, 1355.
1H-RMN (90 MHz, DMSO-de): 4,1 (s, 3H, -OCH3), 7,9 (s, 1H, HsAp), 1(5,2 (s, 1H, -CHO).
Andlisis calculado para CgHgO7N2: 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. Sintesis de 5-nitroisovainillina (5)106

2.3.1. O-Acetilisovainillina .

Por reaccién de 2 gr (13,1 mmol) de isovainillina con anhfdrido acético, en condiciones
andlogas a las indicadas en el apartado 1.1.1,, se aislan 2,4 gr de un sélido cuya recristalizacién
en metano! permite la obtencién de 2,15 gr (rendimiento del 83%) de O-acetilisovainillina

quimicamente pura.

P.f.= 84-87 OC.

IR: 1775 (-C=0),1690 (-C=0), 1515.

IH-RMN (90 MHz, CDCls): 2,3 (s, 1H, -COCHg), 3,9 (s, 1H, -OCH3), 7,1 (d, 15, J= 9 Hz,
Hsap), 7,6 (d, 1H, J= 3 Hz, Haap), 7,7 (dd, 1H, J= 9 Hz, J=3 Hz, Hear), 9,8 (s, 1H,
-CHO).

2.3.2, 5-Nitro-O-acetilisovainillina .

Sobre 3,3 ml (76 mmol, d= 1,5) de 4cido nitrico fumante se afiaden lentamente, con
agitacién magnética y a 0 °C, 1,5 gr (7,6 mmol) de O-acetilisovainillina finamente pulverizada,
La agitacién se prolonga durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, el crudo de reaccidn se
adiciona sobre hielo-agua observéndose la aparicién de un sélido. Por filtraci6n de la mezcla s
obtienen 1,4 gr de un producto amarillo sensible a la luz cuya recristalizacién en acetato de etilo-
hexano proporciona 1,25 gr (rendimiento del 68%) de 5-nitro-O-acetilisovainillina pura.

P.f.= 85-57 °C; P.f.pibliogréfico™ 86 °C, -

IR; 1775 (-C=0), 1700 (-C=0), 1550 (-NO2).

1H-RMN (90 MHz, DMSO-dg): 2,4 (s, 3H, -COCH3), 4,0 (s, 3H, -OCH3), 8,1 (d, 1H,J=2
Hz, Hoap), 8,4 (d, 1H, J=2 Hz, Hsar), 10,0 (s, 1H, -CHO).
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2.3.3, 5-Nitroisovainillina (5)

El proceso tiene lugar en condiciones an4logas a las indicadas en el apartado 1.1.3. por
tratamiento de 1,1 gr (4,5 mmol) de 5-nitro-O-acetilisovainillina con solucién de hidréxido
sédico y posterior acidificacién con 4cido clorhfdrico. La recristalizacién en agua del crudo
permite el aislamiento de 0,5 gr (rendimiento del 53%) de S-nitroisovainiliina pura.

P.f.= 110-113 9C; P.f.bibliografico= 113 °C.
IR: 3620-3200 (a, -OH), 1700 (-C=0), 1615, 1540 (d).
IH-RMN (90 MH, DMSO-dg): 4,0 (s, 3H, -OCH3), 7,6 (d, 1H, J=2 Hz, HaA), 7.9 (d, 1H,
J=2 Hz, Heap), 9,9 (s, 1H, -CHO),
Andlisis calculado para CgH70sN: C- 48,73%, H- 3,55%, N- 7,10%
Hallado: C- 48,89%, H- 3,54%, N- 7,68%

3, NITRODERIVADOS DE o-VAINILLINA

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

A la solucién formada por 2 gr (13,1 mmol) de o-vainillina y 9,1 ml (160 mmol) de
4cido acético glacial, sometida a agitacién magnética y 0 oC de temperatura, se adicionan
lentamente 0,57 ml (13,1 mmol, d= 1,5) de 4cido nftrico fumante en 2,6 ml (45,9 mmol) de
4cido acético glacial. La temperatura debe mantenerse entre 10-20 °C. Al empezar a afiadir la
solucién de dcido nftrico se observa un cambio de coloracién de la mezcla de reaccién de
amarillo a marrén-rojizo, que culmina con la aparicién de un precipitado amarillo. Por filtracién
y posterior lavado con agua frfa del mismo se obtuvieron 1,72 gr de s6lido, que tras
recristalizacién de agua permitié el aislamieno de 1,63 gr (rendimiento del 63%) de 8.
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P.f.= 137-138 °C; P.f.pibliografico= 140 °C.
IR: 3600-3125 (a, -OH), 3100, 1675 (-C=0), 1525 (-NO3), 1320-1275 (2 bandas).
1H-RMN (90 MHz, CDCl3): 4,0 (s, 3H, -OCH3), 7,9 (d, 14, J= 2,7 Hz, H4Ar), 8,2 (d, 1H,
J= 2,7 Hz, Hgap), 10,0 (s, 1H, -CHO).
Andlisis calculado para CgH70sN: C- 48,73%, H- 3,55%, N- 7,10%
Hallado: C- 48,83%, H- 3,74%, N- 7,35%

3.2. Sintesis de 6-nitro-o-vainillina (9)104,108

3.2.1. O-Toluensulfonil-o-vainillina

A la solucién magnéticamente agitada de 3 gr (19,7 mmol) de o-vainillina en 10 ml de
agua y 1 gr de hidréxido sédico se afiaden lentamente 4,5 gr (23,6 mmol) de cloruro de
toluensulfonilo disueltos en 6 ml de diclorometano. La mezcla de reaccion se agita a temperatura
ambiente durante 24 horas. Una vez finalizada la reaccién, se separan dos fases; la fase
orgénica se lava con 4cido clorhfdrico 6N (2 x 5 ml), solucién saturada de bicarbonato sédico
(1 x 5 ml) y solucién saturada de cloruro sédico (1 x 10 mi), La mezcla de fases orgdnicas se
seca sobre sulfato sédico anhidro, se filtra y se elimina el disolvente a presi6én reducida,
obteniéndose 5,77 gr de producto crudo que se purifica por cromatograffa répida en gel de sflice
(hexano:acetato de etilo 4:1). Como resultade de este proceso se aislaron 5,31 gr
(rendimiento del 88%) de O-toluensulfonil-o-vainillina.

P.f.= 93-95 oC.

IR: 1700 (-C=0), 1200, 1385, 1180.

IH-RMN (90 MHz, CDCla): 2,4 (s, 3H, -CH3), 3,6 (s, 3H, ~OCHz), 7,0-7,9 (m, TH, 7HAY),
10,1 (s, 1H, -CHO).

3.2.2. 4 y 6-Nitro-O-tosil-o-vainillina
Sobre 52 ml de dcido nitrico fumante (d=1,5), magnéticamente agitados a 0 °C, se

afiaden de una sola vez 5,2 gr (17,0 mmol) de O-tosil-o-vainillina. A los 30 minutos, el crudo
de reaccién se adiciona sobre hielo. El precipitado obtenido se separa por filtracidn, se lava con
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agua y se seca. La cromatograffa en capa fina del producto filtrado presentaba dos manchas
(hexano:acetato de etilo 1:1, Rf= 0,7 y Rf= 0,3) que pudiercn ser separadas por cromatograffa
en gel de silice, obteniendo 3,26 gr de un sélido amarillo, un 6-nitro derivado, y 2,70 grde un
aceite amarillo que resultd ser una mezcla del 4-nitro derivado y otros productos, en los cuales
ademds de la nitracién en posicién 4 también se nitraba el grupo tosilo.

3.2.3. 6-Nitro-o-vainillina (9).

La solucién formada por 3,1 gr del 6-nitro derivado obtenido en el apartado anterior y
37 ml de metanol se adicionan, bajo vigorosa agitacién magnética, a 1,9 gr de hidréxide
potésico disueltos en 4 ml de agua y 8 ml de metanol. La mezcla asf formada se mantiene a
reflujo durante 30 minutos. En este proceso se obtiene un precipitado rojo que se filtra y
redisuelve en agua hirviendo. La solucién obtenida se acidifica con dcido clorhfdrico
concentrado. Nuevamente se observa la aparicién de un precipitade que se filtra, se lava con
agua frfa y se seca, aisldndose 1,4 gr de 6-nitro-o-vainillina (rendimiento del 91%), sélido
amarillo brillante.

P.f.=101-103 °C, P.f.pipliogrifico= 104 °C.
IR: 3640-3200 (a, ~OH), 1655 (-C=0), 1515 (-NO9), 1330 (-NO2).
IH-RMN (90 MHz, CDCl3): 4,0 (s, 3H, -OCH3), 7,0 (d, 1H, J=9 Hz, H4Ar), 7.7 (d, 1H,
J=9 Hz, Hsap), 10,5 (s, 1H, -CHO),
Anélisis caleulado para CgH;0sN: C- 48,73%, H- 3,55%, N- 7,10%
C- 48,90%, H- 3,51%, N- 6,98%

3.3. Sintesis de 4-nitro-o-vainillina (7)109.104,108 ¥

Este producto pudo obtenerse por dos vias: partiendo de 0-acetil-o-vainillinal®® y
partiendo del O-tosil derivado de o-vainillinal 04108 (apartado 3.2.2).
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3.3.1, O-acetil-o-vainillina

La disolucién formada por 2 gr (13 mmol) de o-vainillina en una mezcla de 1,6 mi
(16,9 mmol, d= 1,08) de anhfdrido acético y 2,1 ml (26 mmol, d= 0,98) de piridina, se
mantiene en reposo a temperatura ambiente durante 24 horas, La adicién de agua a la mezcla de
reaccién da lugar a la aparicién de un sélido blanco. Por filtracién, lavado en agua frfa del
precipitado obtenido y posterior recristalizacién en etanol del mismo, se aislaron 2,2 gr
(rendimiento del 85%) de producto acetilado.

P.f.=72-74 9C; P.f.bibliografico: 76 °C.

IR: 2900 (-CHO), 1770 (-C=0), 1700 (-C=0), 1585, 1490,

1H-RMN (90 MHz, CDCl3): 2,4 (s, 3H, -COCH3), 3,9 (s, 3H, -OCH3), 7,5-7,1 (m, 3H,
Hap), 10,1 (s, 1H, -CHO).

3.3.2. 4-Nitro-o-vainillina (7)
a) A partir de O-acetil-o-vainillina

A la mezcla de reaccién formada por 7,1 ml (162 mmol, d= 1,5) de 4cido nitrico
fumante del 96% y 1,3 mi de 4cido sulfirico concentrado, mantenida a -6 °C'y sometida a
agitacién magnética, se afladen lentamente 2,0 gr (10,1 mmol) de O-acetil-o-vainillina finamente
pulverizada. La desaparicién del producto de partida, seguida por cromatograffa en capa fina
(hexano:acetato de etilo 3:1, Rf= 0,3), tiene lugar 15 minutos después de finalizar la adicién. El
crudo de reaccién se afiade sobre hielo, separdndose un aceite viscoso. La solucidn es entonces
extrafda con (3 x 20 ml) de benceno y el conjunto de extractos orgénicos son lavados con
mezcla agua-hielo, agitados 2 veces con solucién saturada de bicarbonato sédico frfa, y lavados
nuevamente con agua frfa, La mezcla de fracciones orgénicas se seca sobre sulfato sédico, se
filtra y elimina el disolvente a vacfo.

El residuo obtenido se calienta a ebullicién con 13 mlde solucién de hidréxido sédico
2 N. Una vez frfa, la mezcla de reaccién es acidificada con 4cido clorhidrico, observdndose la
aparicién de un precipitado que, una vez filtrado y seco, se purifica mediante percolado en gel
de silice. En dicho proceso se aislaron 0,58 gr (rendimiento del 29%) de un s6lido amarillo
brillante cuyos datos espectroscépicos coinciden con los esperados para la 4-nitro-o-vainillina.
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b) A partir del O-tosil derivado de o-vainillina

El tratamiento de la mezcla de 4-nitro derivados (obtenida en el apartado 3.2.2.) tiene
lugar de forma anédloga a la indicada en el apartado 3.2.3., aunque en este caso no se observa la
aparicién de precipitado. La soluci6n obtenida se diluye con agua caliente y se acidifica con
4cido clorhidrico. Cuando la solucién empieza a enfriarse se observa la aparicién de un sélido
amarillo, que es filtrado y secado, aisldndose 1,0 gr de 4-nitro-o-vainillina.

P.f.= 89-92 9C; P.f.pibliografico= 92-93 oC,
IR: 3640-3000 (a, -OH), 1670 (-C=0), 1530 (-NOy), 1300, 1275,
IH-RMN (90 MHz, DMSO-dg): 3,9 (s, 3H, -OCH3), 7,5 (d, 1H, J=7.5 Hz, HeAr), 7,6 (d,
1H, J= 9Hz, Hsar), 10,3 (s, 1H, -CHO).
Andlisis calculado para CgH705N: C- 48,73%, H- 3,55%, N- 7,10%.
Hallado: C- 48,77%, H- 3,58%, N- 7,05%.

4.1. Sintesis de 3,4-dihidroxi-2-nitrobenzaldehido (10)!11,

A una disolucién formada por 1,0 gr (5 mmol) de 2-nitrovainillina, 7 ml de
diclorometano y 0,73 gr (5,5 mmol) de tricloruro de aluminio sublimado, se adiciona gota a
gota y con agitacién 1,78 ml (22 mmol) de piridina, La mezcla as{ formada se somete a
agitacién durante 4 dias, a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, el crudo de reaccién
se adiciona sobre una mezcla de 34 ml de agua y 2,5 mt de 4cido clorhidrico concentrado. Se
desecha la fase orgdnica y la fase acuosa se agita durante 1 hora entre 50-55 0C de temperatura,
La suspensi6n obtenida se filtra en caliente y, una vez frfa, permite el aislamiento de 0,72 mg
(rendimiento del 78%) del producto 10 que pudo ser recristalizado de agua.

P.f.=172-1759C; P-f'bib!iogréfico‘_‘ 175-1780C,
IR= 3500-3000 (a, -OH), 1670 (-C=0), 1615, 1530, 1520, 1305.



112

IH-RMN (300MHz, DMSO-dg): 7,04 (d, IH, J= 8,3 Hz, Hsar), 7,38 (d, 1H,J=8,3 Hz,
H gar), 9,66 (s, 1H, -CHO).
Anilisis calculado para C7HsOsN: C- 45,90%, H- 2,73%, N- 7,65%.
Hallado: C- 45,72%, H- 2,81%, N- 7,46%.

4.2. Sintesis de 3,4-dihidroxi-5-nitrobenzaldehido (11)

La mezcla formada por 2 gr (10 mmol) de 5-nitrovainillina, 52 ml de 4cido acético
glacial y 61 ml de 4cido bromhfdrico (45%) es agitada a 150 °C durante 19 horas. El crudo de
reaccién, una vez frfo, es diluido con agua y parcialmente neutralizado con solucién saturada de
bicarbonato sédico. Se extrae con acetato de etilo (4 x 60 ml) y el conjunto de extractos
orgdnicos se secan sobre sulfato sédico anhidro; la filtracién y posterior eliminacién del
disolvente a presién reducida, permite el aislamiento de 1,8 gr de crudo. Por recristalizacién del
crudo de reaccién en tolueno se obtiene 1,1 gr (rendimiento del 61%) de 3,4-dihidroxi-3-
nitrobenzaldehido.

P.f.= 145-146 °C; P.f.vibliografico= 145-148 °C.
TR: 3600-2990 (a, 2 bandas, -OH), 1690 (-C=0), 1625, 1550, 1350 (a).
IH-RMN (90 MHz, DMSO-dg): 7,5 (d, 1H, J= 1,5 Hz, Haar), 8,0 (d, 1H, J= 1,5 Hz, Hsar),
9,8 (s, 1H, -CHO).
Andlisis calculado para C7H505N: C- 45,90%, H- 2,73%, N- 7,65%.
Hallado: C- 45,64%, H- 2,83%, N- 7,56%

4.3. Sintesis de 3,4-dihidroxi-6-nitrobenzaldehido (12)114.115

El proceso sintético tiene lugar en atmésfera de argon y con agitacién magnética. A la
disolucién formada por 4,5 gr (34 mmol) de tricloruro de aluminio sublimado afiadidos a
9,6 mi de dicloroetano seco, se afiaden 2 gr (10,1 mmotl) de 6-nitropiperonal disueltos en 8 ml
de dicloroetano seco. La reaccién se somete a agitacién durante 85 minutos, a una temperatura
entre -5 y 5 °C; transcurrido este tiempo, se adicionan 24,6 ml (0,2 mol, d= 1,45) de dcido
bromhfdrico 45% frfo. La mezcla de reaccién es agitada durante 2 dfas, tras los cuales se
observa por cromatograffa en capa fina la desaparicién del clorometiléter intermedio. Se diluye
con agua y se extrae con acetato de etilo. El conjunto de extractos orgénicos se secan sobre
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sulfato magnésico anhidro. La filtracién y posterior eliminacién a vacio del disolvente, permite
la obtencién de 1,62 gr (rendimiento del 88%) de un sélido amarillo sensible a la luz, cuyos
datos espectroscépicos coinciden con los esperados para el compuesto 12.

P.f.= 196-198 °C; P f.pibliografico= 203-204 °C,
IR: 3660-3100 (a, -OH), 1675 (-C=0), 1590, 1340, 1320.
IH-RMN (90 MHz, DMSO-dg): 7,2 (s, 1H, H2ar), 7,5 (s, 1H, Hsar), 10,2 (s, 1H, -CHO).
An4lisis calculado para C7Hs05N: C- 45,90%, H- 2,73%, N- 7,65%.
Hallado: C- 45,91%, H- 2,96%, N~ 7,48%.

5.1. Sintesis de 2,3-dihidroxi-4-nitrobenzaldehido (13)

Este compuesto se obtuvo de forma andloga a la indicada en el apartado 4.2 utilizando
4-nitro-o-vainillina como producto de partida, Por recristalizacién en agua del crudo se aisl6 el
poducto 13 (rendimiento del 65%). Sélido rojizo.

P.f.= 128-130 °C.,
IR: 3500-3000 (a, -OH), 1675 (-C=0), 1525 (-NO9), 1230.
IH-RMN (90 MHz, DMSO-dg): 7,3 (d, 1H, J= 9 Hz, HeAr), 7,5 (d, 1H, J=9 Hz, H5An),
10,3 (s, 1H, -CHO). -
Anélisis calculado para C7HsOsN: C- 45,90%, H- 2,73%, N- 7,65%.
Hallado: C- 45,70%, H- 2,81%, N- 7,48%.

5,2, Stntesis de 2,3-dihidroxi-5-nitrobenzaldehido (14)

La reaccién de 1 gr (5 mmol) de 5-nitro-o-vainillina con 4cido acético glacial y dcido
bromhidrico, tiene lugar en condiciones andlogas a las indicadas en el apartado 4.2, El crudo
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obtenido es purificado mediante percolado rdpido en cloroformo:metanol 3:1 (Re= 0.3)
obteniéndose 0,68 gr (rendimiento del 74%) de un sélido rojizo cuyos datos espectroscépicos
coinciden con los esperados para el producto 14,

P.f.= 230-233 9C; P.f.pipliogrdtico= 230-233 °C.
TR: 3660-3000 (a, -OH), 1670 (-C=0), 1525 (-NO,), 1365, 1350.
IH-RMN (90 MHz, DMSO-dg): 7.8 (d, 1H, J= 1,5 Hz, H3ay), 8,0 (d, 1H, J= 1,5 Hz, Hsar),
10,2 (s, 1H, -CHO).
Andlisis calculado para C7Hs05N: C- 45,90%, H- 2,73%, N- 7,65%.
Hallado: C- 46,04%, H- 3,01%, N- 8,01%.

5.3. Sintesis de 2,3-dihidroxi-6-nitrobenzaldehido (15)

A una solucidn formada por 100 mg (0,5 mmol) de 6-nitro-¢-vainillina disueltos en 2
ml de diclorometano seco, agitada a -78 °C y bajo atmdsfera de argon, se afiaden 2 ml (2 mmol,
IM en diclorometano) de tribromuro de boro. La temperatura se deja evolucionar hasta
temperatura ambiente. La reaccidn se sigue por capa fina (hexano:acetato de etilo 2:1, Rg= 0,3)
observdndose la desaparicién total del producto de partida tras 65 horas de agitacién. La mezcla
se diluye con agua y se extrae con éter etflico (2 x 10 ml). El conjunto de extractos orgénicos se
extraen con disolucién de hidréxido sédico 1N, El residuo acuoso es acidificado con dcido
clorhidrico y extraido nuevamente con éter etilico. El conjunto de extractos orgdnicos se secan
sobre sulfato sédico anhidro. Por filtracién y eliminacién del disolvente a vacfo se obtienen
50 mg de crudo, cuya recristalizacién en agua permite el aislamiento de 20 mg (rendimiento del
22%) de un sélido marrén que pudo ser caracterizado como 15.

P.f.= 120-124 °C,
IR: 3700-3000 (a, -OH), 1650 (-C=0), 1530 (-NO,), 1340 (-NO,).
IH-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 7,03 (d, 1H, J= 8,8 Hz, Haay), 7,54 (d, 1H, J= 8,8 Hz,
Hsar), 10,26 (s, 1H, -CHO).
Andlisis calculado para C7Hs0O35N: C- 45,90%, H- 2,73%, N- 7,65%.
Hallado: C- 45,64%, H- 2,82%, N- 7,45%.
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6. 1-VINIL DERIVADOS DE NITROGUAYACOL Y NITROCATECOL

6.1. Sintesis de (3-hidroxi-d-metoxi-5-nitrobenciliden)-2,4-pentanodiona (17).

La disolucién formada por 0,5 gr (2,54 mmol) de S-nitroisovainillina y 0,26 ml
(2,54 mmol) de 2,4-pentanodiona en 3 mi de tetrahidrofurano es saturada con 4cido clorhidrico
gas. La mezcla se agita a 4 °C durante una noche. El disolvente se elimina a vacfo y el crudo de
reaccién obtenido se purifica por cromatograffa en gel de sflice (hexano:acetato de etilo 2:1)
obteniéndose 0,49 gr (rendimiento del 69%) del producto puro 17.

P.f.= 167-169 °C.

IR: 3500-3000 (a, -OH), 1710 (-C=0), 1645 (-C=0), 1615, 1540 (-NOy).

IH-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 2,29 (s, 3H, -COCH3), 2,43 (s, 3H, -COCHa), 2,92 (s,
34, -OCH3), 7,21 (d, 1H, J= 2,0 Hz, Haar), 7,47 (d, 1H, J= 2,0 Hz, Hgar), 7,62 (s,
1H, -CH=),

13C-RMN (20 MHz, CD3COCD3): 26,3 (-COCH3), 62,1 (-OCHjy), 117,7 (Cgap), 121,3
(Coap), 130,2, 137,6 (-CH=), 143,4, 144,7, 145,8, 152,7, 197,6 (-C=Q).

Andlisis calculado para Ci3H;306N: C- 55,91%, H- 4,65%, N- 5,01%.

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

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

La reaccién de 5-nitroisovainillina y acetofenona tiene lugar en condiciones andlogas a
las indicadas en el apartado 6.1, usando metanol como disolvente. Se observa la aparicién de
un precipitado; tras filtracién y secado del mismo, se afsla 18 con un rendimiento del 67%.
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P.f.= 180-182 °oC,

IR: 3600-3120 (a, -OH), 1660 (-C=0), 1600, 1540 (-NOy).

IH-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 3,90 (s, 3H, -OCH3), 7,53 (d, 1H, J= 2,0 Hz, HaAr), 7,57
(t, 2H, J= 7,4, H3 5Ar), 7,64 (d, 1H, J= 16 Hz, =CH-A1), 7,67 (1, 1H, J= 7,4 Hz,
Haar), 7,89 (d, 1H, J= 16 Hz, =CHCO), 7,94 (d, 1H, J= 2Hz, Hgar), 8,14 (dd, 2H,
J=1,3 Hz, J= 7,4 Hz, Hz 6Ar’).

13C-RMN (20 MHz, DMSO-dg): 61,3 (-OCH3), 113,8 (Cgar), 120,9 (Coar), 1234 (Car),
128,5 (Ca,), 128,7 (Cyap), 130,7, 133,2(-CH=), 137,3, 141,5 (CH=), 145,2, 151,7
(Csap), 188,9 (-C=0).

Andlisis calculado para CgH305N: C- 64,21%, H- 4,35%, N- 4,68%.

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

6.3. Sintesis del #cido (3-hidroxi-4-metoxi-5-nitrobenciliden)nitroacético (19)

La condensacién de 5-nitroisovainillina y nitroacetato de etilo se realizd de forma
andloga a la indicada en el apartado 6.2; aunque el proceso tiene lugar después de agitacion
durante sicte dfas a 25 °C. La mezcla de reaccién se diluye con agua y se extrae con acetato de
etilo. El extracto orgénico se seca sobre sulfato magnésico anhidro, se filtra y el disolvente se
elimina a vacfo; se obtiene un sélido que tras sucesivas recristalizaciones conduce al aislamiento
de 19 con un rendimiento del 17%.

P.f.= 138-141 °C,

IR: 3650-3000 (varias, a), 1330 (&), 1350, 1320.

1H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 3,87 (s, 3H, -OCH3), 7,43 (d, 1H, J= 1,8 Hz, Hac), 7,45
(d, 1H, I= 1,8 Hz, Hay), 8,09 (s, 1H, =CH-), 10,63 (s ancho, 1H,-OH), 11,43 (s,
ancho, 1H, -OH).

13C.RMN (50 MHz, CD3COCD3): 62,1 (-OCHy), 114,2 (Cga,), 116,5 (Caa0, 130 6, 1427,
1474 (-CH=), 152,8,
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6.4. Sintesis de 2,5-bis(3-hidroxi-4-metoxi-5-nitrobenciliden)ciclopentanona
(20).

La reaccién de 5-nitroisovainillina (1,01 mmol) y ciclopentanona (0,72 mmol) se llevaa
cabo de forma anéloga a la indicada en el apartado 6.2. El crudo de reaccién se diluye con agua
y se extrae con acetato de etilo. El extracto orgdnico se seca sobre sulfato sédico anhidro, se
filtra y, por eliminacién a vacfo del disolvente, se obtienen 0,21 gr (rendimiento del 46%) de un
s6lido amarillo que fue identificado como 20.

P.f.= Desc. 290 °C.

IR: 3650-3100 (a, -OH), 1620 (-C=0), 1535 (-NOy), 1355, 1325,

IH-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 2,49 (s, 4H, -CHp-), 3,91 (s, 6H, -OCH3), 7,33 (s, 2H,
=CH-), 7,47 (d, 2H, J= 2 Hz, Ha 2°Ar), 7,57 (d, 2H, He 6°Ar).

13C.RMN (50 MHz, DMSO-dg): 25,7 (-CHy-), 61,2 (-OCH3), 116,4 (Cgan)» 121,35 (Coar),
130,5 (-CH=), 131,1 (C A, 138,5 (Csap), 141,0 (Chap), 144,9 (C3a0), 151,8 (C=),
194,8 (-C=0).

Andlisis calculado para Cp1H gN20g: C- 57,01%, H- 4,07%, N- 6,33%.

Hallado: C- 56,86%, H- 4,14%, N- 6,41%.

6.5. Sintesis de 4-nitro-3-(3-hidroxi-4-metoxi-5-nitrofenil)-2-oxo glutarato de
etilo (26).

La disolucién formada por 0,5 gr (2,53 mmol) de 5-nitroisovainillina, 0,69 ml (6,25
mmol) de nitroacetato de etilo, 0,15 ml (1,5 mmol) de piperidina y 5 ml de dimetilformamida se
agita durante 18 horas a temperatura ambiente. Una vez eliminado el disolvente, el crudo
obtenido se purifica por cromatograffa répida (hexano:acetato de etilo 3:1), aislindose 0,48 gr
(rendimiento del 46%) del sélido blanco 26.

P.f=111-113 oC,
IR: 3680-3100 (a, -OH), 2900, 1765 (-C=0), 1730 (-C=0), 1540 (-NO3). '
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I1H-RMN (300 MHz, CDCl3): 1,24 (¢, 3H, -CHa), 1,36 (t, 3H, -CHz3), 3,98 (s, 3H, -OCHa3),
4,17 (q, 1H, J= 7 Hz, -CHp-), 4,18 (q, 1H, J= 7 Hz, -CH»-), 4,35 (q, 2H, J="7 Hz,
-CHy-), 4,84 (d, 1H, J= 3 Hz, -CH-), 4,91 (d, 1H, J= 3Hz, -CH-), 7,24 (d, 1H, J=
2,3 Hz, Haap), 7,42 (d, 1H, J=2,3 Hz, HgAp).

13C-RMN (75 MHz, CDCl3): 13,9 (-CHg), 14,1 (-CH3), 51,9 (-OCHj3), 62,4 (CH»), 62,6
(-CHCO), 63,0 (-CHy-), 78,1 (-CHNO,COOEL), 108,0 (Cyap), 115,5 (Coap), 1187
(Ceap)r 134,6 (Cspap), 1414 (Capp), 142,9 (C44p. 151,5 (COCOOEY), 1579
(COCOQEL), 167,6 (-COOEL).

Anélisis calculado para C16H1gN2011.H20: C- 44,44%, H- 4,63%, N- 6,48%.

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

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

La reaccién de condensacion de 3,4-dihidroxi-2-nitrobenzaldeh{do con acetofenona
tiene lugar en condiciones andlogas a las indicadas en el apartado 6.2. La evaporaci6n del
disolvente a vacio conduce a la obtencién de un crudo, cuya recristalizacién en metanol-agua
permite el aislamiento del sélido rojo 21 con un rendirniento del 75%.

P.f.=170-173 ©°C.

IR: 3480 (-OH), 3320-2900 (-OH), 1650 (-C=0), 1590, 1565, 1530.

IH-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 7,01 (d, 1H, J=8,5 Hz, Hgar), 7,32 (d, 1H, J= 15,3 Hz,
=CHCO-), 7,56 (td, 2H, J=17,3 Hz, J= 1,5 Hz, H3 5Ar), 7,62 (d, 1H, J=8,5 Hz,
Hsap), 7,67 (tt, 1H, J= 7,3 Hz, J= 1,3 Hz, Hyar?), 7,81 (d, 1H, J= 15,3 Hz, =CHAI),
8,09 (dd, 2H, J= 7,3 Hz, J= 1,3 Hz, Ha 6Ar’).

13C-RMN (50 MHz, CD3COCD3): 118,0 (-CHgpy), 120,0 (-CHpp), 120;3 (Cypp), 124,3
(-CH=), 129,3 (2Car), 129,5 (2C4), 133,8 (C4ar), 137.5 (-CH=), 138,8, 1394,
141,6, 1494, 189,5 (-C=0).

Anélisis calculado para Cy5HyjOsN: C- 63,16%, H- 3,86%, N- 4,91%.

Hallado: C- 63,11%, H- 3,81%, N- 4,90%.
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6.7. Sintesis del #cido (3,4-dihidroxi-2-nitrobenciliden)nitroacético (22)

La reaccién de 200 mg (1,1 mmol) de 3,4-dihidroxi-2-nitrobenzaldeh{de con
nitroacetato de etilo (1,1 mmol), tiene lugar en condiciones anédlogas a las indicadas en el
apartado 6.3. En este proceso se obtienen 240 mg de un crudo que es lavado con agua. La
filtracién del sélido permite el aislamiento de 96 mg (rendimiento del 32%) del producto 22.
Ias aguas de lavado conducen a la obtencién de 80 mg de mezcla de productos de condensacién
y aldehido sin reaccionar.

P.f.= Desc. 190 °C.

IR: 3500, 3475-3100 (a), 1550, 1250,

1H-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 6,93 (d, 1H, J= 8,5 Hz, Hay), 6,98 (d, 1H, J= 8,5 Hz,
Har), 7,87 (s, 1H, =CH), 10,60 (s ancho, 1H, -OH), 10,61 (s ancho, 1H, -OH),
11,33 (s, 1H, ~-COOH).

13C.RMN (50 MHz, CD3COCD3): 117,6 (CHpp), 1179, 120,0 (CHyy), 139.6, 1447
(-CH=), 148,36.

6.8. Stntesis de 2,5-bis(3,4-dihidroxi-2-nitrobenciliden)ciclopentanona (23).

La reaccién a partir de 3,4-dihidroxi-2-nitrobenzaldehido y ciclopentanona se llevé a
cabo en condiciones andlogas a las indicadas en el apartado 6.4, La reaccién se completo tras
30 minutos de agitacién a 4 ©C. Durante el proceso se observa la aparicién de un precipitado,
que una vez filtrado y seco permite el aislamiento del sélido anaranjado 23 con un rendimiento
del 75%.

P.f.= Desc. 250 °C. -

IR: 3700-3000 (a, -OH), 1675 (-C=0), 1585, 1545 (-NOy).

IH-RMN (300 MHz, DMSO-dg): 3,00 (s, 4H, -CHp-), 6,95 (s, 2H, =CH-), 7,05 (d, 2H, J=
8,7 Hz, Hsar), 7,19 (d, 2H, J= 8,7 Hz, Hgar).

13C-RMN (50 MHz, CD3COCD3): 27,0 (-CHy-), 117,4 (CHyp), 120,5, 122,0 (CHpp), 1257
(-CH=), 139,4, 140,0, 142,2, 148,5, 194,6 (-C=0).

Andlisis calculado para C19H1409Np: C- 55,07%, H- 3,38%, N- 6,76%.

Hallado: C- 55,33%, H- 3,75%, N- 6,54%.
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6.9. Sintesis del dcido (2,3-dihidroxi-4-nitrobenciliden)nitroacético (24).

La reaccién a partir de 2,3-dihidroxi-4-nitrobenzaldehido y nitroacetato de etilo tiene
lugar en condiciones anglogas a las indicadas en el apartado 6.3,, aunque en este caso la mezcla
se agit6 a temperatura ambiente durante siete dfas. El crudo de reaccién se recristalizé de agua,
obteniéndose 24 con un rendimiento del 78%.

P.f.= 185-187 °C.

IR: 3600-3100 (a), 1535, 1170.

IH-RMN (300 MHz, CD3COCD3): 7,16 (d, 1H, J= 9,0 Hz, HgAr), 7,61 (d, 1H, J=9,0 Hz,
Hsar), 8,46 (s, 1H, =CH-).

I3C-RMN (50 MHz, DMSO-dg): 114,9 (CHa,), 116,9 (CHy,), 123,7, 136,3, 142,6, 146,0,
146,4 (-CH=).

6.10. Sintesis de (3,4-dihidroxi-5-nitrobenciliden)-2,4-pentanodiona (25)

La condensacién del 3,4-dihidroxi-5-nitrobenzaldehido con la 2,4-pentanodiona tiene
lugar de forma andloga a la indicada en el apartado 6.1. Se obtiene el producto 25 con un 77%
de rendimiento.

P.f.= 175-178 °C; P.f.pivliogréfico= 175-178 °C.

IR: 3400-3100 (a, -OH), 1685 (-C=0), 1650, 1615 (-C=C-), 1540 (-NOy).

1H-RMN (300 MHz, CD3COCD3): 2,29 (s, 3H, -CHs), 2,95 (s, 3H, -CH3), 7,29 (d, 1H, J=
2,1 Hz, Haap), 7,62 (s, 1H, -CH=), 7,81 (d, 1H, J= 2,1Hz, HﬁAr) 9,22 (s ancho,
1H, -OH), 10,57 ( s ancho, 1H, -OH).

13C.RMN (20 MHz, CD3COCD3): 26,3 (-CH3), 31,7 (-CHa), 118,7 (CHgap), 121,7
(CHyAp), 125,7, 135,8, 138,1 (-CH=), 143,9, 145,8, 148,8.

Anglisis calculado para CioH1106N: C- 54,33%, H- 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-D[HIDROXIFENIL)BUT-1-ENO

7.1. Sintesis del Acido 3-(3’,4’-metilendioxifenil)propi6énico (28)

A una disolucién formada por 5 gr (26 mmol) de 4cido 3,4-metilendioxicindmico en
150 ml de etanol se afiaden 0,5 gr (1% en peso) de paladio sobre carbén (10%) y se somete a
hidrogenacién a presién atmosférica y a temperatura ambiente, Después de 12 horas de
agitacién, la mezcla se filtra y se elimina el disolvente a presién reducida obteniéndose 4,86 gr
(rendimiento del 96%) de 28.

P.f.= 82-84 °C; P'f-bibliogrﬁfiw: 91 oC.
IR: 3500-3000 (-OH), 1770-1650 (-C=0), 1505, 1450.
1H-RMN (200 MHz, CDCla): 2,61 (t, 2H, J=7,6 Hz, -CHp-), 2,85 (t, 2H, J= 7,6 Hz,
-CHjy-), 591 (s, 2H, -OCH20-), 6,63 (dd, 1H, J= 7,8 Hz, J= 1,6 Hz, Hgar), 6.68 (d,
1H, J= 1,6 Hz, Haay), 6,71 (d, 1H, J= 7,8 Hz, HsAr), 9,96 (s ancho, 1H, -COOL).
Andlisis calculado para CyjgH19O4: C- 61,85%, H- 5,15%.
Hallado: C- 61,80%, H- 5,15%.

7.2- Sintesis de 3-(3",4"-metilendioxifenil)propanoato de metilo (29).

La solucién formada por 4,8 gr (25 mmol) del dcido precursor 28, 150 ml de metanol y
4cido sulfdrico, se somete a agitacién a temperatura ambiente durante 3 dfas. La eliminacién del
disolvente y posterior percolado del crudo de reaccién permitié el aislamiento de 5,04 gr
(rendimiento del 97%) del €ster 29.

IR (entre cristales): 3100-2810, 1740 (a, -C=0), 1510, 1495, 1450.
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IH-RMN (300 MHz, CDCl3): 2,51 (t, 2H, J="7,7 Hz, -CHp-), 2,84 (t, 2H, J=7,7 Hz,
-CH,-), 3,64 (s, 3H, -CH3), 5,88 (s, 2H, -OCH20-), 6,61 (dd, 1H, J=7,8 Hz, J=
1,8 Hz, HgAr), 6,65 (d, 1H, J=1,8 Hz, Haa;), 6,69 (d, 1H, J= 7,8 Hz, HsA1).
Andlisis calculado para C11H1204: C- 63,41%, H- 5,76%.
Hallado: C- 63,09%, H- 6, 09%.

7.3. Sintesis de 3-(3",4"-metilendioxifenil)propanal (30).

A una solucién de 4,8 gr (23,1 mmol) del ester 29 en 95 ml de tolueno destilado,
enfriada a -78 °C y bajo argon, se van afiadiendo gota a gota 25,4 ml de diselucién 1M de
hidruro de diisobuti! aluminio en tolueno (25,4 mmol), Una vez finalizada la adicién, se
mantiene la agitacién durante 75 minutos, afiadiendo después una pequefia cantidad de metanol,
A la solucién asf obtenida se adicionan alrededor de 25 ml de solucién saturada de tartrato de
sédio y potasio, se somete a agitacién durante 30-60 minutos y se extrae con diclorometano.
Los extractos orgdnicos se secan sobre sulfato sédico anhidro, se filtra y el disolvente se
elimina a presién reducida, Se obtiene un aceite, mezcla de varios productos. Por cromatograffa
répida en hexano:acetato de etilo (6:1) se aislan 480 mg (10%) de producto de partida sin
reaccionar, 707 mg (17%) del correspondiente alcohol 31y 2,64 gr (64%) detl aldehido 30.

IR (entre cristales): 3030-2790 (a), 2730, 1750 (a, -C=0), 1610.
1H-RMN (300 MHz, CDCl3): 2,66 (m, 2H, -CHy-), 2,81 (m, 2H, -CH2-), 5,85 (s, 2H,
-OCHy0-), 6,56 (dd, 1H, J= 7,9 Hz, J= 1,7 Hz, Hgar), 6,61 (d, 1H, J= 1,7 Hz,
Hoap), 6,66 (4, 1H, J= 7,9 Hz, H54.), 9,73 (m, 1H, -CHO).
Andlisis calculado para CigH1g04: C- 67,41%, H-5,62%.
Hallado: C- 67,38%, H- 5,89%.

7.4, Sintesis de 3-(3’,4"-metilendioxi-6-nitrofenil)propanal (32).

A una disolucién formada por 2,4 gr (13,5 mmol) del aldehido 30 y 8 ml de
dicloroetano, magnéticamente agitada a -15 °C, se afiaden lentamente 3,97 ml (94,4 mmol) de
4cido nitrico fumante d=1,5. La reaccién se completa 30 minutos después de su inicio. El crude
de reaccién se adiciona sobre hielo-agua. Se extrae con acetato de etilo y el extracto orgdnico se
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seca sobre sulfato sédico anhidro. Tras eliminar el disolvente a vacfo, el crudo de reaccién se
purificé por cromatografia rdpida en gel de sflice (hexano:acetato de etilo 5:1) obteniendo
1,38 gr (rendimiento del 46%) de 32.

P.f.= 65-66 °C.

IR (Nujol): 3050, 3030-2780 (a), 2730, 1715 (a, -C=0)), 1620.

IH-RMN (300 MHz, CDCla): 2,81 (¢, 2H, J= 7,3 Hz, -CHz-), 3,10 (t, 2H, J=7,3 Hz,
-CHjz-), 6,03 (s, 2H, -OCH0-), 6,73 (s, 1H, H2Ar), 7,45 (s, 1H, HsaAr), 9,76 (s,
1H, -CHO).

Andlisis calculado para CyoHoOsN: C- 53,81%, H- 4,04%, N- 6,28%.

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

7.5. Sintesis del Aacido 3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)propionico (35).

La reaccién a partir de 4cido 4-hidroxi-3-metoxicindmico 34 se lleva a cabo de forma
andloga a la indicada en el apartado 7.1. La obtencién del producto 35 tiene lugar con un
rendimiento del 92%.

IR= 3650-3300 (a, -OH), 1700 (a, ~-C=0), 1520, 1440.
IH-RMN (200 MHz, CDCl3): 2,66 (m, 2H, -CHp-), 2,90 (m, 2H, -CHz), 3,87 (s, 3H,
-OCH3), 6,87-6,68 (m, 3H, Hap).
Anélisis calculado para CygH904: C- 61,20%, H- 6,10%.
Hallado: C- 61,40%, H- 6,20%.

7.6. Sintesis de 3-(d4-hidroxi-3-metoxifenil)propanal (36)

A la disolucién formada por adicién bajo argon de 22 ml de acetonitrilo y 35,4 mi de
tetrahidrofurano a 1,9 gr (14,32 mmol) de cloruro de clorometilendimetil amonio 95%, se
afiade una solucién formada por 2,81 gr (14,32 mmol) de 4cido 35 y 1,14 ml (14,32 mmol) de
piridina en 22 ml de tetrahidrofurano, a -30 °C. La mezcla se agita durante 21 horas a la misma
temperatura. A continuacién se afiade una suspensién de 1,3 mmol de icduro de cobre (I) en
tetrahidrofurano y 17,18 ml (17,18 mmol) de solucién de hidruro de tri-ferc-butoxi aluminio y
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litio 1M en tetrahidrofurano a -78 °C. La mezcla de reaccién se agita durante 10 minutos, se
afiade solucién de fcido clorhfdrico 2N y se extrae con éter. La fase orgdnica se lava con
solucién saturada de bicarbonato sédico, se seca sobre sulfato sédico, se filtra y el disolvente se
evapora a vacio, El residuo obtenido se purifica por cromatograffa rdpida en gel de silice
(hexano:acetato de etilo 1:1), obteniéndose 1,23 gr (rendimiento del 48%) del aldehido 36 y
0,87 gr de mezcla del correspondiente alcohol 37 y productos secundarios.

IR (entre cristales): 3650-3100 (a, -OH), 2990-2700 (varias bandas, a, -CHO), 1720 (a,
-C=0), 1520,
1H-RMN (200MHz, CDCl3): 2,72-2,80 (m, 2H, -CHg-), 2,86-2,94 (m, 2H, -CHz-), 3,87 (s,
3H, -OCH3), 5,51(s, 1H, -OH), 6,66-6,87 (m, 3H, Ha), 9,80-9,82 (m, 1H, -CHO).
Anélisis calculado para CjgH903: C- 66,67%, H- 6,67%.
Hallado: C- 66,72%, H- 6,38%.

7.7. Sintesis de 3-(4-hidroxi-3-metoxi-5-nitrofenil)propanal (38)

A una disolucién formada por 0,5 gr (2,8 mmol) del aldehfdo 36 en 10 ml de €ter
etflico, agitada a -24 ©C, se adicionan lentamente 5 equivalentes de 4cido nitrico fumante.
Pasados 10 minutos, el crudo de reaccién se adiciona sobre hielo, La solucién se extrae con
acetato de etilo; 1a mezcla de fases orgdnicas se seca sobre sulfato sédico anhidro, se filtra y
elimina el disolvente a vacfo. El crudo de reaccién se purifica en columna de gel de silice
(hexano:acetato de etilo 1:2) obteniendo 0,33 gr del aldehfdo 38, rendimiento del 53%.

P.f.=87-90 ©C

IR: 3650-3120 (2 bandas, a, -OH), 3100, 1710 (-C=0), 1545 (a, -NOy).

IH-RMN (200 MHz, CDCl3): 2,81-3,91 (m, 4H, 2 -CHy-), 3,91 (s, 3H, -OCH3), 7,24 (d,
1H, J=2,1 Hz, Hoar), 7,49 (4, 1H, J= 2,1 Hz, HeAr), 9.8 (s, 1H, -CHO), 10,94 (s,
1H, -OH).

Anélisis calculado para CjgH{;O5N: C- 53,33%, H-4,88%, N- 6,22%.

Hallado: C- 53,69%, H- 5,02%, N-5,98%.
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7.8. Sintesis de [3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)propiliden]-2,4-pentan0diona (39)

La mezcla agitada de 0,30 gr del aldehfdo 36 y 0,17 ml de 2,4-pentanodiona en 2,5 ml
de tetrahidrofurano es saturada con 4cido clorhfdrico gas. La disolucién se agita a 4 °C durante
1 horas. Bl crudo de reaccién se diluye con agua y se extrae con diclorometano. El extracto
orgénico se seca sobre sulfato sédico anhidro, se filtra y el disolvente se elimina a vacio. Se
obtienen 0,41 gr de un crudo que mediante cromatograffa en columna (hexano:acetato 2:1)
permitié el aislamiento de 0,16 gr del producto de condensacién 39 algo impuro
(aproximadamente un 22% de impureza). Una nueva cromatograffa tampoco proporciond el
producte puro (rendimiento aproximado del proceso de condensacién tras las dos
cromatograffas en gel de silice: 28%). Se purificaron 20 mg de producto por HPLC, obteniendo
11 mg de 39 y 7 mg de producto impuro.

IR (entre cristales): 3650-3100 (-OH), 1705 (-C=0), 1665 (-C=0), 1515 (-NOy), bandas
anchas.

IH-RMN (200 MHz, CDCls): 2,17 (s, 3H, -COCHj), 2,26 (s, 3H, - COCHz), 2,57-2,49
(m, 2H, -CHy-), 2,72-2,66 (m, 2H, -CHy-Ph), 3,85 (s, 3H, -OCHg), 5,54 (s, 1H,
-OH), 6,85-6,50 (m, 4H, 3H,,, -CH=).

13C-RMN (50 MHz, CDCl3): 26,1 (-CHz), 31,5 (-CHy-), 34,4 (-CHpAs), 55,9 (-OCHj),
110,9 (CHp,), 114,4 (CHypy), 121,0 (CHpy), 132,0, 144,2, 145,5, 145,6 (CH=),
146,6, 197,0 (-CO-)
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MATERIALES Y METODOS

Los productos generales utilizados eran de la méxima pureza y procedian de las firmas
comerciales Sigma, Merck, Fluka o Aldrich. La [3H]-SAM de actividad especifica 15 Ci/mmol
se obtuvo de Amersham y la SAM sin marcar utilizada de Boehringer Mannheim. Los
materiales para la filtracién en gel se obtuvieron de Pharmacia.

Las centrifugas utilizadas fueron Sorvall con rotores $534 y GSA. Para el contaje de las
muestras radiactivas se utilizé un contador de centelleo liquido LXB, modelo Rackbeta 1219,

Las medidas de absorbancia de UV se realizaron en un espectrofotémetro Perkin-Elmer modelo
A serie PECCS.

1. PREPARACION DE COMT

La enzima utilizada en los ensayos se aislé de higado de cerdo siguiendo el método
utilizado por Nikodejevic y cols.!2! ligeramente medificado en nuestro laboratoriol?. Todo el
proceso de purificacién de la enzima tuvo Jugar a 4 °C. Una vez troceado el tejido, se
homogeneizé en una solucién al 2% de KCI (p/v) utilizando un homogeneizador de aspas
(Sorvall) durante 10 min. Se centrifugé a 12.000 g durante 30 min, y el sobrenadante se ajusté
cuidadosamente con 4cido acético 1M a un pH de 5,0, agitando la suspensién durante 15
minutos més, se procedié a una nueva centrifugacién en idénticas condiciones. El nuevo
sobrenadante se neutralizé con NaOH 1M y se someti6 a precipitacion fraccionada con
(NH4)2804; en primer lugar se llevé a 30% de saturacién (0,16 gr/ml}, descartando el
precipitado obtenido después de centrifugar 20 min a 17.000 g; seguidamente, el sobrenadante
se llevé a 50% de saturacién con sulfato aménico y la protefna precipitada se sedimentd en las
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mismas condiciones anteriores. El precipitado se redisolvié en el mfnimo volumen de tampén
fosfato 10 mM pH 7,0.

La solucién asf obtenida se filtré a través de una columna (5 x 60 cm) rellena de
Sephadex G25 de grado medio (tamafio de partfcula 50-150 um), previamente equilibrada con
tampén fosfato 10 mM pH 7,0. La protefna se eluyé con un flujo de 2 mi/min y una vez eluida
se concentré bajo presién de N en una célula Amicon hasta un volumen aproximado de 50 ml.
El concentrado asf obtenido se aplicé a una columna de Sephadex G200 (5 x 90 cm) y se eluyé
en las condiciones descritas anteriormente. Se midi6 actividad y absorbancia de las fracciones
recogidas y, aquellas que presentaron actividad se reunieron y mezclaron bien antes de ser
distribuidas en alfcuotas de 1 ml, las cuales se congelaron a -30 °C.

2. MEDIDA DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

La concentracién de proteinas de la preparacién enzimética (concentracién de protefnas
>0,2 mg/ml) fue determinada de acuerdo con el métoedo microbiuret de Goali0 gque utiliza el
reactivo de Benedict, empleando albiimina de suero bovino cristalizada como referencia.

Para la elaboracién de la curva patrén se tomaron varias concentraciones de albimina
bovina entre 0,2 y 0,4 mg/ml de proteina y se afiadieron a cada una 2 ml de NaOH 1IN y 0,2 mi
de reactivo de Benedict; tras 20 min. de reposo se midieron los valores de absorbancia
observados para cada muestra a A = 330 nm. La medida de la concentracién de proteina de la
preparacién enzimética se realizé tomando alicuotas de ésta y realizando el mismo
procedimiento descrito para la albdmina bovina, los valores obtenidos se llevaron a la recta
patrén obteniendo el valor de la concentracién de protefnas de dichas muestras.
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3. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

Para determinar la actividad de la preparacién enzimdtica se siguié el método
radioquimico descrito por Ziircher y Da Pradal?? ligeramente modificado en nuestro
laboratoriol”.

En cada uno de los experimentos, la mezcla de reaccién de 0,25 ml contenia: enzima
(1 unidad, definida como la cantidad de protefna que cataliza la transformacién de 1 nmol
de sustrato por minuto), catecol 20 mM, [3H]-SAM 0,9 mM (1,6 Ci/mol), MgCl 1,5 mM,
DTT 2,5 mM y tampon fosfato 125 mM pH 7,6. La reaccién se inici6 por adicién de la enzima
precalentada a 37 °C. La mezcla fue incubada a 37 °C durante 10 minutos, tras los cuales se
adicionaron 0,25 ml de 4cido citrico frfo 1M para cortar la reaccién. Se prepararon blancos en
los cuales se afadié el dcido citrico antes que la solucién enzimética.

En los viales de centelleo en los que se llevé a cabo la reaccién enzimdtica, se afiadieron
1,5 ml de hexano:tolueno (4:1, v/v) conteniendo 2,5-difeniloxazol al 0,4% (p/v) y 1,4-bis-(2-
[5-feniloxazolil])benceno al 0,01% (p/v) y se agitaron los tubos vigorosamente durante
30 segundos. La radiactividad presente en la fase orgénica se determing directamente en los

viales.

4. ESTUDIOS CINETICOS DE INHIBICION DE COMT

Los ensayos de inhibicién de COMT se realizaron usando una concentracién fija de
enzima, concentraciones saturantes de ambos sustratos (catecol y [3H]-SAM) y un tiempo de
reaccién de 10 minutos. Para fijar las condiciones de ensayo se determind en primer Jugar la
proporcionalidad de la actividad enzimdtica con la concentracién de protefna y con el tiempo de
incubacién. Bn las condiciones fijadas (1U, 10 min) la cantidad de sustrato transformado no
superaba el 5% de Ia concentracién inicial, asegurdndose asf la medida de velocidades iniciales.
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4.1, Determinacién de valores de ICsg

Las medidas de actividad enzimdtica se llevaron a cabo a distintas concentraciones del
inhibidor ensayado. Los inhibidores a ensayar se disolvieron en DMSO, a una concentracién
50 mM. Las diferentes concentraciones de inhibidor se obtuvieron por dilucién con agua de la
anterior, de tal forma que la concentracién final de DMSO en la mezcla de reaccion no superaba
el 3%, concentracién que se habfa comprobado que no afectaba a la actividad enzimdtica. La
actividad residual se determiné siguiendo el método descrito en el apartado 3.

4.2. Ensayos de inhibicion de COMT

4.2.1. Inhibicién reversible, sin pre-incubacién de enzima e inhibidor,

Manteniendo fija la concentracién de uno de los sustratos, se varié la concentracién del
otro sustrato y se midi6 la actividad en presencia de distintas concentraciones de inhibidor, La
reaccién se inici6 por adicién de enzima, equilibrando previamente a 37 °C ambas soluciones
(enzimdtica y mezcla de reaccién).

4.2.2. Inhibicién irreversible, con pre-incubacién de enzima e inhibidor.

Se preparé una mezcla 150 mM en tampén fosfato potdsico pH 7,6, distintas
concentraciones de inhibidor (o el mismo volumen de agua en los conitroles) y solucién
enzimdtica que se pre-incubé a 37 °C (iniciando la pre-incubacién por adicién de 1a enzima). A
tiempos fijos de pre-incubacién se determinG la actividad residual seglin el método indicado

anteriormente.

Para establecer la existencia de inhibicién irreversible se llevaron a cabo ensayos
adicionales por los métodos siguientes:
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A. Método de dilucién

Se prepararon 100 pl de una mezcla concentrada de solucién enzimdtica y diferentes
concentraciones de inhibidor (o el correspondiente volumen de agua en Jos blancos) que se

incubé a 37 °C durante 1 hora. Transcurrido este tiempo se diluyé 20 veces tomando una
alfcuota de 12,5 pl y se determiné la actividad residual por el procedimiento descrito
anteriormente (esto supone una dilucién de 20 veces respecto a la mezcla pre-incubada).
Asimismo, se llevé a cabo la determinacién de la actividad residual cuando se realiz6 ¢l proceso
sin pre-incubacién de la mezcla enzima-inhibidor, a concentraciones de este Gltimo tales que sus
valores en mezcla de reaccién se correspondfan con los utilizados en el ensayo con pre-
incubacién.

B. Método de dilisis

Se prepararon 500 {1 de mezcla de solucién enzimdtica e inhibidor o la cantidad

correspondiente de agua (mezcla control).

La medida de actividad de 1as muestras tuvo lugar en primer lugar sin pre-incubacion de
las mismas y posteriormente tras una hora de incubacién a 37 °C. La reaccién se inicié por
adicién de 25 1l de la mezcla enzimdtica. Los 400 pl restantes de solucién enzimdtica pre-
incubada, se dializaron frente a tampon fosfato 10 mM pH 7 durante 20 horas y a 4 °C de

temperatura, Las medidas de actividad de la mezcla dializada se realizaron con alicuotas de
50 ! de extracto enzimdtico, observdndose la pérdida casi total de la actividad enzimdtica tras el

proceso de diflisis,

C. Método de filtracién a través de Sephadex G25.

Se prepar6 una mezcla de 200 pl de soluci6n enzimética e inhibidor, o la

correspondiente cantidad de agua (mezcla control),

Las medidas de actividad tuvieron lugar en dos condiciones: sin pre-incubacién de las
muestras y tras una hora de pre-incubacién a 37 °C, La reaccién se inicié por adicién de 25 ul
de la mezala enzimdtica. Los 100 pil de mezcla pre-incubada se aplicaron sobre una columna de
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Sephadex G25 y se eluyé con: tampén fosfato potdsico 100 mM pH 7,6, 10 mM MgCly,
10 mM EDTA y 1 mM DTT. La medida de actividad residual se realizé con 100 pl de la
fraccién activa resultante del proceso de filtracidn.

5. ANALISIS DE LOS RESULTADOS CINETICOS

El primer an4lisis de los datos cinéticos de inhibicién reversible de COMT se realizé
mediante representacién de Linewaver-Burk!134, Las constantes cinéticas se calcularon en un
ordenador personal, utilizando un programa FORTRAN IV descrito por Cleland!l, al
introducir las ecuaciones cinéticas de los distintos tipos de inhibicién reversible y los datos
experimentales.

Los valores de las constantes de velocidad, Kcat, de la inhibicién de COMT por los
productos que actuaban como inhibidores de tipo "tight-binding", se determinaron a partir de la
representacién de Ackerman-Plotter!3%, El valor de la Ki aparente es el punto de corte en el eje
de ordenadas al realizar la representacién gréfica de los valores de ICsp frente a la concentracién
de enzimal3l,

El anilisis de las constantes de velocidad de la inactivacién irreversible de COMT se
realizé siguiendo la ecuacién descrita por Ray y Koshland!?? y la aproximacién gréfica utilizada
por Borchardt y Thakker%8. Una vez realizado un cdlculo previo de las constantes cinéticas, se
utilizé el programa de regresién no lineal Enzfitter al que se introdujo la ecuacién apropiada para
el andlisis de los datos. h
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Como consecuencia del trabajo de Tesis Doctoral recopilado en esta Memoria puede
hacerse un resumen del mismo y establecer las siguientes conclusiones:

1. Se han sintetizado y evaluado in vitro como inhibidores de COMT 9 nitroderivados de
hidroximetoxibenzaldehido y 6 nitroderivados de dihidroxibenzaldehido.

2. Los estudios de inhibicién de COMT, aislada de higado de cerdo, por los derivados de
benzaldeh{do, muestran que mientras que todos los dihidroxinitrobenzaldehidos actdan
como inhibidores de COMT, dnicamente un hidroximetoxinitroderivado, la 5-nitrg
isovainillina, se comporta como tal.

3. La 5-nitroisovainillina es un inhibidor de tipo competitiva con el catecol y acompetitivo
con SAM; los andlogos del sustrato catecol actian como inhibidores mixtos frente a
catecol y acompetitivos frente a SAM.

4. La actividad inhibidora de los dihidronitrobenzaldehidos estudiados depende de la
posicién relativa del grupo nitro. Los nitroderivados més activos como inhibidores son
los que tienen €l grupo nitro en posicién orfo respecto a uno de los grupos hidroxilo.

5 Se han sintetizado y ensayado como inhibidores de COMT una serie de 1-vinilderivados
de nitrocatecol y nitroguayacol; compuestos dotados de un grupo vinilo reactivo hacia
grupos -SH, Solo uno de estos productos, la 3~(3~hidroxi-4—mctoxi-5~nitrobencilidcn)-
2,4-pentanodiona (17) actda como inhibidor irreversible de COMT, y modifica dos
grupos -SH de la enzima con diferente reactividad.
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Se realizaron estudios de proteccién de la enzima frente a la inactivacién por el producto
17, utilizando SAM, DNC, o ambos; los resultados obtenidos en estos ensayos parecen
indicar que los dos grupos que modifica 17 se encuentran situados en el centro activo de
la enzima o préximos a €L

Los estudios de inhibicién de COMT realizados 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".

Se realizé la sfntesis y ensayo de un producto, la [3-(4-hidroxi-3-metoxifenil]-2,4~
pentanodiona (39), con una cadena en posicion 1 larga y flexible que previsiblemente
podrfa facilitar el acceso del grupo vinilo a los grupos -SH presentes en el centro activo
de Ia enzima. Los ensayos de inhibicién de COMT mostraron que se trata de un
producto con muy baja afinidad por la enzima, que actiia como inhibidor irreversible de
COMT.
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