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“Long story short, | survived.”

Taylor Swift
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1.1 La obesidad

La obesidad se ha convertido en las ultimas décadas en un problema de salud publico
en la mayoria de los paises desarrollados por su alta prevalencia y el impacto que supone
sobre los sistemas de salud. Solo en Europa se estima que el 60% de la poblacién
presenta exceso de peso, y el gasto médico derivado del tratamiento de afecciones
relacionadas con la obesidad asciende a un 8% del presupuesto total.?

La obesidad se define como una enfermedad crénica consistente en la acumulacion
excesiva de tejido adiposo,? y se relaciona directamente con un incremento en el riesgo
de desarrollar otras patologias como el cancer, la diabetes de tipo Il o diferentes tipos
de enfermedades respiratorias y cardiovasculares.3™

Aunque el origen de la obesidad es multifactorial la mayoria de los casos son atribuibles
a factores ambientales, como la gran disponibilidad de alimentos energéticamente
densos®’ y un mayor grado de sedentarismo en la sociedad moderna,®® que producen
un desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético, favoreciendo la acumulacién del
exceso de energia en forma de grasa.!®

En condiciones normales, el organismo es capaz de regular el equilibrio energético a
través del hipotdlamo monitorizando y respondiendo a las variaciones en las
concentraciones de diferentes nutrientes como la glucosa y los acidos grasos, o de
hormonas como la insulina.'*"13

1.2 Papel del hipotalamo y los acidos grasos en la homeostasis
energética

El hipotalamo es una porcidn del cerebro que forma parte del sistema nervioso central
(SNC) situada justo debajo del tdlamo (Figura 1). Esta involucrado, entre otros procesos,
en la regulacidn de la temperatura corporal, la ingesta y la sed. 1416

Figura 1. Representacion esquemdtica del cerebro desde una vista sagital indicando la
ubicacion del hipotdlamo. Dibujo extraido de The Human Protein Atlas.’

Se ha comprobado que la seccidn del hipotalamo reguladora de la ingesta es el nucleo
arcuato (ARH). Estd situado inmediatamente por encima de la eminencia media y los
capilares fenestrados que forman la barrera hematoencefalica (BHE), favoreciendo el
rapido intercambio de diferentes moléculas y metabolitos con el resto del cuerpo.!®
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En el ARH se hallan dos subpoblaciones neuronales capaces de procesar cambios en las
concentraciones de nutrientes y de responder al estado energético del organismo
mediante la expresién del neuropéptido Y (NPY), el péptido relacionado con el aguti
(AgRP), la proopiomelanocortina (POMC) y la transcripcion regulada de cocaina y
anfetamina (CART).

1.2.1 Neuronas AgRP/NPY

Las neuronas AgRP/NPY son un subtipo neuronal que se caracterizan por expresar las
moléculas NPY y AgRP.

EI NPY es uno de los mayores orexigenos (estimulante del apetito) conocidos hoy en dia.
Su administracién intracerebroventricular (ICV) provoca un aumento considerable de la
ingesta en roedores,’® y las inyecciones repetidas en el nucleo paraventricular derivan
en hiperfagia y en un aumento del peso y del tejido adiposo sostenido durante la
duracion del experimento.?’ Ademds de un potente inductor de la ingesta, el NPY ha
demostrado ser un inhibidor de la termogénesis en el tejido adiposo marrén (BAT, del
inglés brown adipose tissue)) disminuyendo el gasto energético.?>??2 Estos dos efectos
simultdneos favorecen un estado catabdlico que deriva en un aumento de los depdsitos
de grasa.?® La concentracion del NPY responde a los niveles energéticos del organismo,
aumentando su expresion en estados de baja energia como el ayuno?* y disminuyendo
en respuesta a la leptina,?> una hormona indicadora de la cantidad de tejido adiposo en
el cuerpo.?®

En el caso del AgRP, aunque mas tardios y duraderos,?’ sus efectos sobre la ingesta son
idénticos a los del NPY y esta también demostrado que su administracion en el tercer
ventriculo cerebral aumenta la ingesta en roedores.?® Ademas, su regulacion es similar
a la del NPY,?3 por lo que se considera que la acciéon de los dos neuropéptidos es
redundante.?3?’

1.2.2 Neuronas POMC/CART

Las neuronas POMC/CART son otro subtipo neuronal con efectos en el control de la
ingesta opuestos a las AgRP/NPY. Se caracterizan por la expresién de POMC y CART.

La relacidén entre los niveles de CART y la ingesta ha sido bien establecida en diferentes
estudios. En ratas, se ha comprobado que la administracion ICV del péptido o el uso de
anticuerpos especificos contra CART provoca una disminucién de la ingesta en
roedores.?>3% En el caso de humanos, se han relacionado polimorfismos en el extremo
5’ del gen que codifica la molécula con una mayor prevalencia de obesidad.312

Por otro lado, se sabe que la POMC se transforma postraduccionalmente generando
diferentes hormonas de la familia de las melanocortinas como la a y la B-hormona
estimuladora de melanocitos (a-MSH y B-MSH respectivamente) que tienen
importantes efectos sobre la ingesta. En modelos animales que carecen de POMC, la
administracion de a-MSH es suficiente para provocar una disminucion significativa de la
ingesta.33 Por otro lado, las mutaciones en la regién que codifica la expresién de B-MSH
se correlacionan con una mayor probabilidad de padecer obesidad.3*
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1.2.3 Metabolismo de dcidos grasos y su papel en la ingesta

Las poblaciones neuronales descritas anteriormente son capaces de responder a
variaciones en los niveles periféricos de nutrientes como la glucosa o lipidos, y a
hormonas como la leptina o la insulina, que son interpretadas como un reflejo del
estado energético del organismo. Un estado de ayuno y su consecuente disminucidn en
los niveles de glucosa provocan un aumento en la expresion de los neuropéptidos
AgRP/NPY y una disminucion de los niveles de POMC/CART.3> Asi mismo, la ingesta de
alimentos y el aumento del nivel de glucosa en sangre que se deriva produce el efecto
contrario.®®

Dado que el cerebro obtiene energia principalmente de la glucosa, se pensaba que el
mecanismo que regia la ingesta obedecia exclusivamente a cambios en la glucemia. No
fue hasta 2002 que se comenzo a considerar el rol de los acidos grasos en la modulacion
del apetito tras comprobar que la administracion ICV de acido oleico reducia la ingesta
en roedores, al tiempo que reducia los niveles de AgRP y aumentaba los niveles de
POMC.%’

Estudios posteriores sugieren que los cambios en el metabolismo de acidos grasos de
cadena larga (LCFA, del inglés long-chain fatty acids) en el hipotdlamo estan
relacionados con la expresion de los neuropéptidos AgRP y NPY, modulando asi la
ingesta3®3%, Ademads, se ha visto que la inhibicion de la esterificacion de estos con
coenzima A (HCoA) para formar LCFA-CoA provoca desajustes en la regulacién de la
glucosa hepatica.*® En caso necesario, los LCFA-CoA son oxidados en la matriz
mitocondrial, pero dado que no pueden difundir libremente a través de la membrana se
requiere un mecanismo especifico del que forma parte la carnitina palmitoiltransferasa
1 (CPT1), una enzima de la membrana mitocondrial externa que ademas regula la
velocidad del proceso.?! La actividad de esta enzima se ve afectada por los niveles de
malonil-CoA, un metabolito intermedio de la sintesis de acidos grasos que es capaz de
inhibir la CPT1.42 Se ha comprobado que la disminucién de la actividad de la CPT1 a nivel
del hipotalamo provoca un aumento en los niveles de LCFA-CoA y una disminucién
significativa de la ingesta en roedores, producida por la disminucidn en la expresion de
los neuropéptidos AgRP/NPY.43745

También se conoce que la inhibicidn de la dcido graso sintasa (FAS, del inglés fatty acid
synthase), la enzima encargada de la sintesis de novo de acidos grasos a partir de
malonil-CoA, produce una disminucidn en la ingesta.*® Se ha propuesto que este efecto
puede ser causado por el aumento de los niveles de malonil-CoA*” ya que la
administracion central de esta molécula es suficiente para reducir los niveles de
ingesta.*”*® Del mismo modo, la disminucién de los niveles de malonil-CoA a través de
la sobreexpresién de la malonil-CoA descarboxilasa (MCD) provocan un aumento en la
ingesta y el peso de los roedores tratados.

Por ultimo, se conoce que niveles energéticos bajos activan la proteina quinasa
dependiente del AMP (AMPK), que es a su vez inhibidora de la acetil-CoA sintetasa (ACC)
encargada de la sintesis de malonil-CoA.*® Esto disminuye su concentracion
hipotaldmica e incrementa la actividad de la CPT1, resultando en una mayor oxidacion
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de acidos grasos y una disminucién de los niveles de LCFA-CoAs, aumentado el apetito.
Cuando el organismo recibe nutrientes ocurre el efecto contrario y se produce una
disminucion de la ingesta. En la Figura 2 se resumen estos procesos.

A Ay

uno

So=?2

Alimentacion

YLCFA-CoA

Acetil-CoA Acetil-CoA
{AMPR) (ACC) h {AWPR) {(ACT)
YMalonil-CoA ACS A Malonil-CoA
m Palmitato  Palmitato-CoA Palmitato Palmitato-CoA

ALCFA-CoA

{ Apetito

| Apetito

Figura 2. A. Durante el ayuno se activa AMPK y se inhibe ACC, disminuyendo los niveles
de malonil-CoA. La CPT1 y la 8-oxidacion de dcidos grasos se encuentran mds activadas
y disminuye el nivel de LCFA-CoAs en el citosol. Se observa un aumento de la ingesta. B.
Cuando los niveles energéticos aumentan, ACC se activa y suben los niveles de malonil-
CoA. Se inhiben CPT1 y la oxidacion de los dcidos grasos. Los niveles de LCFA-CoAs en el
citosol aumentan y el apetito disminuye.

Aunque el mecanismo exacto que rige la modulacidn de la ingesta no se conoce en
detalle, esta claro que es un mecanismo complejo en el que el malonil-CoA, los LCFA-
CoAs y las enzimas FAS y CPT1 a nivel de hipotalamo modulan la expresién de los
péptidos que regulan el apetito, participando activamente en el mantenimiento de la
homeostasis energética. Este hecho convierte a la FAS y la CPT1 en dianas terapéuticas
para tratar enfermedades relacionadas con desequilibrios energéticos como la
obesidad.*85051
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1.3 Carnitina palmitoiltransferasa, CPT1

Como se ha mencionado en el apartado anterior, la CPT1 cumple un papel importante
en la modulacién del apetito y la ingesta en modelos animales y en este apartado
profundizaremos en la naturaleza de la proteina.

1.3.1 Funcion

A diferencia de los acidos grasos de cadena corta, los LCFA no pueden atravesar la
membrana mitocondrial. La CPT1 actua junto a la carnitina palmitoiltransferasa 2 (CPT2)
y la carnitina acilcarnitina translocasa (CACT) en un sistema que permite la modificaciéon
estructural de los LCFA de manera que puedan atravesar la membrana mitocondrial y
ser B-oxidados para la obtencidn de energia. El centro activo de la CPT1 estd situado en
el lado citosélico de la membrana externa de la mitocondria. Cataliza la transferencia de
un grupo acilo de LCFA-CoA desde la coenzima A a la L-carnitina. Normalmente la enzima
transforma palmitoil-CoA en palmitoil-carnitina (Esquema 1), de ahi su nombre.

,ll/

O | OH O CPT1 O D
%S/CoA FOoN A %o + CoA-SH

0”0

Esquema 1. Transformacion del palmitoil-CoA en palmitoil-carnitina catalizado por la
CPT1 en la membrana exterior de la mitocondria.

En el espacio intermembrana, la CACT transporta la palmitoil-carnitina formada a la
matriz mitocondrial. Una vez alli la CPT2 se encarga de revertir la reaccién de la CPT1
para que el palmitoil-CoA pueda comenzar el ciclo de B-oxidacién (Figura 3).

Citosol
Palmitoil-CoA Palmitoil-carnitina rose

PP
sseecose

. -, Espacio intermembrana
Palmitoil-carnitina P

Palmitoil-CoA  paimitoil-carnitina Matriz mitocondrial

B-oxidacion

Figura 3. La CPT1 convierte el palmitoil-CoA en palmitoil-carnitina para que pueda entrar
espacio intermembrana. Una vez alli, la CACT la transfiere a la matriz mitocondrial,
donde la CPT2 revierte la reaccion de la CPT1 formando palmitoil-CoA.

16



La primera etapa catalizada por la CPT1 es la limitante de todo el proceso, lo que
convierte a la CPT1 en la enzima reguladora de la B-oxidacion de acidos grasos.

1.3.2 Isoformas de CPT1

Hasta hoy no se ha podido cristalizar la carnitina palmitoiltransferasa 1 por lo que su
estructura exacta se desconoce. No obstante, se sabe que existen al menos tres
isoformas: la CPT1A, CPT1B y CPT1C. Aunque las tres tienen una estructura similar,
existen pequefas diferencias entre ellas. Las dos primeras se encuentran en la
membrana externa mitocondrial en la mayoria de los tejidos en proporcién variable; la
CPT1A se encuentra ampliamente extendida en muchos tejidos especialmente en
higado, tejido adiposo blanco, cerebro, etc... y la CPT1B se expresa mas en tejidos con
altas tasas de oxidacién de acidos grasos como el musculo esquelético o el tejido adiposo
marrén. La CPT1C, la dltima en ser descubierta, se encuentra sobre todo en el reticulo
endoplasmatico. Ademds, curiosamente, sélo se encuentra en el cerebro y testiculos.>?

Respecto a su actividad, cabe destacar que la CPT1A tiene una mayor afinidad por la
carnitina que la CPT1B (Km = 30 uM y 500 uM respectivamente).>3>* A su vez, la isoforma
B presenta una mayor sensibilidad (unas 30-100 veces mayor) frente al inhibidor
malonil-CoA.>> Por ultimo, cabe destacar que aunque la CPT1C presenta una secuencia
similar a las otras isoformas, no esta involucrada en la oxidacién de acidos grasos y su
actividad catalitica es residual.”®> No obstante, estudios recientes sugieren que podria
tener una funcidn relacionada con la monitorizacién del estado energético del
organismo®>’ y modelos de animales transgénicos que no expresan esta 17roteina
(también referidos como KO, del inglés knockout) mostraron una menor ingesta y una
disminucion del peso respecto a los ratones control. Se ha sugerido que el mecanismo
de la regulacién podria deberse a que la CPT1C actua como tampon de malonil-CoA,
modulando indirectamente la actividad de la CPT1A.%8

1.3.3 Modulacion de la actividad de CPT1

Como se ha explicado con mas detalle en apartados anteriores, el inhibidor endégeno
malonil-CoA regula el nivel de actividad de la isoforma CPT1A y es capaz de unirse a la
CPT1Cen el hipotdlamo, por lo que ambas isoformas parecen tener un papel importante
en la regulacidn de la ingesta.

Por este motivo, la modulacion de la actividad de la CPT1 a través de moléculas
pequeinas ha sido ampliamente estudiada con el objetivo de comprender su funcion
dentro del metabolismo general de la célula, y poder aplicarlo en el tratamiento de
enfermedades derivadas de la disrupcién de la homeostasis energética.>®

1.3.3.1 Inhibicion de la CPT1

La mayoria de los compuestos descritos como moduladores de la actividad de CPT1
acttan como inhibidores uniéndose al centro activo de la enzima, aunque algunos pocos
parecen actuar compitiendo alostéricamente con el centro de unién del malonil-CoA.
A grandes rasgos se pueden clasificar en dos categorias; acidos oxirano carboxilicos y
derivados de acilcarnitinas.
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1.3.3.1.1 Compuestos basados en la carnitina

La L-carnitina natural (Figura 4, A), sustrato de las CPT, ha sido utilizada como punto de
partida en la sintesis de derivados con capacidad inhibitoria de la CPT1.%° Un ejemplo
interesante son las acilcarnitinas sintéticas B y C (Figura 4), moléculas que han mostrado
capacidad inhibitoria de CPT1%! y provocan una disminucidn en el apetito y el peso de
los ratones a los que se administra.*® También cabe citar el compuesto C que presenta
una mayor inhibicion de la CPT1A frente a la isoforma B.5?

También se han descrito como inhibidores de CPT1 moléculas con diferentes grupos
funcionales y estructuras, como el fosfonato tetrahédrico D o el anélogo ciclico E (Figura
4) demostrando cierta versatilidad en el tipo de estructuras que actuan sobre la
actividad de la enzima.

7,

bt
O N
i \lll‘“ - H 12
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Figura 4. Estructuras quimicas de moléculas inhibitorias de la actividad CPT1 con
estructuras derivadas de acilcarnitinas.

1.3.3.1.2 Acidos oxirano carboxilicos

Ciertos dacidos oxirano carboxilicos son inhibidores irreversibles que deben ser
convertidos en sus derivados CoA para ser activos, cosa que ocurre de manera
espontanea en condiciones fisioldgicas.®

Todas las moléculas dentro de esta categoria estudiadas hasta la fecha presentan un
estereocentro en la posicidn C2, siendo el enantidmero R el mas activo. El ejemplo mas
representativo es el etomoxir (Figura 5), cuya forma activa es el etomoxir-CoA (Figura
5). Ha sido ampliamente utilizado en estudios sobre la inhibicién de la B-oxidacién de
acidos grasos®4%> y su administracion central provoca una disminucién de la ingesta en
modelos animales.®®

La mayoria de estos compuestos no son selectivos en la inhibicion de las isoformas Ay
B, a excepcidén del dinitrofenil-etomoxir (Figura 5), que es mucho mas inhibidor de la
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CPT1A. No obstante, se ha postulado que esta diferencia se deberia a la mayor facilidad
del higado frente al musculo para formar su derivado CoA y no a una mayor afinidad por
la isoforma A.%’

cl 0 OH cl 0 SCoA
/\/\/\\"A ©\ /\/\/\\“' ; ;
: ~0 %07 0 o
Etomoxir Etomoxir-CoA

O,N \©:N02 o OH
/\/\/\\\.-/‘W
0 o

Dinitrofenil-etomoxir
Figura 5. Estructuras quimicas del etomoxir, su forma CoA y el derivado dinitrofenil-
etomoxir.

1.3.3.1.3 Otros inhibidores

También existen moléculas sintéticas como el B-cetoacido aromdtico RO-25-0187
(Figura 6) que son capaces de discriminar entre las isoformas de la enzima, presentando
mayor inhibicidn sobre la CPT1B respecto a la CPT1A. Este hecho puede relacionarse con
la mayor sensibilidad de la isoforma B frente al malonil-CoA®8 (Figura 6), cuya estructura
parece mimetizarse en el inhibidor sintético.

0 0]
— OH Q (@] (0]
S
~ Q HOMS/COA
o/ ©
RO-25-0187 Malonil-CoA

Figura 6. Estructuras quimicas del inhibidor de CPT1B RO-25-0187, un, y del malonil-CoA.

1.3.3.2 Activacion de la CPT1

Como se ha mencionado anteriormente, la mayoria de los compuestos descubiertos que
actuan como moduladores de la actividad de CPT1 son inhibidores. Sin embargo, se han
descrito algunas moléculas con capacidad de activacidn de la enzima como la genisteina
(Figura 7), una isoflavona de la soja que suministrada junto a la L-carnitina parece
aumentar la actividad de CPT1.5°No obstante, el mecanismo de la activacidn de la CPT1
parece deberse al aumento de factores de transcripcidon que afectan a la expresion de
la enzima y no por interaccién directa con la proteina.”® Mas recientemente se ha
sugerido que la baicalina (Figura 7), un flavonoide natural, podria activar directamente
la CPT1 hepatica mejorando la esteatosis hepatica asociada a la obesidad inducida por

19



la dieta.” De confirmarse el resultado, se trataria del primer caso descrito de una
molécula con capacidad de activar la CPT1 por interaccion directa.

Baicalina Genisteina

Figura 7. Estructuras quimicas de la baicalina y la genisteina, compuestos descritos como
activadores de la CPT1.

Mencion especial merece el caso del acido 4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-
carboxilico (conocido como C75, Figura 8). Se trata de una molécula con dos
estereocentros que fue descrita por primera vez por Kuhajda y col. Como un inhibidor
sintético de FAS.”?> Este nuevo compuesto presentaba la capacidad de disminuir la
ingesta y el peso de roedores, y se postuld que su efecto ocurria a través de la activacién
de la CPT1 en el hipotdlamo.”® Afios mas tarde, nuestro grupo descubrié que en
condiciones fisiolégicas el C75 se transforma en C75-CoA, una especie que actla como
un inhibidor muy potente de la actividad de CPT1. %3

HO,C

Figura 8. Estructura quimica de los 4 estereoisomeros del C75.

Esta molécula, por ser el eje central de la tesis, serd discutida con mayor detalle en
apartados posteriores.
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1.4 Cancer

En condiciones normales, las células de un organismo se dividen de manera
meticulosamente regulada en respuesta a las necesidades bioldgicas y mueren cuando
se dafan o han cumplido su funcion. No obstante, este proceso natural puede alterarse
dando lugar al cancer, donde células anormales o dafiadas crecen sin control. Ademas,
en algunos casos estas células pueden diseminarse a tejidos vecinos o lejanos dentro del
mismo organismo en un proceso conocido como metdéstasis.’*

Segln la organizacidn mundial de la salud en el afio 2020 casi 20 millones de personas
fueron diagnosticadas con cancery casi 10 millones fallecieron a causa de la enfermedad.
Encabezando la lista de nuevos diagndsticos se encuentran el cadncer de pulmén (11,7 %)
y el de mama (11,4 %),”” pero la lista de cdnceres con una incidencia anual de por encima
de los 40.000 casos llega hasta 13 tipos segun datos del National Cancer Institute de los
EE.UU.”® Asimismo, se estima que para el 2040 los nuevos casos aumenten un 50%, lo
gue implicaria mas de 30 millones de nuevos diagndsticos anuales.

La base de la enfermedad es de origen genético,’* aunque se postula que solo el 5-10%
de los canceres se deben a factores heredados. El 90-95% de los casos restantes se
deben a mutaciones en el genoma causados por factores ambientales como las
infecciones, la contaminacion o el estilo de vida.”’Es conocido que la exposicidon a
algunas sustancias aumenta el riesgo de aparicion de cancer.”®8° El tabaco, por ejemplo,
es causante de un tercio de todos los cdnceres de pulmén diagnosticados en los paises
desarrollados.?! Por otro lado, la dieta, el sedentarismo y la obesidad, que son cada vez
mas frecuentes en paises desarrollados, se relacionan estrechamente con la aparicion
de céncer.”7/8283

Para que una célula se convierta en cancerosa debe tener una seria de caracteristicas
que resumieron Hanahan y Weinberg en un trabajo publicado en 2011:8

e Mantenimiento de las sefales proliferativas

e Evasion de los supresores del crecimiento

e Activacidén la inmortalidad en inmortalidad replicativa

e Inducir la vascularizacion del nuevo tejido formado (angiogénesis)
e Resistir la muerte celular

e Reprogramacion metabdlica

En esta tesis nos centraremos en los efectos de la reprogramaciéon metabdlica y mas
concretamente en el papel de los lipidos en la célula cancerosa.
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1.4.1 Reprogramacion metabdlica en la célula cancerosa

Para que una célula cancerosa pueda mantener la inusual tasa de divisién celular
requiere grandes cantidades de energia, que a nivel de biologia molecular se encuentra
en almacenada mayoritariamente en forma de adenosin trifosfato (ATP). La obtencién
de esta molécula a nivel celular proviene de dos rutas metabdlicas diferentes; la glicolisis
y el ciclo de los acidos tricarboxilicos (o ciclo de Krebbs). En la primera, la célula obtiene
2 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa que oxida a piruvato. En la segunda,
el piruvato es oxidado totalmente a CO; donde el aceptor receptor final de los
electrones es el O,. La mitocondria acopla el potencial reductor de la cadena de
transporte de electrones con la biosintesis de ATP mediante un gradiente
electroquimico, obteniéndose de esta manera 36 moléculas de ATP por cada una de
glucosa. En condiciones bajas de oxigeno molecular, como en los musculos tras el
ejercicio intenso, la célula redirige el piruvato formado en el citosol para oxidarlo a
lactato sin requerir oxigeno. Esta ruta proporciona solo 2 moléculas de ATP, pero se
obtienen 2 de NAD", generando poder oxidativo en la célula para poder sostener la
glucdlisis y mantener los niveles de energia sin requerir oxigeno, aunque de manera
menos eficaz.

Hace cerca un siglo, Warburg descubrié que las células cancerosas en presencia de
suficientes nutrientes captan cantidades mayores de glucosa y la oxidan a lactato incluso
en condiciones de suficiencia de oxigeno.® El mismo Warburg postulé que esto podia
ser debido al desarrollo de mitocondrias dafiadas en el cancer.2® No obstante, hoy en
dia diversos estudios avalan el correcto funcionamiento de estas en la mayoria de los
canceres.?78 La explicacion mas aceptada para este hecho, que a priori puede parecer
contraintuitivo por la baja eficacia de generacion de ATP, es que permite a la célula
cancerosa disponer de metabolitos con enlaces carbono-carbono en lugar de oxidarlos
a CO,, disponiendo asi de una mayor de biomasa para la sintesis de biomoléculas
necesarias para el mantenimiento de la alta tasa de proliferacién celular,® tal y como
se muestra en la Figura 9.

Glucosa

Glucosa

Biomasa ~
+ c°z
piruvato +

H.0

Tumor Células sanas

Figura 9. Resumen del efecto Warburg. lzquierda. Células cancerigenas emplean la
glucosa para la obtencion de energia y biomasa permitiendo el rapido crecimiento del
tumor en presencia de sefiales de proliferacion. Derecha. Las células sanas del mismo
tejido oxidan la glucosa totalmente para la obtencion de energia.
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El estudio del metabolismo de la glucosa en el cancer ha permitido el desarrollo de
nuevas terapias®® y el diagndstico por tomografia de emisién de positrones. No obstante,
publicaciones recientes sugieren que la contribucién de la glucosa a la sintesis de ATP
solo es significativa en cultivos donde esta es la Unica fuente de carbono®>% y que la
obtencidn de energia ocurre principalmente a partir de los acidos grasos.>*

1.4.2 Papel de los lipidos en la célula cancerosa

Los lipidos son moléculas imprescindibles para el correcto funcionamiento de cualquier
tipo de célula®® tanto por su funcién estructural como en el almacenamiento de energia
o en tareas de sefializacidn celular. La biosintesis de acidos grasos, FA (del inglés fatty
acids), en mamiferos sanos tiene lugar principalmente en el tejido adiposo, higado y, en
hembras, en el tejido mamario.®® No obstante, a principios de los afios 50 se publicé un
estudio en el que se demostraba que diferentes tipos de cancer tienen una capacidad
de sintesis de novo de FA equiparable a la del higado. Ademas, en el mismo estudio se
concluyd que, aunque las células cancerigenas obtienen FA de otros tejidos, la
biosintesis enddgena facilita la mayoria de la cantidad necesaria para la rdpida
proliferacion del tumor.%’

Diferentes estudios resaltan la importancia de los FA para el avance de la enfermedad.
Por ejemplo, son necesarios para la construccion de la membrana celular, y se ha
comprobado que en el caso del cancer la sintesis de novo favorece un mayor porcentaje
de acidos grasos saturados y monoinsaturados que podrian tener un papel protector
frente al dafio oxidativo.®® Son también necesarios para la sefializacion molecular que
permite la activacion de factores de crecimiento, proliferacion celular y migracion.®®
Ademas, existen indicios que relacionan los FA con la angiogénesis, ya que la inhibicion
de la proteina encargada de su sintesis reduce la metastasis tumoral.1°

La obtencion de acidos grasos saturados tiene lugar en el citosol mediante 7 ciclos
consecutivos que dan lugar al acido palmitico de 16 carbonos. Las enzimas encargadas
de la catalisis del proceso se encuentran en la proteina FAS, mencionada con
anterioridad en el apartado 1.2.3.

1.5 Acido graso sintasa, FAS

1.5.1 Funciony estructura

Como ya se ha mencionado anteriormente, la 4dcido graso sintasa (FAS, del inglés fatty
acid synthase) es la Unica proteina capaz de realizar la sintesis de novo de acidos grasos
de cadena larga, y en particular del palmitato. Se necesitan 16 carbonos para la
biosintesis del dcido graso, de los cuales los dos primeros provienen del acetil-CoA y los
otros de 7 unidades de malonil-CoA. La estequiometria global es la siguiente:

Acetil-CoA + 7 Malonyl-CoA Palmitato + 7 CO, + 14 NADP*
+ 14 NADPH + 14 H* + 8 CoA-SH + 6 H,O
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Con algo mas de detalle, la sintesis consta de 6 reacciones:

Iniciacién: El acetil-CoA se une a la proteina transportadora de acilos (ACP)
mediante la acetil-CoA-ACP transacilasa (AT) (Esquema 2, 1) y es transferido a la
B-acetil-ACP sintasa (KS). El malonil-CoA sigue la misma ruta inicial catalizado por
la acetil-CoA-ACP tranferasa (MAT) y no se transfiere a la KS (Esquema 2, Il).

Condensacion: El grupo acetilo unido a la KS, que cataliza este paso, reacciona
con el carbono 2 del malonil-ACP mediante una condensacion de Claisen
liberando una molécula de CO; en el proceso (Esquema 2, lil).

12 Reduccién: La cetona es reducida a alcohol por la B-cetoacil reductasa (KR)
consumiendo una unidad de NADPH para formar el alcohol correspondiente
(Esquema 2, IV).

Deshidratacion: La B-hidroxiacil deshitratasa (DH) cataliza la eliminacién del
alcohol generando un doble enlace (Esquema 2, V).

22 Reduccion: El doble enlace generado es reducido por la enoil-ACP reductasa
(ER) donde el NADPH es de nuevo el reductor (Esquema 2, VI).

Finalizacion: En caso de tratarse de ciclos intermedios se produce la
transferencia del intermedio a la KS para condensar de nuevo con otra molécula
de malonil-CoA hasta llegar a los 16 carbonos. En el ultimo ciclo se libera el
palmitoil de la ACP, mediante la hidrdlisis catalizada por la palmitoil tioesterasa
(TE), en forma de palmitato o de palmitoil-CoA. (Esquema 2, VII).

I o o W
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m )J\S,ACP ACP-SH+CO, O O Vi o
o o —Z- N acp Q
HOJ\)J\S,ACP Ks S /\)J\S«ACP ER /\)J\S’ACP
Wi
0
/WLOH

Acido palmitico

Esquema 2. Conjunto de reacciones que dan lugar a la formacion del dcido palmitico
catalizada por la FAS. ACP: Proteina transportadora de acilos. AT: Acetil-CoA-ACP
transacilasa. MAT: Acetil-CoA-ACP transferasa. KS: 8-acetil-ACP sintasa. KR: 8-cetoacil
reductasa. DH: 6-hidroxiacil deshitratasa. ER: Enoil-ACP reductasa. TE: Palmitoil
tioesterasa.
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La proteina existe en dos formas en la naturaleza conocidas como FAS tipo | y tipo Il. La
FAS tipo | se encuentra en eucariotas y plantas, consiste en dos subunidades diferentes
de unos 185 y 180 kDa que forman un complejo de tipo asBs. En el caso de la FAS tipo ll,
correspondiente a eucariotas, se pensaba que consistia también en un complejo
heterodimérico, pero cuando se realizd la electroforesis de la proteina en condiciones
no proteoliticas se descubrié que se trataba de un homodimero de dos cadenas
peptidicas idénticas de unos 250 kDa cada una.

1.5.2 Regulacion de la sintesis de FA

Como ya se citd en el apartado 1.4.2, la sintesis de novo de los acidos grasos juega un
rol fundamental en la supervivencia y proliferacién de la célula cancerosa. Esto ha
contribuido al interés por estudiar la regulacion de la actividad de la FAS, enzima clave
en la sintesis, y la alteracidén de esta como una posible diana terapéutica para combatir
el cdncer.10!

1.5.2.1 Expresion de la FAS y su papel en el cancer

En mamiferos, la sintesis de acidos grasos parece estar mediada por la ingesta y
estimulacion hormonal a través de la transcripcién de las proteinas de unidn al elemento
regulador de esteroides (SREBP).1027104 | 35 SREBP son unos factores de transcripcion,
codificados por los genes SREBP1 y SERPBP2, que se encuentran unidos a la membrana
nuclear y al reticulo endoplasmatico. Ante la disminucion de los niveles citosdlicos de
acidos grasos, se produce la escision de la proteina generando un residuo N-terminal
soluble en agua que es traslocado al nucleo de la célula donde activa la transcripcion de
genes codificantes de proteinas lipogénicas, entre las que se encuentra la FAS.10°

La regulacidn de la expresidn de la FAS en las células cancerigenas sigue vias similares a
las células normales y puede ser independiente de factores nutricionales.!®! Por otra
parte, son numerosos los tipos de cdncer (mama, prdstata, ovarios, tiroides...) donde se
encuentra sobreexpresada.

Se ha comprobado que el silenciamiento de la enzima mediante RNA de interferencia
induce la apoptosis en células de préstata sin afectar a células sanas!® y que la inhibicion
farmacoldgica de la enzima también provoca la apoptosis en la linea celular MCF-7,
correspondiente al cdncer de mama.107:108

Profundizando en los efectos metabdlicos producidos por la inhibicién de la FAS dentro
de la célula cancerosa, encontramos diferentes vias afectadas:'%°

e Inhibicién de la sintesis de fosfolipidos que afecta a la capacidad de generacién
de membranas celulares para la divisidn celular y a los microdominios necesarios
para el correcto funcionamiento del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), y
el receptor de estrégenos (ERBB2).

e Lareplicacion del ADN se ve afectada sin los fosfolipidos requeridos, deteniendo
el ciclo celular de la célula cancerosa.
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e Aumento en los niveles de malonil-CoA que disminuyen la B-oxidacion de acidos
grasos y la sintesis de ATP. Ademads, provoca un aumento en la sintesis de
ceramidas que pueden inducir la expresion de genes relacionados con la
apoptosis celular.

e Regulacién a la baja de proteina quinasa B (Akt) que puede provocar apoptosis
en las células por su inhibicion de proteinas que evitan la muerte celular
programada.

e Disrupcién del ciclo celular mediado por la proteina supresora de tumores p53,
que responde al estrés metabdlico causado por la inhibicidn de la FAS, y actua
induciendo la apoptosis celular o la detencidn del ciclo celular.

El impacto significativo que tiene la inhibicidn de FAS en células cancerigenas pone de
manifiesto la importancia de desarrollar moléculas que sean capaces de reducir su
actividad con el fin de obtener nuevos agentes quimioterapéuticos.

1.5.2.2 |Inhibicion de la FAS

Desde el descubrimiento del papel que juega la FAS en el cdncer, muchos grupos de
investigacion han centrado sus esfuerzos en la sintesis y caracterizacién de la actividad
bioldgica de diferentes inhibidores de la proteina. En este apartado estudiaremos con
mas detalle algunos de los mads relevantes.

1.5.2.2.1 Cerulenina

La (2R,3S,E,E)-2,3-epoxi-4-oxo-7,10-dodecadienamida, mds conocida como cerulenina,
fue el primer inhibidor de la FAS descrito!? (Figura 10). Se trata de un producto natural
aislado del Cephalosporum caerulens y presenta propiedades antibiéticas ya que es
capaz de inhibir tanto la FAS tipo | como la tipo 1.1 El mecanismo de inhibicién es por
apertura irreversible del epoxido de su estructura por un residuo de cisteina presente
en el centro activo del dominio KS de la proteina.!!? La cerulenina ha mostrado su
eficacia en la inhibicién de la divisidn celular en diferentes lineas de cancer y es también
capaz de suprimir la metdstasis en modelos murinos y en humanos tanto por si mismo
como en combinacién con otros farmacos, potenciandose su efecto.113-118

o
A =

o} NH,
Cerulenina 0]
Figura 10. Estructura quimica de la cerulenina.

No obstante, la presencia del epdxido limita las propiedades terapéuticas del compuesto,
ya que la alta reactividad quimica del grupo funcional conlleva una falta de estabilidad
del compuesto en condiciones fisioldgicas y una probable falta de selectividad en las
enzimas que inhibe.!?
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1.5.2.2.2 (5R)-tiolactomicina y derivados

La (5R)-tiolactomicina (Figura 11) fue descrita por primera vez en el 1982%2° como un
antibiotico con capacidades inhibitorias de la FAS tipo |, pero con poca eficacia frente al
tipo 112! No obstante, modificaciones posteriores en la estructura han permitido
obtener derivados con buena actividad inhibitoria frente a la FAS tipo Il presente en
mamiferos. Tal es el caso del compuesto C24712? (Figura 11) que demostro ser efectivo
en el tratamiento del cancer de mama sin provocar efectos secundarios como la
disminucién del peso.1?

CgH47

(5R)-tiolactomicina C247
Figura 11. Estructura quimica de la (5R)-tiolactomicina y su derivado sintético C247.

1.5.2.2.3 Oirlistat

El orlistat (Figura 12) es un farmaco aprobado por la Food and Drug Administration (FDA)
derivado del compuesto natural lipstatina (Figura 12) para el tratamiento de la obesidad.
La molécula es capaz de inhibir las lipasas gastricas y pancreaticas impidiendo la
hidrdlisis de los triglicéridos y, por ende, la absorcién de acidos grasos.'?4
Posteriormente se comprobd que el farmaco también presentaba accidn inhibitoria de
la FAS'2® por unidn al dominio tioesterasa (TE) que libera el palmitato de la enzima en el
ultimo paso de la biosintesis.

0] 0]
NN NN T /\/\/q/:\/'\\\,
Orlistat Lipstatina

Figura 12. Estructura quimica del orlistat y de la lipstatina.

Multiples estudios avalan la capacidad terapéutica del orlistat inhibiendo el crecimiento
en diferentes lineas celulares cancerigenas de prdstata, mama, ovario o endometrio.?®
Ademas, se ha empleado con éxito en modelos in vivo provocando la reduccién de
tumores sélidos.12>:127

En 2009 se publicd un estudio protedmico de las todas las posibles dianas enzimaticas
del orlistat!?8 resultando que afectaba 7 proteinas diferentes, de las cuales algunas estan
relacionadas con el cdncer como la B-tubulina. No obstante, se ha sugerido que este
efecto es indirecto, ya que la B-tubulina es modificada postraduccionalmente con el
acido palmitico, producto de la FAS, y la inhibicion de la enzima produce una disrupcién
de la estabilidad de las estructuras tubulares.??® A pesar de la actividad antitumoral del
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compuesto, su baja biodisponibilidad por via oral es una seria limitacién para su uso en
pacientes con cancer.*°

1.5.2.2.4 Flavonoides

El (—)-galato de epigalocatequina (Figura 13, F) y el (—)-galato de epicatequina (Figura 13,
G), aislados del té verde, fueron los primeros compuestos de tipo polifendlico que
demostraron ser activos en la inhibicion de la FAS mediante su unién al dominio cetoacil
sintasa (KS) de la proteina.!3! Basandose en este tipo de estructuras se ha conseguido
preparar un derivado sintético (Figura 13, H) con una actividad muy superior a la del (-)-
galato de epigalocatequina frente a la linea celular SkBr3 de cancer de mama.

OH
@ECH "
HO O . o o oH
)
O HO 0 OH
OH OH 3
OH

OH
R=OH F
OH R=H G H

Figura 13. Estructuras de los flavonoides naturales activos contra FAS (F, G) y del
derivado sintético (H) con una mayor capacidad inhibitoria.

A pesar de la potencial actividad terapéutica de los compuestos, ningun flavonoide se
encuentra en ensayos clinicos como tratamiento para el cancer.

1.5.2.2.5 TVB-2640
La empresa Sagimet Biosciences, antes conocida como 3-V Biosciences, presentd en

2012 la molécula TVB-2640 (Figura 14) como un nuevo inhibidor sintético de FAS y
posible farmaco contra la esteatosis hepatica no alcohdlica.'3?
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Figura 14. Estructura del TVB-2640.

Se trata de un inhibidor reversible y selectivo de la enzima,'3® que ademds tiene
y

caracteristicas farmacocinéticas 6ptimas como su alta biodisponibilidad tras la
administracién oral.'3* El compuesto actta sobre el dominio de la cetoacetil sintasa'®®
(KS) y actualmente se encuentra en fase Il de estudios clinicos con pacientes, siendo el
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rimer inhibidor de FAS que estd siendo estudiado en humanos como agente
Y
quimioterapéutico.134136137

1.5.2.2.6 C75y derivados

El C75, mencionado anteriormente (ver apartado 1.3.3.2) fue inicialmente descrito
como un inhibidor de la FAS.138 Es capaz de interactuar con dicha proteina en diferentes
dominios, especificamente los dominios KS, ER y TE.?3¥ Ademas, ha mostrado capacidad
de inhibicidn del crecimiento en lineas celulares cancerigenas y en modelos xenograft.14°
No obstante, estudios in vivo con el C75 mostraron efectos adversos como la reduccién
del apetito y un acentuado descenso de peso en roedores debido a su capacidad de
inhibicion de la CPT1,%%#1 asi como por causar malestar y diarrea en los animales
tratados.'*? Mas tarde nuestro grupo mostré que la actividad inhibitoria de la FAS
corresponde al enantidmero (—)-C75 y que dicho isomero no tiene apenas efectos sobre
la ingesta.l*® Teniendo en cuenta estos precedentes nuestro grupo pudo sintetizar el
analogo (—)-UBO006 (Figura 15).

HO™ "
0

C8H17
(-)-C75 (-)-UB006
Figura 15. Estructura quimica del isémero (—)-C75 y del derivado (—)-UB0O06.

Se trata de un derivado con mayor capacidad de inhibicién de la FAS, que ademas ha
demostrado frenar el crecimiento de diferentes lineas celulares cancerigenas como
OVCAR3 o MCF-7, de ovario y mama respectivamente, sin presentar efectos sobre la
ingesta en modelos animales.1#* Estas moléculas seran objeto de estudio en mas detalle
en el siguiente apartado, por ser el eje central de la presente tesis.
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1.6 C75

El 4cido trans-4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-carboxilico (Figura 16), mas
conocido como C75, es una a-metileno-y-butirolactona que fue descrita por primera vez
por Kuhajda et al. como un inhibidor sintético de la FAS con un mecanismo de accion
analogo al de la cerulenina.”? Su estructura presenta una clara similitud estructural con
los acidos paraconicos (Figura 16), que son un tipo de compuestos naturales que
presentan diferentes actividades bioldgicas.

HOLC,,

CgH17
(x)-C75 (x)-acido paracédnico

Figura 16. Estructura quimica del (+)-C75 y del (+)-dcido paracénico con el que guarda
una similitud estructural.

1.6.1 Actividad bioldgica del C75

1.6.1.1 Inhibidor de FAS

La primera referencia del compuesto describe a la lactona como inhibidora reversible
de la FAS por unidn covalente a la enzima. El compuesto fue sintetizado como un
analogo de la cerulelina con la que presenta cierta similitud estructural. Ambas
moléculas tienen una cadena carbonada no ramificada de 8 carbonos y dos grupos
carbonilo que flanquean un grupo electréfilo; en el caso de la cerulenina se trata de un
epo6xido y en el caso del C75 un doble enlace conjugado con un éster que puede actuar
como aceptor de Michael (Figura 17).

™ = NH,

O @)
Cerulenina (#)-C75

Figura 17. Estructuras quimicas de la cerulenina y C75. En azul la cadena carbonada de
igual longitud, en rojo la presencia de dos grupos carbonilo y remarcado con un circulo
la parte electrofilica de la molécula.

Como se ha mencionado anteriormente, el C75 parece actuar sobre diferentes dominios
de la FAS, concretamente los dominios de la B-cetoacil sintasa (KS), enoil reductasa (ER)
y la tioesterasa (TE).!3® Comparativamente, la actividad de la cerulelina se debe
exclusivamente a su interaccién con la KS. El mecanismo de accién del C75 sobre el
centro activo de la KS parece ocurrir a través de la reaccidn irreversible entre un residuo
de cisteina de la enzima y el doble enlace en una reaccién conocida como adicién de
Michael**® (Esquema 3).
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CeHy7 ©
Esquema 3. Mecanismo de reaccion del residuo de cisteina del dominio KS con el C75. En
rojo se destaca el nuevo enlace covalente formado entre el inhibidor y la enzima.

Ya en el articulo original donde se describe la molécula se mencionan sus propiedades
anticancerigenas sobre la linea celular SkBr3 de cdncer de mama, caracterizada por una
elevada expresion de la FAS.”? Estudios posteriores avalan su capacidad para reducir el
crecimiento celular de diferentes tipos de cdncer como mama, prdstata u ovario, 1467148
y mas recientemente se esta estudiando el uso del inhibidor como un agente
sensibilizante frente a iones en radioterapia de cancer de préstata.'#®

A pesar de su capacidad anticancerigena, el uso del C75 en modelos in vivo mostraba
una disminucion en la ingesta y un descenso del peso de los animales asociado a su
capacidad inhibitoria de la CPT1 hipotaldmica, como se ha mencionado
anteriormente, #6141

1.6.1.2 |Inhibidor del apetito

Paralelamente al descubrimiento de las propiedades antitumorales del C75, se
descubrié su efecto anorexigénico. Este efecto indeseado que a priori lo descartaba
como posible farmaco contra el cancer, supuso una oportunidad para el tratamiento de
la obesidad.

En el primer trabajo publicado sobre el efecto de la molécula sobre la ingesta se
administré a los roedores diferentes dosis de C75 por via intraperitoneal (IP). Los
autores describen una reduccién en la ingesta del 90% durante las 24 h posteriores a la
inyeccion y una marcada disminuciéon del peso, ambas de manera dosis-dependiente.
Asimismo, reportan la reversibilidad de los efectos tras interrumpir el tratamiento.*®

Cuando se comparan los efectos de la molécula en modelos de ratones obesos (ob/ob)
con ratones control se encuentran dos grandes diferencias: EIl modelo de obesidad
responde mejor a la inhibicion de la ingesta (reduccion del 90% frente al 50%), y solo los
ratones en normopeso generan resistencia al compuesto tras 2-5 dias de administracion
continua. Ademas, la interrupcion del tratamiento parece generar un efecto rebote en
la ingesta de los animales control.1*°

Cuando el compuesto se administra por via intracerebroventricular también se observa
una disminucion del peso y la ingesta de los roedores, sugiriendo que el compuesto
actua a nivel del sistema nervioso central.'®! Esta hipdtesis esta respaldada por el hecho
de que ratones tratados con C75 muestran una reduccién en los niveles de los péptidos
orexigénicos AgRP/NPY, incluso por debajo de los niveles en ratones alimentados, y un
aumento de la concentracion de los neuropéptidos anorexigénicos POMC/CART a nivel
del hipotalamo. 46152
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La inhibicién hipotalamica de la CPT1 por el C75 tiene también efectos a nivel sistémico
y provoca un aumento del gasto energético. Se ha comprobado que esto ocurre por
cambios en la expresion génica de tejidos periféricos como el BAT y el musculo
esquelético, donde aumenta la expresion de la termogenina (UCP, del inglés uncoupling
protein) y la oxidacién de acidos grasos.’®>1>4La UCP es la proteina responsable de la
termogénesis no asociada al temblor y actua desacoplando la cadena respiratoria de las
mitocondrias. Es capaz de permeabilizar la membrana interna mitocondrial permitiendo
que los protones vuelvan a la matriz generando calor en el proceso.

Por otro lado, la administracién central del C75 aumenta los niveles de CPT1 y reduce la
expresion de proteinas involucradas en la lipogénesis a nivel hepatico.'®> Originalmente
se atribuyé al C75 la activacion de la CPT1%® y la hipdtesis fue generalmente
aceptada,’®”1°® pero teniendo en cuenta que es capaz de aumentar los niveles de
malonil-CoA por inhibicion de la FAS, y que esto deberia reducir la actividad de CPT1, su
rol como activador parece contraintuitivo. Ademas, en 2005 se descubrié que la
administracion i.p. en roedores provocaba una disminucidon en la ingesta sin inhibir la
FAS hipotalamica.'® Poco después, nuestro grupo resolvié esta aparente contradiccion
al comprobar que el C75 en si, carece de actividad bioldgica respecto a la CPT1y que la
forma activa del compuesto es su aducto con la coenzima A, el C75-CoA*®° (Figura 18).

Coenzima A

OH o,
CgHy7
Figura 18. Estructura del C75-CoA, responsable de la actividad inhibitoria de la CPT1. En
rojo se destaca la parte correspondiente al C75.

Se ha demostrado la presencia de C75-CoA por HPLC/MS en extractos hipotaldmicos tras
la inyeccién central de C75, lo que demuestra que el compuesto se forma de manera
espontanea en el hipotdlamo.%3 El mecanismo probable es la adicién conjugada al doble
enlace por el grupo -SH de la coenzima A (Esquema 4). La rapida formacién de C75-CoA
en el hipotdlamo explicaria que no disminuya la actividad de la FAS en esta region del
cerebro tras su administracion, ya que el C75-CoA no dispone del doble enlace exociclico
necesario para su union a la proteina.

: :
=
N
O (0]
C8H 17 CSH 17

@) (@)
Esquema 4. Mecanismo de reaccion de la coenzima A con el C75 para formar el C75-CoA.
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En 2013 nuestro grupo demostré que el efecto sobre la ingesta se debe exclusivamente
al isémero (+)-C75, y la capacidad inhibitoria de la FAS corresponde al (-)-C75.1% Este
hecho serd objeto de una discusidon mas extensa en apartados posteriores.

1.6.2 Relacion entre la estructura y la actividad del C75

Desde el punto de vista estructural, el C75 se caracteriza por: i) ser una y-butirolactona
i) poseer un doble enlace exociclico en alfa, y la presencia de iii) una cadena alifatica

carbonada y iv) un acido carboxilico (Figura 19).

Acido carboxilico . L
a-metileno exociclico
\ 0

Cadena alifatica
Figura 19. Estructura quimica del C75 donde se resalta y-butirolactona (en rojo) y los 3
grupos funcionales presentes en la molécula.

1.6.2.1 Diferencias en la actividad de los isomeros

Atendiendo a la estereoquimica, la molécula puede presentar 4 isdmeros. Dos con
configuracion trans respecto al dcido y la cadena alifatica, y dos cis (Figura 20). De ahora
en adelante, para mayor simplicidad y facilitar la lectura de la tesis, nos referiremos a
los isémeros trans como C75 y a los isémeros cis como cis-C75.

HOLC,, HO,C
(0] 0] 0]
o CgHq7" 0 CgHy7 0
Isbmeros trans Isbmeros cis

Figura 20. Estructura de los 4 isomeros del C75.

Actualmente conocemos que la mezcla racémica de la forma trans del C75 presenta una
mayor actividad bioldgica respecto a la inhibiciédn de la FAS y la CPT1. Esto se debe a que
el doble enlace exociclico del isdmero cis-C75 isomeriza facilmente al compuesto (%)-
MLC22 (Figura 21) que carece de actividad. Estudios realizados por nuestro grupo
demostraron que esta isomerizacion es tan rapida que la administracién ICV del cis-C75
no inhibe la ingesta. Por otra parte, no se pudo detectar la presencia de cis-C75-CoA en
el hipotalamo. Es por ello por lo que los estudios se centraran en la configuracion trans
de la lactona.
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HO,C
-

O

o)
Cafhi7 (£)-MLC2

Figura 21. Estructura quimica del derivado (+)-MLC2 con el doble enlace endociclico.
Inactivo frente a la inhibicion de FAS y CPT1, desarrollado por K. Makowski.

Por otro lado, nuestro grupo realizd la sintesis quimica estereoselectiva del C75
obteniendo los los compuestos épticamente puros (+)-C75 y (—)-C75. El estudio de los in
vitro diferentes isdmeros descubrié que la inhibicidon de CPT1 se debe al derivado -CoA
del enantidmero (+)-C75, mientras que la inhibicién de la FAS corresponde al (—)-C75.
Ademas, se comprobd que el (+)-C75 era un excelente supresor de la ingesta en ratas y
el (-)-C75 presentaba actividad antitumoral en ensayos con la linea celular SkBr3 de
cancer de mama (Esquema 5).

SCoA
HO,C HO,C HO,C.,,
(0] B (o] (0]
(o) (o]

e
CgHi7 (+)-C75-CoA CaHh7 (+)-C75 CaHiz ()-C75

v Aﬁ,
Inhibicién de extractos de CPT1 Reduccién de la ingesta en Inhibicion de la FAS y del
roedores desarrollo tumoral

Esquema 5. Representacion de los isomeros del C75 y el aducto (+)-C75-CoA y sus
diferentes efectos bioldgicos.

1.6.2.2 Estudio de la funcionalizacion de la molécula

Por lo que se refiere al resto de grupos funcionales de la molécula, nuestro grupo realizé
la sintesis de diferentes derivados modificando los grupos funcionales, lo que ha
permitido profundizar en el conocimiento de la relacién entre la estructuray la actividad
bioldgica del C75.161

1.6.2.2.1 Papel del metileno exociclico
La ausencia de un grupo funcional en la posicidn a respecto al carbonilo de la lactona,
como en el caso del (+)-MLC1, implica la pérdida de la actividad bioldgica del compuesto.

El mismo resultado se obtiene al reducir el doble enlace a un grupo metilo como en el
compuesto (+)-C273. La posicion de la insaturaciéon es relevante también para la
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actividad de la lactona, pues la isomerizacién del C75 al (+)-MLC2 conduce también a un
derivado sin efectos bioldgicos (Figura 22).161.162

HO,C,, HO,C,, HO,C
. . _
0 0 0

o o
CgH CgH
(¥)-C273 &V (£)-MLC1 &7 (+)-MLC2

C8H17
Figura 22. Estructura quimica de derivados de C75 sintetizados que no contienen un
doble enlace exociclico contiguo al grupo carbonilo y que carecen de actividad bioldgica

Estos resultados demuestran la necesidad del doble metileno para la actividad bioldgica
del C75. Desde un punto de vista mecanistico, este grupo funcional es necesario ya sea
para unirse al residuo de cisteina de la FAS (Esquema 3) o para formar el aducto C75-
CoA (Esquema 4), responsable de la inhibicién de la CPT1.

1.6.2.2.2 Papel del grupo carboxilico

Para modular la actividad de la CPT1 la presencia de un grupo carboxilico en B respecto
al carbonilo de la lactona parece ser crucial. En la tesis doctoral de Kamil Makowski se
disefiaron y se sintetizaron diferentes derivados (Figura 23) que carecian de este grupo.

HO™ " HO™ "
(0] (@]
CgH17 0 CgHq7™ 0
(x)-UB006 cis-(+)-UB006
O o
~ N+
_ ///
0]
CgH47 CeHi” ©
+)-UB079 (+)-UB001

Figura 23. Estructura quimica de der/vados de C75 sin un grupo dcido carboxilico en la
posicion 8 de la lactona.

Los primeros compuestos sin acido carboxilico sintetizados fueron el (+)-UB006 y su
isdmero cis-(+)-UB006 por reduccion directa del C75 y del cis-C75. Pudo comprobarse
que su actividad inhibitoria de CPT1 disminuyd enormemente respecto al C75. A partir
del (*)-UB006 se sintetizaron dos derivados mediante la funcionalizacion del acido
carboxilico, obteniéndose los compuestos (+)-UB079 y (+)-UB001. La estrategia del
disefo de estos dos inhibidores viene del estudio de docking realizado con el C75-CoAy
la CPT1. El caracter predictivo de este modelo, aunque limitado, permite obtener un
conocimiento aproximado sobre la interaccién entre el inhibidor y la enzima (Figura 24).
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1 = P

malonyl-CoA

et

carnitine
-

C75-CoA

Ql CPT1A

Figura 24. 1. Pred:cczon del docking del C75-CoA con la CPT1A. Se puede apreciar la
interaccion entre el grupo carboxilico dcido y el espacio destinado a la carnitina. 2.
Similitud en la estructura y orientacion espacial entre el malonil-CoA y el C75-CoA,
orientando el grupo carbonilo de manera similar a la carnitina. Figura editada del
articulo original de Paula Mera y col.®3

C75-CoA

Los cdlculos sugieren que el acido carboxilico del C75-CoA se encuentra ocupando el
lugar destinado a la L-carnitina en el centro activo de la enzima, tal y como ocurre con
el malonil-CoA, impidiendo la reaccién. También se aprecia que el espacio para la
interaccion entre el inhibidor y la CPT1 es lo suficientemente grande como para albergar
grupos mas voluminosos, por lo que se decidié acoplar el (+)-UB006 con dos estructuras
gue se conoce que tienen una fuerte interaccién con la enzima; la L-carnitina y el acido
maldnico (Figura 25), obteniéndose asi los derivados (+)-UB079 y (+)-UB001
respectivamente.

Estructura de la L-carnitina Estructura del acido malénico
OH o O e}
\/\/U\ HOMO//,
(0] (e}
CgHi” O CgHi” ©
(x)-UB079 (x)-UBO0O1

Figura 25. Estructura quimica de los inhibidores (+)-UB079 y (+)-UB001 donde se destaca,
en rojo, la parte estructural correspondiente a dos estructuras cuya interaccion con la
enzima estd demostrada; la L-carnitina y el dcido maldnico, cuya forma -CoA es un
inhibidor natural de la CPT1.

Cuando se realizaron los ensayos enzimaticos con las formas -CoA de los compuestos se
encontré que su capacidad inhibitoria de la CPT1 era inferior a la del C75. Estos
resultados se resumen en la Tabla 1:
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Tabla 1. Derivados de C75 sin dcido carboxilico en la posicion 8 y los valores de ICso de
sus aductos -CoA para la inhibicién in vitro de CPT1A.161

Compuesto ICso de la forma -CoA (uM)
(£)-C75 1,1+0,36
(£)-UuBOO6 ~10
cis-(+)-UB006 >50
(£)-UB079 >50
(£)-uB001 ~10

Los valores de ICso hacen patente la necesidad de un grupo carboxilico en la posicion B
de la lactona para inhibir la CPT1, obteniendo en el mejor de los casos una actividad 10
veces menor que la del C75 cuando el grupo no esta presente.

Otra variable estudiada fue la distancia entre el grupo carboxilico y el ciclo de la lactona.
Para ello se prepararon los compuestos (+)-UB207 y (+)-UB244 afiadiendo 1y 2 carbonos
respectivamente a la cadena del 4cido (Figura 26).

(+)-UB244

Figura 26. Estructura quimica de los derivados de C75 con diferente distancia entre el
dcido carboxilico y el ciclo de lactona. Se resalta el (+)-UB207, andlogo mds activo
desarrollado.

Cuando se realizaron las pruebas in vitro con los derivados -CoA de estas moléculas, se
encontrd que el (x)-UB207 presentaba una mejor inhibicion que el C75 y el (+)-UB244
peor, siendo los valores de ICsode 0,6 £ 0,18 uM y 2,33 £ 0,9 uM respectivamente. Estos
resultados ponen de manifiesto que la distancia dptima entre el acido carboxilico y la
lactona para inhibir la CPT1 es de un metileno. A pesar de haber encontrado una
molécula con un mayor potencial de inhibicion de la ingesta, no se realizaron ensayos in
vivo por falta de tiempo, por lo que este serda unos de los objetivos a realizar en la
presente tesis.

Varios de estos compuestos fueron ensayados también como potenciales inhibidores de
la FAS y como agentes citotoxicos en lineas celulares de células cancerigenas. Los
primeros experimentos consistieron en determinar la capacidad inhibitoria de las
moléculas en extractos enriquecidos en la enzima, resumiéndose los resultados en la
Tabla 2:
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Tabla 2. Derivados de C75 sin dcido carboxilico en la posicion 8 y sus valores de ICso para
la inhibicién in vitro de FAS.1%1

Compuesto ICs0 (LM)
(£)-C75 460 £ 44
(x)-UB00O6 51773
cis-(+)-UB006 326+13
(x)-uB001 >5000

Se comprobd que la funcionalizacidn del grupo hidroxilo con malonato (compuesto (%)-
UB001) provoca una disminucion muy pronunciada de la actividad bioldgica. Sin
embargo, y contrariamente a lo ocurrido con la CPT1, la reduccion del grupo acido
carboxilico no parece tener un impacto importante en la capacidad de los derivados de
inhibir la FAS, como se puede observar con los valores de ICso del (+)-UB006 y el cis-(+)-
UBO0O06, siendo el valor de este ultimo ligeramente inferior que el del C75.

Para estudiar sus efectos anticancerigenos se realizaron ensayos de viabilidad celular en
diferentes lineas cancerigenas que sobreexpresan la FAS. Los resultados se recogen en
la Tabla 3:

Tabla 3. Valores de ICso de los derivados de C75 para la inhibicion del crecimiento celular
de diferentes lineas de cdncer.®!

IC50 (LM)
SkBr3 MCF-7 OVCAR-3 MIA PaCa-2 PC3 HCT 116 MDZA:_;E/IB_
()-C75 19,9+1,9 27,3+1,9 21,8+3,9 21,8+0,8 26,9+3,1 46,4 +5,8 43,7+1,9
(¥)-UB006 3,7+1,6 26,6 +2,1 1,2+0,4 12,9+0,4 10,0+2,1 6,6+1,2 11,6 +1,2
cis-(+)-UB006 22,0+1,2 20,0+1,2 35,4+1,2 37,8+0,8 36,6 +2,9 44,0+3,7 295+1,2
(+)-UB001 Nd* Nd >90 >90 >90 >90 Nd
(x)-uB207** 246+1,1 39,1+1,4 33,2+2,6 29,8+3,3 559+7,1 41,4 £ 11,2 >90
(x)-uB244** 10,2+1,8 Nd 12,8 £4,2 32,3+2,8 22,3+2,5 >90 >90

*Nd = no determinado. **: Compuestos probados directamente en cultivos celulares.

Son destacables los valores obtenidos para la inhibicién del crecimiento celular de las
lineas SkBr3 y OVCAR-3, de mama y ovario respectivamente, con el (+)-UB006, que, a
pesar de presentar una inhibicion menor de la FAS en el ensayo enzimatico, tiene una
actividad anticancerigena unas 20 veces mayor que el C75. Por otro lado, el derivado
(£)-UB207 que dio los mejores resultados en inhibicién de CPT1, no presenta ninguna
mejora respecto al C75 en la inhibicién del crecimiento en las lineas celulares de cancer
estudiadas.

Dado que se habia encontrado un compuesto citotoxico de actividad significativamente
superior a la del C75 se decidié profundizar en el conocimiento del derivado y se
estudiaron también las diferencias en la actividad bioldgica de los enantidmeros de la
molécula, el (+)-UB006 y el (—)-UB006 (Figura 27).
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CgHq7" 0 CgH17

(+)-UB006 (-)-UBO006

Figura 27. Estructura quimica de los dos enantiomeros del UB0O06. Se resalta el (-)-UB006,
isomero al que corresponde la actividad bioldgica.

Se encontrd que el isémero mas activo en la inhibicién in vitro de la FAS era el (—)-UB006
con un ICso de 220 + 58 uM frente a 470 £ 70 uM del enantiomero (+). De manera
analoga, cuando se cultivaron las células OVCAR-3 con concentraciones crecientes de
inhibidores se vio que la citotoxicidad del (-)-UB006 era mucho mads alta que la de su
enantidémero, con un ICso de 0,5 £ 0,3 uM frente a 19,5 £+ 2,5 uM.

Paralelamente e igual que se hizo con la CPT1, se estudid la distancia dptima entre el
grupo hidroxilo y la lactona, obteniendo los compuestos (+)-UB339 y (+)-UB340 donde
se ha espaciado el grupo funcional uno y dos metilenos respecto al (+)-UB006 (Figura
28).

HO/\/"«

CgH47 CgH47
(+)-UB339 (+)-UB340

Figura 28. Estructura quimica de los derivados hidroxilados del C75 con diferentes
distancias entre el grupo hidroxilo y el centro de la lactona.

El aumento en la distancia del grupo hidroxilo comporté una disminucién sustancial de
la inhibicion in vitro de la FAS, siendo los valores de ICso de 949 + 173 uM para el (1)-
UB339 y 1978 + 192 uM para el (+)-UB340. Dado que al aumentar la longitud de la
cadena hidroxilada se reducia la actividad del compuesto, se intentd sintetizar el
inhibidor (+)-UB010 donde el grupo hidroxilo se une directamente a la lactona (Figura
29).

HO
0]

CgHq7"
(+)-UB010

Figura 29. Estructura quimica de la molécula UB010, derivado hidroxilado del C75 donde
el alcohol estd directamente unido a la lactona.

La obtencidn del compuesto y el estudio de su actividad son un objetivo de la presente
tesis.
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1.6.2.2.3 Papel de la cadena carbonada

La dltima variable estructural de la lactona que queda por analizar es la cadena
carbonada. Refiriéndonos de nuevo a los estudios de docking realizados con la CPT1y el
C75-CoA se pudo comprobar que existe un bolsillo hidrofébico donde se situa la cadena
alifatica del inhibidor con capacidad para albergar hasta 15 carbonos, la longitud del
acido palmitico. Con el fin de mejorar las interacciones entre el sustrato y la enzima se
procedio a la sintesis del derivado (+)-UB183, andlogo del C75 con una cadena alifatica
de 15 carbonos (Figura 30).

0]
HO
0]
CisHat™
(+)-UB183
Figura 30. Estructura quimica del derivado de C75 con una cadena carbonada de la
longitud del dcido palmitico.

Cuando se realizd el estudio de la actividad in vitro con extractos mitocondriales
enriquecidos en CPT1 se vio que la actividad del (+)-UB183-CoA era similar a la del C75-
CoA con un ICso de 0,78 £ 0,52 uM frente a 1,1 £ 0,36 uM. Viendo que su actividad era
ligeramente superior a la del C75 se decidié realizar la administracién ICV del compuesto
en ratas, encontrandose que la actividad del (+)-UB183 no suponia una mejoria
significativa de los efectos respecto al C75, ya que la reduccion de la ingesta y la
disminucion del peso fueron muy similares en ambos grupos.

En lo referente a la citotoxicidad del compuesto en células cancerigenas se comprobd
gue el compuesto presentaba una menor actividad.

1.6.2.2.4 Conclusiones de los requisitos estructurales de los derivados

De toda la informacidn extraida de la actividad bioldgica de los derivados de C75
estudiados, se pueden inferir algunas conclusiones respecto a los requisitos
estructurales de las moléculas segin qué enzima se busque inhibir:

Para la inhibicidn de la CPT1:
e Esimprescindible la presencia del doble enlace exociclico y del acido carboxilico.
e Laactividad mejora si este se encuentra separado por un metileno del esqueleto
de la lactona.
e Elimpacto de la longitud de la cadena carbonada es negligible.

Para la inhibicion de la FAS:
e Laactividad de los inhibidores mejora reduciendo el grupo acido a un hidroxilo.
e Hasta ahora, el compuesto mas eficaz tiene el alcohol a un -CH»- del esqueleto
de la lactona.
e Laelongacion de la cadena carbonada impacta negativamente en la actividad de
los inhibidores.
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Desde la primera descripcion del C75 publicada en el afio 2000 se han publicado diversos
articulos que describen su actividad como inhibidor sintético de la FAS y una marcada
actividad antitumoral, pero provocando al mismo tiempo una disminucion de la ingesta
y en el peso en modelos animales.

Durante la tesis desarrollada en nuestro grupo por el Dr. Kamil Makowski se demostré
que el C75 era capaz de unirse a la Coenzima A, y que el aducto formado era responsable
de los efectos anorexigénicos a través de la modulacién de la CPT1A en el hipotadlamo.

Se han estudiado las diferentes actividades biolégicas de los enantidmeros de la
molécula descubriendo que el (+)-C75 es el responsable de la inhibicién de la CPT1 y el
(—=)-C75 es presenta propiedades antitumorales.

Ademads, se desarrollaron dos nuevos compuestos basados en la estructura del C75 que
mejoran sus propiedades bioldgicas; el (+)-UB207, que presenta una mayor inhibicidn in
vitro de la CPT1y el (—=)-UB006, cuya actividad citotdxica en la linea celular de cancer de
ovario OVCAR-3 es 20 veces superior a la del C75.
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2 Objetivos
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El objetivo general de la presente Tesis Doctoral ha sido la sintesis y posterior evaluacion
farmacoldgica de nuevos derivados de C75 buscando compuestos mas potentes y
selectivos en la inhibicion de la CPT1 y de la FAS, y por tanto potenciales farmacos para
el tratamiento de la obesidad y el cdncer respectivamente.

Objetivo 1. Sintesis de nuevos derivados hidroxilados de C75 donde el grupo -OH se
encuentre unido directamente al anillo para obtener una mayor actividad antitumoral.

Objetivo 2. Desarrollo de una nueva ruta sintética para la obtencién del (+)-UB207 que
permita su obtenciéon de forma pura y en cantidades suficientes para poder realizar
diferentes ensayos in vivo con roedores. Se buscara también la separacion de los
enantiomeros para estudiar las diferencias en sus efectos farmacologicos.

Objetivo 3. Sintesis de nuevos analogos del C75 con un anillo nitrogenado. Se buscara
desarrollar alguna metodologia sintética para la obtenciéon de compuestos de tipo
lactama, que contienen un punto extra de funcionalizacién sobre el nitrégeno para la
introduccidn de nuevos sustituyentes en la estructura o su posterior anclaje a soportes
poliméricos, grupos fluorescentes, marcadores, facilitadores de paso de membrana,
etc...

Objetivo 4. Sintesis de derivados novel del C75 sustituyendo atomos de oxigeno de la
estructura por azufre para estudiar las propiedades farmacolégicas de las nuevas

estructuras como potenciales farmacos anticancerigenos y anorexigénicos.

Objetivo 5. Estudio de las propiedades farmacoldgicas de los nuevos compuestos
mediante estudios de inhibicidn de CPT1 in vitro e in vivo.

Objetivo 6. Desarrollo de un nuevo ensayo de actividad de CPT1 basado en el marcaje
isotopico no radioactivo de alguno de los productos y su cuantificacion por HPLC-MS.
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3 Sintesis y estudio de la actividad citotdxica de
nuevos derivados del (+)-UB006
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3.1 Obtencion del (+)-UB010y (+)-UB011

3.1.1 Precedentes bibliogrdficos

En nuestro grupo ya se habia obtenido por primera vez y estudiado con éxito la actividad
inhibitoria de la FAS de tres nuevos derivados de C75 con una cadena hidroxilada en la
posicién B de la lactona (compuestos UB006, UB339 y UB340).

Al constatar que la actividad bioldgica de los derivados disminuia al aumentar la longitud
de la cadena, se planted la obtencién de dos nuevos derivados, el (+)-UB010y (+)-UB011,
donde el grupo hidroxilo estaria unido directamente al ciclo de la lactona con la
esperanza de que su actividad superara la del resto de la serie (Figura 31).

HO "

CgH47

o) o)
CeH CqH
g7 g7 (+)-UB339 (+)-UB340

(-)-UB006

ICSO: 220 =58 llM ICSO: 949 =173 HM ICSO: 1978 =192 IJM

HO,,

o
CgH
87 (+)-UB010 (+)-UB011

|C50: ? Icso: ?

Figura 31. Serie de andlogos hidroxilados del C75 con sus valores de ICsp para la
inhibicion in vitro de la FAS y estructuras de las moléculas objetivo de estudio (+)-UB010
y (£)-UB011.

Los 3 derivados previos habian sido preparados por reduccién del acido carboxilico
correspondiente siguiendo diferentes metodologias. En el Esquema 6 se muestra la
sintesis del (+)-UB006.

O O _—SePh —SePh
/u Se,Phy, Jl, _ >
HO™ - NaBH, HO™ - BH;:SMe, HO™ -
5 0 EOH, a 5 0 THF, 20 °C a t.a. 5 O
CgH i CqH 88% C.H
gH17 C75 gH17 ()1 gH17 (#)-2
THF, ta.
H,0.
A
HO™’
(0]
CeHi” ©
g (+)-UB006

Esquema 6. Ruta sintética desarrollada para la obtencion del (+)-UB006 a partir del C75.
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La estrategia se basa en la proteccién del doble enlace exociclico mediante la formacion
de un selenoéter con el fin de evitar la isomerizacién del doble enlace en las siguientes
etapas y la posterior reduccion del grupo acido con BH3:SMe;, para obtener el alcohol
intermedio ()-2.

El posterior tratamiento del intermedio peréxido de hidrégeno permite la oxidacion del
éter de selenio a selendxido, que no es estable y se elimina espontdaneamente en el
medio de reaccion. Se regenera asi el doble enlace (Esquema 7) y se obtiene el producto
deseado.

SePh 0, L H—O R
R — 3 S — + PhSe-OH
R’ ‘R™ ~Ph R
Esquema 7. Mecanismo propuesto para la desproteccion de un doble enlace. El éter de
selenio es oxidado a selendxido, grupo no estable que es 8-eliminado espontdneamente

regenerando el doble enlace.

Obviamente, esta estrategia de reduccidn de un grupo carboxilico acido ligado a la
lactona no es aplicable a la obtencién de un derivado con el grupo -OH directamente
unido al ciclo. Por tanto, para la sintesis de los nuevos derivados, se planted un nuevo
analisis retrosintético que se muestra en el Esquema 8.

HO HO, OH
O — o —— CgHyy CO.Et
C.H.” O CeHy” O °
g (+)-UBO11 (£)-3 OH ()4
e Ve H
p— C8H17 COZEt p— CsH17/\ﬂ/ + HOOC/\CO2Et
5 o)

Esquema 8. Andlisis retrosintético propuesto para la obtencion del (+)-UB011.

El compuesto deseado derivaria de la metilenacion de la lactona (+)-3. Este seria el
ultimo paso de la ruta sintética y posiblemente el mas complicado, ya que aun existiendo
referencias bibliograficas de metilenaciones en y-butirolactonas'®3-16>, carecemos
actualmente de una metodologia fiable y robusta para la introduccion de dobles enlaces
exociclicos. Ademas, no es descartable que la presencia del grupo -OH interfiera en la

reaccion.

Por otro lado, la lactona (+)-3 se podria obtener facilmente mediante la ciclacion del diol
(£)-4, ya que ademas se trata de una ciclacion 5-exo-trig que esta favorecida segun las
reglas empiricas de Baldwin.1®®

Asuvez, el compuesto (+)-4 se podria preparar mediante una dihidroxilacion empleando
el método Upjohn. Esta reaccidn, ademas, permitiria el control estereoselectivo de la
formacion de los dos enantiémeros del diol, facilitando tanto la obtencién del (+)-UB010
como la del (+)-UB011.
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Por ultimo, el alqueno 3 se podria obtener de una condensacion de Knoevenagel®’ a
partir del decanal y el malonato de monoetilo, materiales de partida disponibles
comercialmente.

3.1.2 Sintesis

El primer paso de la ruta fue la obtencidn del alqueno 3 mediante la reaccién de decanal
con malonato de monoetilo. En las condiciones clasicas de la reaccidén se obtendria el
éster a,B-insaturado, por lo que seguimos una modificacién en la reaccidn descrita por
Rao.1%® Esta metodologia emplea trietilamina (TEA) como base no nucleofilica que
permite la eliminacion regioselectiva del alcohol intermedio formandose el compuesto
carbonilico B,y-insaturado tal y como se muestra en el Esquema 9:

H TEA e
C8H17/Y + HOOC/\002Et W C8H17 COQEt
o 95% 5

Esquema 9. Obtencion del alqueno 3 a partir de decanal y malonato de monoetilo.

En la dihidroxilacién del alqueno 3 se siguid el método catalitico en osmio descrito por
la empresa Upjohn, con cantidades cataliticas de K;0sO4 y N-6xido de N-metilmorfolina
(NMO) como oxidante estequiométrico.®?

El K;0s04 es una sal que genera OsQg in situ permitiendo el trabajo con un compuesto
gue es menos volatil, menos téxico y mas econdmico. A la mezcla de reaccion se le anade
también metanosulfonamida para favorecer el intercambio entre el ion hidréxido entre
la fase acuosa y la orgdnica, permitiendo una mejor hidrélisis del osmiato ciclico
intermedio tal y como se representa en el Esquema 10:17°

O
i A OEt
:0s: CgH

o.%s.o sy

o

Fase organica

Fase acuosa
Q OH"

0s:0 HaN"

OH

CgHy7
OH O

Esquema 10. Mecanismo de hidroxilacion del alqueno. El cual el OsO3 es reoxidado a
OsO04 por el N-6xido de N-metilmorfolina y la transferencia del anion hidroxilo de la fase
acuosa a la orgdnica favorecida por la metanosulfonamida.
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Las condiciones experimentales se muestran en el Esquema 11:

KQOSO4H20 OH HO
C8H17/\/\002Et NMO, metanosulfonamida C8H17/kK\002Et + CH )fo>:o
5 tBUOH/HzO 1:1,12 h OH (i)-4 g7 (i)-3

72%
3:7

Esquema 11. Hidroxilacion del alqueno 5 en el que se obtiene tanto el diol como la
lactona por la ciclacion in situ en una proporcion 3:7.

Los productos de la reaccion fueron tanto el alcohol (+)-4 como la lactona (+)-3 debido
a su ciclacién espontanea en el medio de reaccion.

El dialcohol restante se puede ciclar facilmente por su agitacion en metanol (MeOH) en
medio ligeramente bdsico durante 5 horas (Esquema 12).

OH HO

/H/\ KOs J\/>:O
H Et
Cafti7 CO MeOH,ta.5h  CgH, o)

OH (-4 50% T @3

Esquema 12. Ciclacion del diol 4.

Respecto a la metilenacion, nuestra primera aproximacion fue la introduccion del doble
enlace directamente sobre el alcohol (+)-3 mediante el procedimiento descrito por
Riofski.l”*

Esta metodologia consiste en la formacion del enolato con bis(trimetilsilillamiduro de
litio (LIHDMS) y una posterior activacién de la posicion a mediante su reaccion con el
2,2,2-trifluoroacetilo de 2,2,2-trifluoroetilo (TFA-TFE) en tetrahidrofurano (THF). El
posterior tratamiento del crudo con paraformaldehido (PFA) y éter 18-corona-6 en
tolueno, deberia permitir la obtencidn del producto deseado.

HO 1. LIHDMS, TFA-TFE o
0 THF,0°Cata. 1h [

CgHi7 (0] 2. PFA, 18-corona-6, K,COj O o
(2)-3 Tolueno, 80 °C,2hy 100°C, 2 h C8H17 (+)-UB009

Esquema 13. Metilenacion del alcohol (+)-3 empleando la metodologia de Riofski.

@)

No obstante, tal y como se muestra en el Esquema 13, todas las veces que se llevo a
cabo la reaccién con el alcohol (1)-3, se aislaba un producto inesperado muy mayoritario.

En el TFM de Oscar Benito se observo por primera vez la formacion de este compuesto

(£)-UB009 y en el presente trabajo se confirmd el resultado y se logré determinar su
estructura.
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Para comprender la formacidon de este compuesto biciclico se tiene que analizar el
mecanismo de metilenacidn de y-butirolactonas empleando la metodologia descrita:

El primer paso del método de Riofski es la activacion de la posicién a de la lactona,
mediante la enolizacidon de la misma y posterior condensacién con el TFA-TFE. El
intermedio formado presenta ahora un hidréogeno en a de mayor acidez, por lo que el
K2COs es suficiente para desprotonar la lactona.

El enolato formado, aunque se encuentra estabilizado entre dos grupos carbonilo,
presenta la nucleofilia necesaria para reaccionar con el paraformaldehido. Se forma
entonces un intermedio inestable que, tras la eliminaciéon intramolecular de
trifluoroacetato, genera un doble enlace exociclico en la posicién deseada tal y como se
detalla en el Esquema 14:171

o]
0 0]
FaC H.__O CF
3 ') F3C \v/—c\)_/l\fd o 30_
-H* / H
O +H* o @
(0] 0 0]
D CF4 FsC

o T 0]
_— —_— O
0 o) o)
0] (0]

Esquema 14. Mecanismo propuesto para la metilenacion de lactonas por el método de
Riofski.

No obstante, la presencia del grupo hidroxilo en la molécula cambia la reactividad
favoreciendo la formacion del derivado UB009. Un posible mecanismo para explicar la
obtencidn de este derivado se explica a continuacion:

En una primera etapa de reaccion se acilarian tanto el grupo hidroxilo como la posicion
a de la lactona. Quedando todavia exceso de base en el medio, la posicién a podria
desprotonar llevando a la eliminacién del grupo trifluoroacetato en la posicién B. Se
desconoce si la salida del grupo y el protédn se daria en un proceso concertado o si
ocurriria primero la desprotonacion, pero esta claro que la fuerza motriz de este paso
seria la generacion del compuesto carbonilico a,B-insaturado (+)-6a y la liberacién
irreversible de una molécula de trifluoroacetato.

La siguiente etapa consistiria en la desprotonacién compuesto (+)-6a para formar un
intermedio anidénico de tipo furano que podria reaccionar con una molécula de
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paraformaldehido. Se generaria entonces un éter con un alcohol libre en su extremo
terminal que seria capaz de dar una adicidon de Michael con el doble enlace generado
anteriormente y formar un acetal ciclico de elevada estabilidad quimica. En el paso final,
la reaccion del enolato intermedio con otra molécula de formaldehido generaria el
doble enlace exociclico tras la eliminacidn intramolecular de otra molécula de
trifluoroacetato.

El mecanismo se encuentra representado con detalle en el Esquema 15:

X N ’ H FC_o
FiC
FsCYO 3 ) FSC\H/O‘\ CF3
o) p o T o) o — ~ =0
CeHy” © (2) CgH47 () CgHy7 +)-3a
HO

F F

“ o 0 FcC =0 o

= H* \\OH B — |/O:\<4 f\o H |/OH =

o 0 +H* |‘\\ S (e) o +H* 0O o 0
CgH
87 (x)-6a CeHy”~ O gHi7 (9 gHiz (=
CF
F3C o F3C o FSC o H 0 3 o
_ Y
¢ 0 - 0 - T X r o
0 o +H O o (@] e} (0] 0
CgHiz (3 CgHiz (2) CgHi7 () sHiz ()
(6]
(0]
CgHiz  UB0O9

CaHiz (4 CeHiz ()

Esquema 15. Mecanismo propuesto para la formacidn del derivado UB0OOS9.

A pesar de no haber conseguido la sintesis del compuesto deseado, se obtuvo un
interesante analogo del C75 con un doble enlace exociclico no descrito hasta la fecha,
cuya actividad bioldgica se desconocia. Sus propiedades farmacoldgicas se estudiaran
mas adelante.

Viendo que el grupo hidroxilo impedia la obtencidn del compuesto deseado, el siguiente
paso en la sintesis del (£)-UB010 fue la proteccién del alcohol de la lactona (+)-3 con el
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grupo tert-butildifenilsililo (TBDPS) por su robustez frente a las condiciones de

reaccién.1’?

Para ello se hizo reaccionar el alcohol con el cloruro de TBDPS (TBDPSCI) usando imidazol

como base en diclorometano (DCM):173

HOI>: TBDPSCI, TBDPSO)\\/>:

(0] imidazol (@)

CgH O DCM, ta., 12h CeH O
o (+)-3 67% 8 (x)-6

Esquema 16. Reaccion de proteccion de (+)-3 con TBDPS.

Se intentd entonces la metilenaciéon del derivado con las condiciones descritas

anteriormente:

TBDPSO 1. LIHDMS, TFA-TFE TBDPSO
o THF,0°Cata., 1h
J\/>: -corona-6, K,CO ©
CgH1 (@] 2. PFA, 18-corona-6, K,CO3 0

7 Tolueno, 80 °C, 2hy 100°C, 2 h CgH
(=6 ’ T (@7

Esquema 17. Intento de metilenacion de la lactona protegida con TBDPS.

No obstante, como se muestra en el Esquema 17, no se obtuvo el producto. Se
realizaron diferentes intentos cambiando tanto la temperatura de adicién de la base,
como el tratamiento posterior a la reaccidon (workup) por unos lavados neutros que no

comprometieran la estabilidad del TBDPS.

Tabla 4. Condiciones de reaccion y workup probadas en la metilenacion de (+)-6.

Temperatura de adicion de la base Workup Resultado
0°C Acuoso No reacciona
-78°C Acido No reacciona
-78°C Acuoso No reacciona

Pero tal y como se aparece en la Tabla 4, no se consiguio aislar el producto ni detectar

su presencia por resonancia magnética de protén (RMN).

En un Ultimo intento por comprender la problematica de la metilenacion, se decidid
estudiar la capacidad de enolizacién del intermedio (+)-6, ya que se trata del primer paso
de la reaccion. Para ello, se tratd la lactona con LIHDMS a 0 °C en THF y tras una hora de
agitaciéon a t.a. se afiadio agua deuterada (D,0) al medio de reaccién, tal y como muestra

el Esquema 18.

D
TBDPSO 1. LIHDMS TBDPSO
o) THF, 0° Clhasta ta o
CgH{,”~ © 2.D,0
(+)-6 ta.ih CgHy7 +-D-6
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Esquema 18. Intento de introduccion de un dtomo de deuterio en la posicion a.

En el caso de producirse la enolizacion, la adicion de D,0 al medio incorporaria un &tomo
de deuterio en la posicidon a. Como la incorporacion de los atomos de deuterio no se
observan en el RMN de H, esta modificacién provocaria la desaparicion de la sefial del
protdn sustituido y un cambio en la forma de la sefial del protdn remanente, que ya no
acoplaria con el deuterio.

Lamentablemente los espectros de RMN obtenidos tras las diferentes pruebas no
fueron concluyentes y no se pudo determinar si la enolizacién se habia producido. En
todo caso queda claro que, de estar ocurriendo, el rendimiento seria tan bajo que el
producto no resulta detectable por RMN.

Se desconoce si los motivos por los que la lactona no enoliza aunque probablemente
sean estéricos debido a la rigidez del sistema y al gran volumen del TBDPS.

Viendo que la estrategia planteada inicialmente no estaba dando resultados se decidid
cambiar la ruta original e intentar la sintesis a partir del dialcohol (1)-4. Para ello se debia
proteger los grupos hidroxilos y se intentaria metilenar la posicidn contigua al éster
carboxilico, tal y como se muestra en el analisis retrosintético del Esquema 19:

X

O p— CgHy7 CO,Et — )\_/
C8H17

CeHi” 9 (1)-UB011 OH (4)-7 //’—(C)Ostt
i_

pY% OH
O
: )\/O : CSH17/H/\COZEt

CeHi7  “—CO,Et OH
(+)-9 (+)-4
Esquema 19. Andlisis retrosintético alternativo propuesto para la obtencion del (+)-
UBO011 a partir del diol protegido.

La molécula objetivo se podria obtener tras la ciclacién del alqueno (+)-7 en medio
basico suave como se ha hecho anteriormente con su analogo sin doble enlace. Existen
dos posibles ciclaciones que darian un anillo de 5 miembros, pero la que genera el
compuesto (+)-UB011 estd favorecida cinéticamente segun las reglas de Baldwin frente
a la ciclacién 5-endo-trig que generaria el compuesto (t)-7b (Esquema 20).

& HO,
OMe 5-exo-trig O
CgHq7 CO) CgH¢7 o
OH (£)-7 (+)-UB010

Esquema 20. Posibles ciclaciones del diol (+)-7 y los productos que de ellas se derivarian.
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El 1,2-diol (+)-7 se podria obtener por desproteccion del aceténido del compuesto (+)-8
y a su vez, este alqueno provendria de una reaccién de metilenacién del compuesto (t)-
9 aplicando la metodologia antes descrita.

Por ultimo, el acetal (+)-9 seria preparado por condensacion del diol (+)-4 y la acetona,
guedando asi los grupos hidroxilos protegidos.

En sentido sintético, el primer paso fue la proteccion del intermedio (1)-4 en forma de
acetal. Para ello se utilizd 2,2-dimetoxipropano como equivalente sintético de la acetona
y acido p-toluensulfénico (pTsOH) como catalizador.

A pesar de que el disolvente mdas empleado en la bibliografia para este tipo de
reacciones es la N,N-dimetilformamida (DMF)Y’#175, en nuestro caso la presencia del
disolvente dificultaba significativamente la purificacién del crudo, por lo que decidimos
probar con DCM obteniendo un resultado considerablemente mejor (Esquema 21).

pTsOH, 0 o
-di H O O
C8H17/H/\002Et 2,2-dimetoxietano )\/ . )\/
DCM, t.a, 12 h
o 65% CeHiz  “—Co,Et  CsMiz “—co,Me
e ()-9 (+)-9b
3:1

Esquema 21. Proteccion del diol con 2,2-dimetoxietano.

Como era de esperar y tal como se muestra en el Esquema 21, también se obtuvo el
producto de transesterificacion (+)-9b, debido a la presencia de metanol en el medio
generado en la reaccién de acetalizacién. A efectos prdacticos trabajar con el éster
metilico o etilico no suponia ninguna diferencia, por lo que se procedié a continuar con
la mezcla obtenida.

Se decidié emplear la metodologia ya descrita anteriormente con LiHDMS, TFA-TFE
como activador de la posicién a y paraformaldehido. Como se muestra en Esquema 22
por desgracia no se obtuvo el producto deseado.

X 1. LIHDMS, TFA-TFE
3\/0 THF,0°C ata. 1h HOY\wCOZEt
",/ 2. PFA, 18-corona-6, K,CO4
CgH17 —CO.Et  Tolueno, 80°C, 2 hy 100 °C, 2 h Cethi7
(*)-9 29%” (x)-9¢

Esquema 22. Intento de metilenacion del acetal (+)-9. *Rendimiento calculado por RMN.

Del crudo obtenido se aislé6 como compuesto mayoritario un éster a,B-insaturado. El
RMN permitid la determinacién de la estructura del compuesto como la
correspondiente al subproducto (+)-9¢, aunque la gran complejidad del crudo de
reaccién no permitio la elucidacion segura de la estereoquimica relativa del doble enlace.

La explicacién mas probable de la formacion de este compuesto es una B-eliminacion

inducida por la desprotonacién del hidrégeno contiguo al grupo carbonilo, tal y como se
describe en el mecanismo propuesto en el Esquema 23
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0] 9 %‘ COLE _O\‘/\\,VCOQEJ[ H* HowcogEt

s ¢ — O~ —
8117 ‘/_COZEt \K\'f C8H17 +H* CsH17
CgHy7

H
B (9 (x)-9¢

Esquema 23. Propuesta mecanistica de la formacion del subproducto (+)-9c.

La eliminacién intramolecular del grupo acetal estaria doblemente favorecida por la
formacién de un compuesto carbonilico a,B-insaturado, y la liberacidn al medio de una
molécula de acetona.

La formacion de este compuesto, aunque indeseada, seria una prueba directa de la
enolizacion del acetal en la posicién deseada. Con el fin de evitar la eliminacion se
decidid probar a adicionar la base a baja temperatura para intentar retrasar su cinética
frente a la reaccidn del enolato con el TFA-TFE. Asimismo, para no ver comprometida la
integridad del grupo funcional tras la reaccion, se optd por cambiar el workup,
sustituyendo los lavados con una disolucién saturada de NH4Cl por lavados con agua
desionizada. Los resultados se resumen en la Tabla 5:

Tabla 5. Condiciones de reaccion y workup probadas en la metilenacion de (+)-6.

Temperatura de adicion de la base Workup Resultado
0°C Acuoso Se obtiene (%)-9c
-78 °C Acido Sin producto
-78°C Acuoso Sin producto

Desafortunadamente en ningun caso se observo la formacion del compuesto
metilenado deseado (+)-8.

Tras varios intentos de obtener el compuesto (+)-UB011 con la aproximacioén sintética
inicial, se planted un analisis retrosintético alternativo que aparece en el Esquema 24:

HO PN CO,Me
o} — O —— GCgHy77 o )\/Br
CeHi” © CeHi” ©

(+)-UBO11 ghi7 (+)-10

Esquema 24. Nuevo andlisis retrosintético de (+)-UB011.

Esta nueva ruta permitiria obtener el producto en tan solo 2 etapas. La ultima de ellas
seria la oxidacién de la posicion B de la lactona (+)-10 que ya contiene un doble enlace.
Esto supone un gran cambio respecto a las rutas planteadas originalmente donde el
metileno exociclico es el ultimo grupo en introducirse, pero es precisamente la
presencia de ese doble enlace el que permitiria la oxidacion alilica del ciclo de 5 con
didxido de selenio.
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Por otro lado, la lactona (+)-10 se podria obtener a partir del nonanal y el 2-
(bromometil)acrilato de metilo en una reaccién de tipo Barbier mediante el uso de algun
metal que permitiese formar un compuesto organometalico compatible con un éster
metilico.

Este objetivo se consiguié mediante una metodologia descrita en 2011 por Lin,*’® donde
se emplea SnCl; y Kl catalitico para la condensacién de los materiales de partida en
medio acuoso:

Cly,
PN COQMG SnK|2
oS0+ L p
6h
7% Catti7 (+)-10

Esquema 25. Reaccion de Barbier del nonanal con 2-(bromometil)acrilato empleando
SHC/z.

El mecanismo de las reacciones de Barbier no esta completamente determinado. El
hecho de que la reaccion se pueda dar en un medio acuoso sugiere la presencia de una
especie menos reactiva que un compuesto organometalico clasico y, dado que los
primeros compuestos en utilizarse fueron metales puros, se postuld que la adicion del
haluro de alquilo al aldehido ocurria tras la formaciéon de un anién radicalario con la
superficie del metal.

Mas tarde se descubrié que este tipo de reacciones se podian llevar a cabo también con
haluros metdlicos, lo que sugiere la formacion de algun tipo de intermedio
organometalico.'”’

Hoy en dia se acepta que el mecanismo de la reaccion depende de la naturaleza del
metal empleado y de los materiales de partida, pero en cualquier caso, el uso del SnCl;
nos permitio la obtencion de la lactona deseada con un buen rendimiento.

La siguiente etapa fue la oxidacién alilica de la lactona para introducir un el grupo
hidroxilo. Para ello se usé SeO, como agente oxidante a reflujo en THF’8 (Esquema 26):

HO,, HO
O 8602 O + O
THF, reflujo, 5 h
CeHy7 © (+)-10 26% CeH” O (+)-UB010 CeHy” © (+)-UBO11

8:2
Esquema 26. Oxidacion de (+)-10 a reflujo de THF con didxido de selenio.

En la reaccion se obtuvo el alcohol deseado en forma de una mezcla 8:2 de los isémeros
trans y cis. La formacion predominante del isbmero trans podria tener su origen el
mecanismo de la reaccion que se muestra en el Esquema 27:
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HO

\

H. Se _
O:/‘(')u O.. H+ HO,,
— 0 = — 0
o) H o
CgH47 CgH47 (x)-UB010

CeHy” ©
Esquema 27. Mecanismo de la oxidacion alilica de la lactona.

Tras adicion del SeO; al metileno exociclico, el oxigeno del selenio debe atacar al doble
enlace para la formacion de un selenoéter. Es probable que el impedimento estérico
asociado al volumen de la cadena carbonada lateral pueda favorecer que la formacién
del nuevo enlace ocurra preferentemente por la cara opuesta, obteniendo
mayoritariamente el isémero trans.'’®

En un intento de mejorar el rendimiento de la reaccién se decidié probar a cambiar el
THF por dioxano o mezclas de dioxano y agua, tal como Ghosh y su equipo describieron
en un andlisis de las oxidaciones con diéxido de selenio. No obstante, cuando se realizé
la reaccidn solo con dioxano el rendimiento cayd hasta un 15%, y la mezcla de
dioxano/H;0 (5:1) no permitiod la obtencion del producto.

Por otra parte se ha sugerido que el rendimiento mejora cuando la oxidacidn se lleva a
cabo asistida por microondas (MW). El primer intento que llevamos a cabo se realizé
con THF, por ser el disolvente que mejor resultado habia dado empleando la
metodologia clasica.

560, HO,, . HO
G O THF, MW, 90 °C, G 0O O
CgHi7 (+)-10 1% CgHi7 (+)-UB010 CeHy” © (+)-UB011

7:3
Esquema 28. Reaccion de hidroxilacion de la lactona en THF asistida por microondas.

Se consiguid llegar a un 41% de rendimiento, superior al 26% de la reaccién térmica, sin
cambio notable en la estereoselectividad en la reaccion.

El buen resultado obtenido empleando microondas nos llevd de nuevo a intentar
cambiar el disolvente de la reaccidn para emplear temperaturas de reaccion superiores,
pues el THF nos limitaba a 90 °C en el reactor empleado.

Los resultados se muestran en la Tabla 6:
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Tabla 6. Rendimientos obtenidos para las diferentes condiciones en la reaccion de
oxidacion asistida por MW.

Disolvente Temperatura (°C) Rendimiento™ (%)
THF 0 43
THF/H,0 90 0
Dioxano 60" 10
Dioxano/H,0 90 0

“El reactor de microondas no permitié superar los 60 °C con dioxano. **Rendimiento calculado sobre la mezcla de
isdmeros.

El mejor resultado fue finalmente con THF. El uso del dioxano como disolvente
disminuye considerablemente el rendimiento de la reaccién y la adicion de agua en
cualquier caso impide la obtencion del producto.

3.1.3 Intentos de separacion de los isomeros

Aungue la nueva ruta sintética permitié la obtencién de los derivados (+)-UB010 y ()-
UBO011 simultaneamente, siempre se obtuvieron mezclas en proporcién variable de los
isdmeros. Con el fin de estudiar la actividad biolégica de los compuestos convendria
disponer de muestras puras de cada uno de ellos por lo que se intenté separar los
isdbmeros.

Se realizaron diferentes intentos cromatograficos, o bien en columna o bien en
cromatografia de capa fina preparativa. En ninguno de ellos en diferentes condiciones
se consiguio la obtencidn de una muestra pura.

Decidimos entonces derivatizar el grupo hidroxilo con la esperanza de que los derivados

permitieran la separacion de los isobmeros cis y trans. La primera reaccion que se intentd
fue la acetilacién de la mezcla con cloruro de acetilo y piridina en DCM:

o, (@)
Piridina \f]/ ’ 0 \ﬂ/ 0
—#— O + O o
CgH1 DOM.ta.  CgHy7 © CgHi7

)-UB010 +) UBO11 (+)-Ac-UB010 (+)-Ac-UBO011
Proporcion variable

Esquema 29. Intento de acetilacion de la mezcla de alcoholes.

Pero, tal y como se muestra en el Esquema 29, no se obtuvo el producto deseado.

Se intentd entonces la formacién de un éter con 2-cloroacetato de isopropilo (iPr) y TEA
en DCM (Esquema 30):
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O|Pr OlPr

+
CBH‘]/& CSH17 C|\)k /|Pr DCMta 'e)

+)-UB010 +)-UBO11 CgHi7 CgHi” ©
Proporcion varlable +)-Pr-UB010 +)-iPr-UB011
Esquema 30. Intento de reaccidon con 2-cloroacetato de /sopropllo.

Pero de nuevo no se observd la formacidon de producto ni en el crudo ni tras la
separacion de la mezcla de reaccidn por cromatografia de columna. Ademas, en ambas
reacciones se confirmo la pérdida del doble enlace exociclico por la desaparicion de las
sefiales en el espectro de RMN.

Ante la sospecha de las condiciones de reaccién estaban comprometiendo la estabilidad
del doble enlace se modificé la estrategia. Se decididé oxidar el alcohol para luego
intentar una reduccion estereoselectiva que permitiera obtener los isémeros puros.

Para la oxidacion del alcohol se decidié emplear un agente oxidante que funcionara en
condiciones anhidras para evitar reacciones secundarias como la isomerizacién o
hidratacion del alqueno. Se opté usar clorocromato de piridinio (PCC), por ser un agente
oxidante suave, en DCM en presencia de acetato sédico (NaOAc).

HO,, HO PCC, @)
: NaOAc
o . o o __, . o)
CgH17 o CgHi7 DC'YI,ht-a-, CgHy7
(x)-UB010 (x)-UB011 (1)-11

Proporcion variable
Esquema 31. Intento de oxidacion de la mezcla de alcoholes con PCC.

Tras una hora de reaccion se pudo comprobar la desaparicidon del material de partida
por cromatografia de capa fina (TLC), pero tras la extraccion de la mezcla de reaccién no
se pudo detectar el producto.

Ante la posibilidad de que el compuesto (+)-11 no fuera lo suficientemente estable, se
intentd realizar una oxidacién y la reduccién posterior con NaBHa sin extraer la cetona
intermedia. Con este experimento no se esperaba obtener uno de los isémeros puros,
sino comprobar si la reaccion funcionaba, para mas tarde adaptarla a una versién
estereoselectiva.

1. PCC,
NaOAc
2. NaBH4

CSH1 1. Dc‘il\ﬂl ta, CSH1 C8H1
)-UB010 )-UBO11 2. MeOH, t.a. +)-UB010 +)-UB011

30 minutos
Proporcion varlable

Esquema 32. Intento de oxidacion y reduccion sin aislar la cetona intermedia.
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Después de varios intentos (Esquema 32) no se consiguid recuperar ni el material de
partida ni se pudo comprobar la formacidn de la lactona oxidada.

A la vista de los resultados se decidio realizar unas pruebas farmacoldgicas preliminares
con la mezcla 8:2 de los derivados (+)-UB010/(+)-UB011 por diferentes motivos:

El principal era que se desconocia si los nuevos derivados presentarian una actividad
farmacoldgica interesante. Probarlo sobre la mezcla de que disponiamos resultaria
indicativo. Si el resultado fuera negativo no tendria interés dedicar mas tiempo a una
separacion tediosa de isémeros, que podian resultar no ser activos. Por otra parte, la
obtencién de los derivados (+)-UB010 y (+)-UB011 requeria tiempo y la poca cantidad
disponible limitaba la realizacion de las pruebas de derivatizacién. Ademas, la
inestabilidad del doble enlace exociclico impedia la recuperacién de los derivados tras
los sucesivos intentos de funcionalizacion.
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3.2 Obtencion de derivados hidroxilados en anillo de lactama

3.2.1 Antecedentes bibliogrdficos

Los anillos de y-butirolactamas estan presentes en multiples compuestos de origen
natural y sintético que muestran un amplio rango de diferentes actividades
biologicas.'8182 |3 estructura privilegiada de estos compuestos, con hasta cuatro
puntos de funcionalizacidn diferentes (Figura 32), los convierte en ciclos con un gran
potencial en el ambito de la quimica médica.

3
Figura 32. Esqueleto de un anillo de lactama donde se muestra la posible
funcionalizacion en cuatro puntos distintos.

Atendiendo a los requisitos estructurales de los compuestos con capacidad inhibitoria
de la FAS, tratados con detalle en la introduccion, la sustitucion en la posicién a, By y
estdn relativamente limitadas. No obstante, la presencia de un dtomo de nitrégeno en
la estructura nos permite disponer de un punto extra de funcionalizacién.

En el caso particular de la inhibicién de la FAS y la exploracion de nuevos derivados con
propiedades antitumorales basados en el (+)-UB006, el atomo de nitrégeno nos dispone
de 3 principales opciones a explorar.

e El estudio de la actividad de un derivado hidroxilado de la lactama sin
sustituyentes sobre el nitrégeno y el analisis de los efectos de la presencia de
este farmacdéforo en la actividad de los compuestos.

e La introduccién de diferentes grupos funcionales sobre el nitrégeno de la
lactama y el estudio de sus efectos en las potenciales propiedades
farmacoldgicas.

e El anclaje del compuesto a soportes poliméricos, grupos fluorescentes,
marcadores, facilitadores de paso de membrana, etc...

En esta parte de la tesis, nos hemos centrado principalmente en la sintesis de lactamas

derivadas del (+)-UB006 con diferentes sustituyentes sobre el nitrégeno con el fin de
estudiar sus propiedades citotdxicas.
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3.2.2 Sintesis

3.2.2.1 Obtencion del (+)-UB013

Durante el desarrollo de su Trabajo de Final de Master Marta Font Felip sintetizd con
éxito el primer derivado de tipo lactama del (x)-UB006, mostrado en la Figura 33.

/<o (+)-UB012

Ph
Figura 33. Estructura del derivado (+)-UB012 preparado por M. Font.

Su actividad citotdxica frente a diferentes lineas celulares fue estudiada por el Dr. Santos
durante el desarrollo de su tesis, encontrando que el ICso para la inhibicion del
crecimiento celular en OVCAR-3 era de 11,9 uM y demostrando asi que las lactamas
podian ser buenos inhibidores de la FAS.183

Basandonos en estos resultados, nuestro primer objetivo de tipo lactama fue la sintesis
de la N-(3-hidroxi-4-metilen-2-octil-5-oxopirrolidin-1-il)benzamida, de ahora en
adelante (+)-UB013 (Figura 34).

CgH17 0

Figura 34. Estructura del (+)-UB013.

Se trata de un compuesto similar al (£)-UB012 donde el -OH se encuentra directamente
unido al ciclo y que contiene un sustituyente aromatico sobre el atomo de nitrégeno. En
este caso, decidimos sustituir el grupo benzoilo por un derivado formal de hidracina,
con la esperanza de que al aumentar la electronegatividad del sustituyente se
incrementara la electrofilia del doble enlace, haciendo de este derivado un inhibidor
enzimatico mas potente.
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Para su obtencién se propuso el siguiente analisis retrosintético (Esquema 33):

HE — HE — CgH17 [T]HOMe
Ph Ph HN_ _Ph
I Y
O  (+)-UB013 O ()12 O (+)13
O.__Ph
N~ ,NH2 P
— j * BrYkOMe — N * o CgHyy” ™
CgH17
14

Esquema 33. Andlisis retrosintético inicial del (+)-UB013.

En la sintesis nos basariamos en la experiencia previa en la preparacidon de los
compuestos (1)-UB010 y (+)-UB011 donde la oxidacion de la lactama (1)-12 se
conseguiria con Se0;. A su vez, esta lactama intermedia se podria obtener por ciclacién
del compuesto (+)-13 en medio basico. El alqueno ()-13 se podria preparar mediante la
condensacién de la imina 14 y el 2-(bromometil)acrilato de metilo en una reaccidén de
tipo Barbier. Por ultimo, la obtencion de la imina se intentaria por una reaccion entre el
nonanal y la benzohidrazida.

Comenzando con la ruta sintética, el primer compuesto obtenido fue la imina 14
mediante la condensacion del nonanal purificado con N-benzoilhidrazina, como se
muestra en el Esquema 34:

0] Ph
0 Y
NH PN N’NH
P 2 + BN
H Cshr™ "0 omta, t6h J
92% CSH17
14

Esquema 34. Reaccion de formacion de la imina.

Las condiciones empleadas permitieron la obtencién de la molécula con buen
rendimiento y una pureza lo suficientemente elevada como para continuar con la
sintesis sin necesidad de purificacion.

El siguiente paso fue la reaccion de Barbier entre la imina y el bromoacrilato. En el
primer intento se utilizd estafio metalico a reflujo en etanol,®* pero tal y como se
muestra en el Esquema 35, no se consiguio el producto esperado.
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/N Sn OM

N —#——= CgH” ONHC

J EtOH, reflujo, HN Ph
C8H17 2h

g
14 o

Esquema 35. Intento de reaccion de Barbier con estafio.

Se realizaron también varios intentos con Zn metalico, mas reactivo que el estafio,
también sin éxito. Decidimos entonces probar la metodologia one-pot descrita por Xuy
col.'8> en la obtencidn de la molécula (+)-12 a partir del reflujo en etanol de una mezcla
nonanal, benzohidrazida y 2-(bromometil)acrilato de metilo (Esquema 36).

0 0 . .l Iio
_NH, . P . n 817 N
H CgHi7” O Br OMe  EtoH, reflujo, HN
6h W/Ph

82%

Esquema 36. Reaccion one-pot de formacion de la lactama (+)-12.

Como puede verse la lactama se obtuvo con un excelente rendimiento en un solo paso
sin necesidad de aislar el intermedio abierto (+)-13. Es posible que la mayor nucleofilia
del nitrégeno favorezca la formacién de la lactama en el medio de reaccién.

Por otro lado, resulta sorprendente que la reaccién one-pot diera tan buen resultado
mientras que los intentos de condensacidn de la imina aislada con el bromacrilato no.
Una posible explicacion para este hecho seria el secuestro del metal por su coordinacion
con la imina, que impediria la formacion del compuesto organometalico con el 2-
(bromometil)acrilato de metilo.

En el caso de llevar a cabo la reaccién de manera simultdnea, el organometalico se va
generando paralelamente a la formacidn de la imina, por lo que ya no hay estafo libre
susceptible de coordinacidn. En cualquier caso, la reaccién permitid la obtencion de la
lactama requerida para la continuacidn de la ruta sintética.

El siguiente paso fue la oxidacion del ciclo con SeO; asistida por microondas, con la
metodologia usada en apartados anteriores (Esquema 37).

CSH17 0 Se0, CgH17 O C8H17 O

N U N + N
THF, 90 °C,
HNW/Ph oh HN>]/Ph HN>]/Ph
45%
O (412 O  (+)-UB013 O ¢is-(+)-UB013

9:1
Esquema 37. Oxidacion alilica de la a-metileno-y-butirolactona.

63



Se consiguid obtener el compuesto deseado como una mezcla de los isdmeros cis y trans
en una proporcion 9:1 tal y como ocurrié con los derivados lactdnicos. La separacién
mediante cromatografia en columna sobre gel de silice también resulté infructuosa en
este caso.

De nuevo, decidimos realizar las pruebas farmacolégicas con una mezcla de los isémeros,

en este caso de proporcién 9:1 en (%)-UB013/cis-(+)-UB013 y abordar la separacion si la
actividad de la mezcla fuera prometedora.
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3.2.2.2 Obtencion del UB015

El siguiente objetivo fue la 4-hidroxi-1-metil-3-metileno-5-octilpirrolidin-2-ona, UB015
de ahora en adelante, cuya estructura se encuentra representada en la Figura 35.

HM
CgH17 0

N
Me UBO015
Figura 35. Estructura del derivado UBO15.

Desde el punto de vista estructural, nos encontramos con una estructura que recuerda
(£)-UB0O06 pero con un ciclo de lactama.

El grupo metilo fue seleccionado por ser la cadena carbonada menos voluminosa,
permitiendo lograr una molécula estructuralmente similar a su equivalente no sustituida
sobre el nitrégeno, sin enfrentar los desafios sintéticos que supondria la presencia de
un grupo N-H en la estructura.

En el caso de que el estudio farmacoldgico de este derivado fuera favorable, se podria
abrir una nueva linea en el proyecto para la obtencién de derivados de C75 y (+)-UB006
de tipo lactama no N-sustituidos.

Con estas consideraciones en mente se planted la obtencidn del nuevo derivado, segin
el Esquema 38:

CgHq7 0o CgH17 o CgH17 0

N N N
Me UBO15 Me (4)-15 H (216
CgH17 O CgHy Q o
: o : < 8
H2N/\)j\f — >(S‘N/\/7[k’¢o — CgH17/\N j< + Br/ﬁﬁj\OEt
(x)-17 OMe (+)-18 OMe 19

0
== CgHyy” YO + HzN’S\K

Esquema 38. Esquema retrosintético de la obtencion del UB015.

El producto deseado derivaria de la oxidacién de la lactama (1)-15 con SeO, como en
casos anteriores. El paso clave para la obtencion de la lactama seria una reaccion de
Barbier entre el 2-(bromometil)acrilato y la imina N-sustituida 19 empleando el metal
adecuado. La presencia de un grupo tert-butilo (tBu) sobre un azufre quiral supondria la
posibilidad de la obtencidn estereoselectiva del compuesto. La imina 19 podria
prepararse mediante la condensacién del nonanal con la tert-butil sulfinamida.
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La ruta sintética se inicié con la condensacién entre la (R)-2-metilbutanosulfinimida y
nonanal en presencia de CuSO4, 18 como se recoge en el Esquema 39. El compuesto 19
se obtuvo en un 92% de rendimiento, obteniendo exclusivamente el isémero (-) de la
imina.

9 CuSO 9
P 4 A /S~ ,
C8H17 \O + HZN/S':,K DCM. ta CBH17 N t-Bu
16 (9)-19

95%
Esquema 39. Obtencion del intermedio quiral (-)-19.

El siguiente paso fue la reaccién de Barbier entre el (—)-19 y el 2-(bromometil)acrilato de
etilo. Se llevé a cabo con indio metdlico en una disolucién acuosa saturada de NaBr*’
(Esquema 40).

o o Et0,C CgH17
o~ _S. , In W J<
CBH17 N t-Bu + Br/\H)J\OEt —— HN

NaBr aq., AS
(--19

ta., 24 h A .
68% o ()18

Esquema 40. Obtencion del alqueno (-)-18.

La reaccidon permitié la obtencién del alqueno (—)-18 con buen rendimiento y solo se
observo la presencia de un estereoisémero por lo que la reaccidn transcurre con muy
buena estereoselectividad. Pese a los intentos, no fue posible determinar Ia
estereoquimica relativa de los dos centros quirales, pero muy probablemente se trate
del producto de adiciéon —, — segun los precedentes bibliograficos de este tipo de
adiciones.®’

La desproteccidn del nitrégeno se llevé a cabo con éxito mediante el tratamiento de la

N-tert-butilsulfinimida con acido clorhidrico en metanol. Ademas, tal y como se describe
en el Esquema 41, el intermedio lineal cicld in situ, aislandose exclusivamente la lactama.

EtOZC\H/YCBHW
HCI
HN )< 0

Aﬁ Dioxang, ta., CSH17“~. H
2
o ()18 59% (+)-16

Esquema 41. Obtencion de la lactama (+)-16.

Considerando que el material de partida era enantioméricamente puro y que la
desproteccidn del nitrégeno y posterior ciclacion deben ocurrir con retencién de la
configuracion, es altamente probable que se tratara exclusivamente de un unico
isdmero de la lactama. La determinacién de la rotacién especifica de una disolucién del
compuesto permitié comprobar que se trataba de la molécula (+)-16.
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A continuacidn, se procedid a la metilacién del nitrogeno con CHsl y NaH como base en
THF (Esquema 42) con un excelente rendimiento. El motivo de metilar la lactama era
proteger el nitrégeno de las condiciones de oxidacion de la ultima etapa.

1. NaH
0 2. CHgl 0
"N “THF, ta,
CeHi7 H THE’rt{a" CgHi7 N
(+)-16 82% Me (-)-15

Esquema 42. Metilacion del nitrégeno con yoduro de metilo en medio bdsico.

El andlisis de la rotacion especifica de una disolucion del compuesto permitié determinar
que se trataba de la lactama (-)-15 y, aunque su configuracién absoluta no ha sido
confirmada, suponemos la reaccién transcurre con retencién de la configuracion y que
el producto se trata del isomero R.

El dltimo paso de la sintesis fue la reaccion de oxidacién con SeO, asistida por
microondas. Se aisld el producto final con un rendimiento discreto del 28% (Esquema
43), suficiente para la obtencién de cantidades necesarias para los estudios
farmacoldgicos que se querian realizar.

HO
O SGOZ O
CeHy7™ NI\/I B CgHi7™ NMe
(-)-15 ¢ 28% UBO15

Esquema 43. Oxidacion de la lactama (—)-15 con SeO; asistida por microondas.

Cabe destacar que en este caso solo se obtuvo uno de los estereocisdmeros. Atendiendo
al mecanismo de la reaccién, donde el SeO; oxida preferentemente por el lado menos
impedido del anillo, podemos suponer que se trata del isémero trans. No obstante, la
estereoquimica relativa de los dos sustituyentes no ha podido ser confirmada por RMN.

Se decidio realizar los ensayos biolégicos empleando el UBO15.
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3.3 Estudio de la actividad antitumoral de los nuevos derivados.

3.3.1 Resultados previos

Durante la tesis del Dr. Makowski, se estudid el efecto inhibidor de los nuevos
compuestos en la accién enzimatica de la FAS con extractos proteicos. A pesar de que el
(£)-UB006 reporté un valor de ICso ligeramente superior al del C75, el estudio de la
actividad del compuesto con diferentes lineas celulares demostré que su citotoxicidad
frente a las células OVCAR-3, de cdncer de ovario, era 20 veces superior al del C75.

Una manera de determinar la inhibicién del crecimiento celular es el ensayo de MTT. En
este experimento, una solucién de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-
difeniltetrazolio (MTT) se afiade a las células cultivadas en una placa. Las células viables
reducen el MTT a formazan (Figura 36), un producto de color morado cuya absorbancia
se puede medir en un lector de placas y se utiliza para estimar el nimero de células vivas.
Cuanto mayor sea la inhibicién del crecimiento celular tras incubar las células con los
nuevos compuestos, menor serd la cantidad de formazan producido durante el ensayo,
y, por tanto, menor sera la absorbancia medida.

Para evaluar la actividad farmacolégica de las nuevas moléculas, se realiza una
comparacion entre las células tratadas con los compuestos y un grupo de control sin
inhibidor. Esto permite obtener valores de ICso, que permiten estimar la potencia de los
compuestos.
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Figura 36. Ensayo de viabilidad celular con MTT.
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En vista de este precedente, donde la inhibicidon enzimatica de la FAS no se correspondia
directamente con el caracter citotoxico de los compuestos, se decidié probar la eficacia
de los sustratos directamente sobre la linea celular OVCAR-3.

Como criterio para la continuacion del proyecto de derivados hidroxilados del C75 se
establecid superar la actividad antitumoral del (+)-UB006. Si se lograra una mejor
actividad, se trataria de aislar los isdmeros de los compuestos, de lo contrario, se daria
prioridad a otros proyectos.

3.3.2 Estudio de los derivados UB009, (+)-UB010 y (+)-UB011

El primer estudio se realizé con el derivado del (+)-UB006 cuyo grupo hidroxilo esta
unido directamente al ciclo de la lactona. Merece la pena recordar que no se consiguio
separar la mezcla de isémeros cis y trans, por lo que los resultados de los resultados
bioldgicos se refieren a una mezcla 8:2 de los compuestos (+)-UB010 y (+)-UB011.

Los valores obtenidos para la viabilidad celular de las OVCAR-3 con concentraciones
crecientes de la mezcla de isdmeros se muestran en la Figura 37:

100
S
5
=)
©
(3] . =
3 IC50: 48 £ 6 UM HO, HO
8 50 o] o)
3 o} o
§ CoHi7 (+)-UB010 Cafti7 (+)-UB011
X Mezcla 8:2

0 50 100 150
Concentracion del inhibidor (uM)

Figura 37. Efecto citotoxico de la mezcla 8:2 del (+)-UB010 y (+)-UB011 frente a las
células tumorales OVCAR-3. Representacion del % de viabilidad celular resultante del
ensayo de MTT tras tres dias de incubacion con concentraciones crecientes de los
inhibidores. Cada ensayo se realizo por triplicado y el resultado se expresa como la media
+S.E.M.

Como demuestran los valores de ICso obtenidos para los derivados (+)-UB010 y (%)-
UBO011, la unién directa entre el grupo hidroxilo y el ciclo se traduce en una pérdida
considerable de la actividad citotéxica de los compuestos.

El analisis de la actividad de los derivados de C75 con cadenas hidroxiladas de diferentes
longitudes, ha permitido determinar que los mejores resultados en la inhibicién del
crecimiento en lineas celulares tumorales se dan cuando la distancia entre el alcohol y
la lactona es de un metileno (-CHz-).

Por otro lado, se tratd de evaluar la actividad antitumoral del derivado UB0Q9, que fue
generado como un subproducto durante la obtencién del (+)-UB010 y (+)-UB011 (ver
Esquema 13, pagina 49).
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Sin embargo, su actividad era tan baja que solo se pudo determinar que el valor de IC50
para la inhibicién del crecimiento en las células OVCAR-3 era mayor a 100 uM. Esto
significa que, cuando las células se trataron con esa concentracién del inhibidor, su
viabilidad no disminuyd significativamente.

3.3.3 Estudio de los derivados (1)-UB013 y UB015

El primer derivado del (+)-UB006 con estructura de lactama estudiado fue el UBO15,
donde el nitrégeno se encuentra metilado (Figura 38).

HO
(0]
“ N
CgHq7 \
8117 Me
UB015
Figura 38. Estructura del derivado UB015.

Pese a que para el ensayo se emplearon concentraciones del inhibidor entre 8 y 125 uM,
no se pudo determinar el valor del ICso de la molécula, ya que a la concentracion maxima
utilizada la viabilidad de las células no se habia visto alterada significativamente
respecto al control. Es por ello, que solo podemos afirmar que el 1Cso del UBO15 es
superior a 125 uM.

Los siguientes compuestos estudiados fueron los derivados (+)-UB013 y cis-(+)-UB013
en los que el nitrégeno se encuentra sustituido por un grupo mas electronegativo y
voluminoso en comparacion con la lactama metilada.

El ensayo se realizd con la mezcla de isémeros (+)-UB013 y cis-(+)-UB013 en una
proporcién 9:1. Los resultados valores de viabilidad celular obtenidos con las OVCAR-3
a valores crecientes de concentracién de los inhibidores se encuentran representados
en la Figura 39:
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Figura 39. Efecto citotoxico de la mezcla de isomeros (+)-UB013 y cis-(+)-UB013 frente a
las células tumorales OVCAR-3. Representacion del % de viabilidad celular resultante del
ensayo de MTT tras tres dias de incubacion con concentraciones crecientes de los
inhibidores. Cada ensayo se realizd por triplicado y el resultado se expresa como la media
+S.E.M.
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La citotoxicidad de estas moléculas, aunque inferiores a las del (+)-UB006, presentan
una mejor actividad que los derivados ()-UB010 y (+)-UB011, manifestando que los
compuestos de tipo lactama también pueden presentar actividad inhibitoria del
crecimiento celular en células tumorales.
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3.4 Discusion de los resultados biolagicos

3.4.1 Lactonas

Se ha podido determinar la actividad de los nuevos analogos del (+)-UB006 frente al
crecimiento celular de la linea tumoral OVCAR-3. Sus valores de ICso se resumen en la
Tabla 7:

Tabla 7. Valores de ICso para la inhibicion del crecimiento celular de la linea tumoral
OVCAR-3.

Derivado ICs0 (M)
(£)-UB010/(+)UB011 (8:2) 44 + 12
UB009 >100
(+)-UB013/cis-(+)-UB013 (9:1) 33+3
UB015 >125

Respecto a los derivados hidroxilados con estructura de lactona, los resultados
obtenidos con la mezcla de isémeros del (+)-UB010 y (+)-UB011 muestra una actividad
menor que el (+)-UB006 donde el alcohol esta separado de la lactona por una unidad de
carbono (Figura 40).

Ho///, Ho/l' Mezcla 8:2 HO /) o
o © 0 o) (
CgHi7 (+)-UB006 o O ©
+ CSH17 (i)'UBO1O CgH17 (i)'UBO11 C8H17 UB009
ICso: 1,2 20,4 UM ICso: 44 = 12 uM IC50 > 100 uM

Figura 40. Valores de ICso para la inhibicion del crecimiento celular en la linea tumoral
OVCAR-3 de los derivados (+)-UB006 y la mezcla de isomeros de (+)-UB010, (+)-UB011 y
UBO009.

Asimismo, el estudio de la actividad del compuesto UBO09 demuestra que la presencia
de un grupo hidroxilo es fundamental para la citotoxicidad del compuesto, y que la
modificacion de este en forma de éter se traduce en una pérdida de la actividad
bioldgica.

Aunque no existe un modelo de la interaccion de la FAS con el (+)-UB006, se han
realizado estudios de docking con el C75, los cuales muestran la importancia del grupo
acido como un elemento clave en la estructura para la actividad farmacoldgica.

Pese a que el centro activo del dominio TE de la FAS no esta bien descrito, diferentes
trabajos bioinformaticos sugieren la existencia de un bolsillo que podria alojar tanto al
palmitato como a los derivados sintéticos C75 y Orlistat.?®-1% En concreto, el articulo
de Cheng y col.'®® describe la presencia de dos regiones dentro del centro activo. La
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primera, de naturaleza hidrofdbica, aloja la cadena alifatica tanto del palmitato como
del C75.

En la segunda region, con mayor presencia de residuos hidrofilicos, se encuentran los
tres aminoacidos responsables de catalizar la reaccion: serina 2308, asparagina 2338 e
histidina 2481, siendo con esta ultima con la que el grupo acido de la molécula
interactua.

El estudio publicado por nuestro grupo demostré que la reduccién del dcido carboxilico
a alcohol aumenta la actividad citotodxica de la molécula?® por lo que la interaccion entre
la enzima y el inhibidor probablemente ocurra mediante el establecimiento de puentes
de hidrégeno con la histidina y que la presencia del carbonilo es prescindible de cara a
su actividad.

La falta de actividad antitumoral del UBO09 podria ser atribuida precisamente a su
incapacidad de establecer una interaccidn efectiva con el centro activo del dominio TE
de la FAS, ademas de tener un dificil acceso al centro activo de la enzima debido a su
tamaiio.

Por otro lado, la comparacién de los resultados obtenidos con los derivados hidroxilados
de tipo lactona demuestran que la distancia 6ptima para la inhibicidn de la enzima es de
un metileno entre el hidroxilo y el ciclo.

Comparando las estructuras del C75 y el (+)-UB006, puede apreciarse que la distancia
entre el -OH y el ciclo es mas similar en el caso de este ultimo, en comparacién con los
compuestos (+)-UB010 y (+)-UB011 (Figura 41).

0] 0]
CaHi7 (1)-UBo0s  CsHi7 (+)-UB010
Figura 41. Comparacion estructural del C75 y los derivados (+)-UB006 y (+)-UB010 donde
se destaca la similitud en la distancia entre el grupo OH y el ciclo de la lactona.

Este acortamiento en la distancia puede suponer una peor interaccién entre el alcohol
y el aminodcido que impacte negativamente en la capacidad inhibitoria de las moléculas.
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3.4.2 Lactamas

Estd descrito que muchas lactamas presentan actividad bioldgical®?** lo que nos
impulsé a sintetizar el derivado UB015, que consiste en una y-lactama N-metilada

(Figura 42).
HO
0]

CgHq7™ N

Me
UB015
Figura 42. Estructura del derivado UB015.

Debe tenerse en cuenta que se han descrito diferentes derivados de tipo pirrolidona
basados en la estructura del orlistat con actividad inhibitoria de la FAS.1%

El nitrégeno en los anillos de estos derivados no esta funcionalizado, pero la presencia
de un enlace N-H podria dificultar la obtencidn desde un punto de vista sintético. Como
solucion, se optd por metilar el nitrégeno con la idea de protegerlo con un grupo poco
voluminoso para obtener el mayor parecido estructural con una lactama no N-sustituida.

Por desgracia, los resultados obtenidos tras la incubacién de las células OVCAR-3 con el
UBO015 mostraron que el compuesto carecia de actividad citotéxica.

Por otro lado, se estudio la actividad de una mezcla de los compuestos (+)-UB013 y cis-
(£)-UB013, cuya estructura presenta una benzohidrazida (Figura 43).

CgH17 N 0O CgH17 | O
HN>]/
(0]
)

o)
N
HN
Ph 77/Ph
@)

(+)-UB013 cis-(+)-UB013
Figura 43. Estructura de los derivados (+)-UB013 y cis-(+)-UB013.

Comparado con el derivado (+)-UB012 la funcionalizacidn fuertemente electronegativa
sobre el nitrdgeno podria provocar un mayor caracter electrofilo al sistema insaturado,
facilitando la unién covalente de la molécula a la enzima.

No obstante, la mezcla de isdmeros reporté un ICso de 33 £ 3 uM para la inhibicion del
crecimiento de la linea celular OVCAR-3, siendo un valor significativamente superior al
del compuesto (+)-UB012 con un ICso de 11,9 uM.

Si comparamos los resultados con la mezcla de (+)-UB010 y (+)-UB011 podemos ver que
la actividad citotodxica de lactamas puede ser superior a la de lactonas.

Este hecho pone de manifiesto que probablemente la menor actividad de los nuevos
inhibidores respecto al (+)-UB012 son a causa del acortamiento de la distancia entre el
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grupo hidroxilo y el ciclo, y no por el cambio de sustituyente sobre el nitrégeno, que
sigue conteniendo un anillo de tipo benceno en su estructura.

Con estos resultados podemos concluir que las estructuras de tipo lactama son
potenciales candidatos a inhibidores de FAS con capacidades citotdxicas. Ademas,
parece ser que la presencia de un grupo insaturado sobre el &tomo de nitrégeno puede
tener efectos positivos sobre su actividad bioldgica. No obstante, se trata de ensayos
limitados e incipientes que necesitan mas trabajo sobre la relacidn entre la estructura 'y
la actividad de estos compuestos. Sin duda seria interesante realizar estudios de docking
con este tipo de compuestos y los centros activos de la FAS para comprobar si el anillo
aromatico puede estar favoreciendo la unidn entre el sustrato y la enzima mediante
algun tipo de interaccién hidrofébica o aromatica.
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4 Sintesis y evaluacion biolégica de nuevos
derivados de C75
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4.1 Obtencidon de derivados con azufre del C75

4.1.1 Precedentes bibliogrdficos

Existen referencias en la literatura cientifica de multiples compuestos orgdnicos con
atomos de azufre en su estructura que presentan propiedades biolégicas muy variadas
y que se han asociado con una amplia gama de efectos farmacoldgicos, incluyendo
antibidticos y antinflamatorios.196719

Entre ellos queremos destacar la tiolactomicina, ya citada en la introduccién (Figura 9),
y el derivado de tipo tiolactona del C75 (Figura 44) preparado por Xiaokui Wang y su
equipo que han demostrado poseer capacidad inhibitoria de la FAS.12%18°

HOZC/,'
@)

CeHy7 sc75

Figura 44. Estructura del SC75, descrita por Wang como un inhibidor de la FAS.

Los resultados positivos obtenidos en la inhibicion de Ia FAS con anillos de tiolactona y
la evidente similitud estructural entre el C75 y el SC75 nos impulsaron al estudio de la
actividad del SC75 como potencial inhibidor de la CPT1 vy la sintesis de dos analogos
inéditos mas de C75 con un atomo de azufre; el tioacido (+)-UB019 vy la tiolactona ()-
UBO020, cuyas estructuras se muestran en la Figura 45:

7 i i
. i .
e} o O S
0]
CeHy” S sC75 CgH17 (+)-UB019 CeH17 (+)-UB020

Figura 45. Estructuras de los nuevos posibles andlogos sulfurados del C75.

El efecto de reemplazar un atomo de oxigeno por azufre en el C75 sobre la inhibicion de
CPT1 no se habia estudiado hasta entonces. Sin duda la modificacidn estructural es
pequefiay era presumible que la actividad no difiriera mucho a la del C75, pero la mayor
lipofilia del azufre podia ayudar a la biodisponibilidad. Por otra parte, podria tratarse de
compuestos mas inestables debido a la mayor labilidad del enlace C-S en comparacién
con el enlace C-O, lo que podria reducir su toxicidad al mas facilmente
metabolizados.?00201
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4.1.2 Intento de sintesis del (+)-UB019
Nuestra andadura por la sintesis de analogos del C75 con azufre se inicié con el intento
de sintesis del (+)-UB019 por suponer una mayor simplicidad sintética respecto a los

otros analogos.

Nuestro analisis retrosintético se muestra en el Esquema 44.

0 0 0
HS/I HS/”"'- HO/“"'-
pr— o pr— o)
Ceti” @ (o)-UBo19 Coti” O (o190 Cotir” O ()20
0
pr— Meo/”/'“ pr— MeO ° pr— CO:Me +
o oM MeO,C._~ o )J\H
¢ CeH o “Ve gHi7
CaH17 (+)-21 g7 (+)-22

Esquema 44. Andlisis retrosintético del (+)-UB019.

El tiodcido deseado se podria obtener por la metilenacién de 19 con alguna de las
metodologias empleadas con anterioridad en el grupo. A su vez, dicho intermedio (+)-
19 podria prepararse mediante el intercambio del atomo de oxigeno del acido por un
azufre, empleando el reactivo de Lawesson.

La lactona (+)-20 se podria obtener de acuerdo a protocolos ya descritos a partir de la
hidrélisis del éster metilico (+)-21, y este a su vez, se podria preparar mediante la
reduccion vy ciclaciéon in situ de la cetona (+)-22. Finalmente, el intermedio (1)-22 se
aislaria tras la condensacion del nonanal con el maleato de dimetilo, ambos disponibles
comercialmente.

Debe tenerse en cuenta que en nuestro grupo se habia optimizado previamente la
sintesis del acido (%)-20, ya que se trata de un intermedio comun en la sintesis del C75
y del (+)-UB0O06. Por lo tanto, para su sintesis se siguié la metodologia descrita por el Dr.
Makowski en su tesis doctoral y que se resume en el Esquema 45:
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Esquema 45. Ruta sintética para la obtencion del intermedio (+)-20.

La primera reaccidn consistid en la adicion radicalaria de nonanal al maleato de dimetilo
empleando peréxido de benzoilo ((PhCO),02) como iniciador. La cetona obtenida se
reduce empleando borohidruro de sodio y se cicla in situ mediante calentamiento a
reflujo en medio acido.

La lactonizacién conduce a una mezcla de diastereoisdmeros en proporcion variable.
Dado que nuestra experiencia previa indica que las lactonas trans presentan una mayor
actividad bioldgica, se isomerizd la mezcla empleando la base no nucledfila, el 1,8-
diazabiciclo[5.4.0]Jundec-7-eno (DBU) y se obtuvo exclusivamente el isémero deseado
por ser mas estable termodinamicamente. Esta isomerizacidn se explica por el equilibrio
entre lactona y su enolato que la base provoca.

Por ultimo, la obtencidn del acido se consigue mediante hidrdlisis del éster metilico por
agitacion en una mezcla de THF y NaOH 1M (1:1) a 70 °C.

A partir de este punto, las rutas sintéticas divergen. Para la obtencion del nuevo
derivado de C75 solo se requeririan dos pasos adicionales. El primero de ellos fue el
intercambio del atomo de oxigeno del acido carboxilico por un atomo de azufre,
empleando el reactivo de Lawesson (LR) en una reaccién asistida por microondas. Este
tipo de transformaciones estan descritas en la literatura.?%?

O 0]
s (A A

o o DCM, MW,_100 °C, o
Catli7 (+)-20 o Cathi7 (4)-19

Esquema 46. Obtencion del tiodcido ()-19.

HO
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A pesar de la complicada purificacidn del tiodcido por cromatografia de columna debido
a su alta polaridad, tal y como se ve reflejado en el Esquema 46, la metodologia descrita
por Rao y col.?%3 permite la obtencién del producto con un buen rendimiento.

El ultimo paso de la obtencién del nuevo derivado seria la metilenacién del tiodcido
mediante alguna de las metodologias previamente empleadas por el grupo. La primera
aproximacién que se realizé empleando carbonato de metilmagnesio (MMC) siguiendo
el método desarrollado por Greene.?%*

La metilenacion con esta técnica es alternativa a la mencionada en el capitulo anterior,
gue usa trifluoroacetato de 2,2,2-trifluoroetilo. Ambos procedimientos se basan en la
activacion de la posicidén a de la lactona para obtener un enolato que reaccione con un
equivalente sintético del formaldehido. En nuestro caso el reactivo MMC es el
encargado de activar el carbono afiadiendo un acido carboxilico contiguo al carbonilo
de la lactona, y el carbono del formaldehido se introduce en forma de ion iminio. La
descarboxilacion-eliminacién de este intermedio genera de manera irreversible el doble
enlace exociclico.

Mecanisticamente, la coordinacidon del ion magnesio (II) con el carbonilo facilita la
desprotonacion del hidrégeno en a de la lactona, generando un enolato estabilizado que
puede reaccionar con el carbonato de metilo presente en el medio. El intermedio
resultante elimina una molécula de metanol obteniéndose un enolato, que tras su
protonacion genera un diacido altamente reactivo como se describe en el Esquema 47:

O
J? (o) “H*+ Ho/”, mog
HO~ " =0, 07 "OMe ~—
—0 07 "OMe +H* » ‘
5 CeHi” O Mg+?

(0]
/I(I) OH /l(lj 9 o-.
- + ) 2
HO~ 2H HO™ - //Mg*
O soH* o
CgH17 CgHy7

Esquema 47. Mecanismo de la activacion de la posicion a de la lactona con MMC.

En el protocolo descrito este intermedio no se llega a aislar nunca, y su tratamiento con
la sal de iminio formada entre la N-metilanilina y el formaldehido en el medio de
reacciéon, permiten obtener el doble enlace exociclico tras una descarboxilacién-
eliminacidn de la N-metilanilina (Esquema 48).
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Esquema 48. Mecanismo de la obtencion del metileno a partir del intermedio didcido
tras la descarboxilacion-eliminacion.

No obstante, cuando se intenté la metilenacidn del tioacido (+)-19, no se consiguid
obtener el producto deseado (Esquema 49) ni recuperar el material de partida
obteniéndose un crudo complejo.

0]
/”’/,, 13})-°|\él,vﬁ')h HS/“'«

— >
o 9 2f N-mletilanilénﬁ, o o
‘ormol, t.a.,
CgH17 (+)-19 CaH17 (+)-UB019

HS

Esquema 49. Intento de metilenacion del tiodcido (+)-19 con MMLC.

Decidimos intentar entonces la metilenacion empleando TFA-TFE, dado que se lleva a
cabo a baja temperatura y en condiciones de reaccion mas suaves que en la
metilenacién con MMC.

Pero, tal y como se muestra en el Esquema 50, tampoco se consiguid aislar el derivado
(£)-UB019.

@) O
g 1. LIHDMS, TFA-TFE, g
THF,0°Cata, 1h HS

O ya
Cehi?” © (+)-19

HS

o

77
2. PFA, 18-corona-6, K,COg3,
Tolueno, 80 °C, 1 hy 100 °C, 3 h CgH47

I+

(

)-UB019
Esquema 50. Intento de metilenacion empleando TFA-TFE.

Tras comprobar que la estabilidad del tioacido no era compatible con las condiciones
de la reaccidn empleadas en las diferentes pruebas llevadas a cabo, se decidio invertir
el orden de la ruta sintética introduciendo el azufre después del doble enlace. Para ello

se intentd la introduccion del azufre al grupo acido del C75 con el reactivo de
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Lawesson, como se muestra en el

0] (0]
HO/l L. ) Hs/l L.
O  DCM, Mw, 100°C, O
CeHi” © C75 omin CeHiy” O (+)-UB019
Esquema 51.
@) O
Ho - ) Hs .

O  DCM, MW, 100 °C, @)
5 min.
CeHir” O 75 CaHyy” O (+)-UB019

Esquema 51. Intento de sulfuracion del C75.

No obstante, tampoco en este caso se consiguid aislar el producto ni determinar la
composicidn del crudo de reaccion.

En un ultimo intento decidimos proteger el doble enlace con un éter de selenio
(estrategia que ya habiamos utilizado en nuestro grupo anteriormente) y llevar a cabo
la sustitucidn del atomo de oxigeno, como se muestra en el Esquema 52.

j’ Se,Phy, j’
HO 7, NaBH4 HO L/B HS 7,
o °  Eomta O DCM, MW, 100 °C, ey PO
o 5 min.
g7 c75 78% 817 (2)-1 min 817 ()-23

Esquema 52. Intento de proteccion del doble enlace y sulfuracion del C75.

Pese a nuestros esfuerzos, tras el tratamiento final y la separacion del crudo no se
obtuvo producto ni se recuperd material de partida.

La sintesis del derivado (1)-UB019 estaba dando mds problemas de los esperados. Al
tratarse de una lactona con dos grupos funcionales delicados, las dos estrategias
intentadas se basaban en la introduccién de estos grupos en las Ultimas etapas de la
sintesis, de manera que su integridad no se viese comprometida.

Concluimos entonces que la obtencién de la cantidad necesaria del derivado (+)-UB019
para las pruebas farmacoldgicas no iba a ser posible en la presente tesis. Por tanto,
decidimos centrar nuestros esfuerzos y recursos en la obtencién de otros derivados de
azufre del C75.
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4.1.3 Intento de sintesis del (+)-UB020

El siguiente andlogo con azufre del C75 que intentamos obtener fue la tionolactona ()-
UB020. Pensamos que para su sintesis se podria partir del éster (+)-21, tal y como
propone el andlisis retrosintético inicial mostrado en el Esquema 53:

CeHi?” O (£)-21
Esquema 53. Andlisis retrosintético del (+)-UB020 partiendo del éster (+)-21 como
material de partida.

Nuestro planteamiento se basaba en la metilenacién de la tionolactona ()-24, la cual
esperabamos que fuera lo suficientemente robusta como para soportar alguna de las
metodologias de metilenacidn discutidas anteriormente.

El acido se podria obtener hidrolizando el éster metilico en unas condiciones suaves que
impidieran la apertura del ciclo. El éster, a su vez, se podria preparar mediante la
sustitucion del &tomo de oxigeno por azufre, empleando alglin compuesto descrito en
la literatura que permitiera la transformacion a partir de la lactona (+)-21, ya citada en
el apartado anterior de este mismo capitulo.

La tionacién de la lactona (+)-21 se llevé a cabo empleando la metodologia descrita por
Curphey y col.?%> donde descubrié que la combinacién de hexametildisiloxano (HMDSO)
con P4S10 permitia la obtencion de tionolactonas con mejor rendimiento que empleando
el reactivo de Lawesson incluso en presencia de grupos éster, tal y como se muestra en
el Esquema 54.

i i
P,S
L M veo
o) Acetocr;itrilr?, S
90°C, 5
CeHr?” O ()-21 75% CoHy” © (£)-25

MeO

Esquema 54. Tionacidn de la lactona (+)-21.

Las condiciones empleadas nos permitieron obtener el compuesto deseado con total
quimioselectividad, sin afectar al grupo éster exociclico.
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Se requeria entonces la hidrolisis del éster metilico para obtener el acido carboxilico.
Para ello se optd por una hidrolisis en condiciones suaves, intentando evitar la apertura
del anillo de la tionolactona, que podria ser sensible al tratamiento con bases nucleofilas.
Para ello tratamos el material de partida con LiCl, que actia aumentando la electrofilia
del carbonilo mediante la coordinacidon con el ion Li*, y EtsN como base no nucleofila?°®,
siguiendo las condiciones descritas en el Esquema 55.

O O

Meo/“"« LiCl, Et;N HO/“"«
J =5 Twewo =0
CoHi” © (a5 i CaHi” O (420
Esquema 55. Intento de hidrdlisis de la tiolactona (+)-25.

No obstante, en los sucesivos intentos de obtener el acido (%)-24, lo Unico que se
consiguid aislar fue material de partida y la lactona (+)-20, fruto de la hidrdlisis del anillo
de tionolactona.

Ante la imposibilidad de hidrolizar el éster metilico en presencia del atomo de azufre,
decidimos sintetizar un éster alilico, que puede ser eliminado en presencia de paladio
siguiendo el ciclo catalitico que se muestra en el Esquema 56:

L
1
0
\/\O R
Nu-
O
AN 7\¢Oo)kn
Pd2 |_/Pd0

hit

O R
Esquema 56. Ciclo catalitico de la eliminacion del éster alilico con paladio.

El Pd(0) es capaz de coordinarse con los electrones m del doble enlace e insertarse
liberando el anién carboxilato. El complejo m-alilico de paladio (Il) resultante reacciona
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con un nucledfilo (Nu’), siendo agua en este caso, liberandose una molécula de 2-
propenol y regenerandose el paladio metalico.

El éster alilico se consiguio por calentamiento a reflujo en un montaje de Dean-Stark del
acido (+)-20 y el 2-propenol con 4cido para-toluensulfénico (p-TsOH) como catalizador.
La introduccién del &tomo de azufre se realizd con éxito empleando P4S10 y HMDO como
ocurrié antes con la lactona (+)-21. Los resultados se recogen en el Esquema 57.

0] (0] (0]
P4S
HO/”/'“ 2-propenol \/\O/H’ HMDO \/\o/“’
) pTSOHfI o AcetoCnitriIo,
tol , jo, 90 °C, 5h
CgH17 ° (%)-20 c’uen106 Le He CeH17 © (+)-26 67% CeH17 ©

53%
Esquema 57. Obtencion del compuesto (+)-27.

Pese a los buenos resultados obtenidos en la preparacion del nuevo intermedio, cuando
se intentd desproteger el acido mediante el uso de Pd(PPhs)s, el Gnico compuesto que
se pudo aislar e identificar fue el resultante de la apertura del anillo con pirrolidina, tal
y como se refleja en el Esquema 58.

O 0]
Pd(PPhy)
\/\O/U Pirrolidina \/\O)L/,, O
o S DCM, t.a., S
3h
CgHi7 (£)-27 32% CeHir™ OH (+)-27b

Esquema 58. Intento de desproteccion del dcido (+)-27.

Tras comprobar que, de nuevo, la estabilidad de la tionolactona se veia comprometida
al someter el compuesto a condiciones minimamente nucledfilas se planted una nueva
aproximacion al derivado (+)-UB020 basada en la tionacion de un intermedio
doblemente protegido, tal y como muestra analisis retrosintético del Esquema 59.

_SePh /1(13 _SePh
PMBO™ -

CeH” O (+)-29

CeHi” © 75

Esquema 59. Andlisis retrosintético para la obtencion del (+)-UB020 a partir del C75.
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Para la obtencién del (+)-UB020 se requiere la sintesis de un intermedio de tipo
tionolactona doblemente protegido como (+)-28. Esta molécula presenta un éter de
selenio que protege al doble enlace, y un éster de p-metoxibencilo que protege al grupo
acido. Ambos grupos protectores podrian eliminarse tras una oxidacion suave para
generar el derivado (+)-UB020.

La sintesis del intermedio (+)-28 se podria llevar a cabo mediante la tionacion de la
lactona (+)-29 empleando PsSi0 y HMDO, como se ha realizado anteriormente en
sustratos similares. A su vez, la lactona (t)-29 se podria preparar en dos etapas; la
proteccion del doble enlace y la proteccion del éster con los grupos ya mencionados.

La sintesis del compuesto (+)-29 se llevd a cabo, aunque con rendimiento mediocre, tal
y como se muestra en el Esquema 60:

o 0 PMB-OH
/” SegPhgy /”/ EDC
HO™ - NaBH, HO™ - DMAP
O "EoH,ta DCM, ta.,
3h 16 h
CgH o CgH17
8117 C75 78% 33%

Esquema 60. Obtencion del intermedio (+)-29.

La proteccién del doble enlace ya ha sido descrita anteriormente, y se volvié a conseguir
empleando la mezcla Se,Ph,/NaBHa. Una vez purificado el compuesto, se llevé a cabo la
esterificacion de Steglich?®” modificada, empleando el activador de carboxilos 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y dimetilaminopiridina (DMAP) como
base.?%® La principal ventaja de este método es que permite la esterificacion suave acido,
sin comprometer la estabilidad del compuesto (+)-1 y como subproductos se obtiene un
subproducto de la urea que puede ser facilmente eliminado junto al DMAP mediante
lavados acuosos.

Cuando se abordd la tionacion de la lactona (+)-29 con la metodologia que nos habia
permitido la obtencidn de las tionolactonas (+)-27 y (+)-25 no se obtuvo el producto
deseado (Esquema 61).

o —SePh
J i
PMBO™ ™~ ©
0

o Acetg)nitriLo,
C8H17 (i)-zg 90 °C, 4

Esquema 61. Intento de tionacion de la lactona (+)-29.

De entrada pensamos que el éter de selenio interferia en la reaccién de sustitucion con
el P4S10. Para comprobarlo se protegio la lactona (+)-20 con el PMB y se intentd su
tionacidn, pero no se consiguid llevarla a cabo (Esquema 62).
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/lcl) PMB-OH

’, EDC I P4S10 I
HO™ ™ o DMAP PMBO/I"« HMDO PMBO/I”'»
0 DCM, ta., o 0 Acetgnitﬂm, o S
90 °C, 4
Cotr™ Tg20 b CeHi7 ()-30 CgH17 (+)-31

Esquema 62. Sintesis de la lactona (+)-30 e intento de su tionacion.

Llegados a este punto y debido a las dificultades encontradas en la manipulacién de sus
precursores se decidid no continuar con la sintesis del (+)-UB020 y dirigir nuestros
esfuerzos otros proyectos mas fértiles que se llevaban a cabo paralelamente.
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4.1.4 Sintesis del SC75

El derivado SC75 fue originalmente descrito por Wangy y col. en 2009 y se estudid su
actividad bioldgica como inhibidor de la FAS. 18°

A pesar de que los autores del articulo describen la obtencion del compuesto, nosotros
planteamos una metodologia alternativa que nos permitiese la obtencion del SC75
partiendo de un compuesto comun en la sintesis del C75 y el (£)-UB006, el éster metilico
(£)-21. Este intermedio comun para la preparacién de los tres derivados de C75 haria su
preparacion mas eficiente y versatil para cubrir futuras necesidades del grupo.

El andlisis retrosintético inicial se muestra en el Esquema 63.

0 0
HO/l ! M o/[ |
e ‘.
p— 0 p— 0
CeH17 (2)-32 CeHi” S (133
0 0
M o/l | M o/l I’
e £ e
p— S p— 0
Cstir” O (425 Cetir” O (421

Esquema 63. Andlisis retrosintético para la obtencion del (+)-SC75 a partir del intermedio
comun (+)-21.

El SC75 se intentaria obtener a partir de la metilenacidn de la tiolactona (+)-32, a partir
de alguna de las metodologias ya descritas anteriormente, con la esperanza de que el
compuesto fuera mas robusto que su analogo de tipo tionolactona.

El compuesto (1)-33, a su vez, se podria obtener por la isomerizacién la tionolactona (t)-
25. Existen referencias en la literatura que aseguran que la conversion se puede realizar

empleando una base de Lewis como el BFs.

Por ultimo, la sintesis de la tionolactona (+)-25 se obtendria, como ya se ha hecho
anteriormente, a partir del tratamiento del intermedio comun ()-21 con P4S10y HDMO.
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Filippi y col. describieron en 2006 que el tratamiento de diferentes tionolactonas con
eterato de trifluoruro de boro (BFs-Et,0) a reflujo de tolueno favorecia la isomerizacion
a tiolactonas.?%® Aunque a priori puede pensarse que la isomerizacién ocurre mediante
la apertura del ciclo y posterior cierre catalizado por el acido de Lewis, en el articulo se
describe una inversién de configuracion en el carbono unido al azufre (Esquema 64) en
ciertos casos. Para explicar este hecho proponen el mecanismo del esquema.

_F3B,’ ot _F3B\ 4(_>
y += o
I S N L o W
S (@) R(Oi‘——é\ R"‘Q\—\v):of 0] S
U BF3” BFs™

Esquema 64. Mecanismo de isomerizacion catalizado por BFs.

Segln los autores, tras la coordinacién del BFs, dos ciclos reaccionarian entre si
mediante un ataque nucleéfilo simultaneo de los dtomos de azufre, provocando la
inversion de configuracion. Los dos ciclos se orientarian en el espacio de forma opuesta,
evitando asi la tension estérica de la cercania del grupo funcional R. El intermedio ciclico
formado seria lo suficientemente inestable como para descomponer in situ, generando
en el proceso dos tiolactonas con inversion de configuracion.

Basandonos en los resultados esperanzadores reportados en el articulo, intentamos
nosotros la isomerizacion del intermedio (+)-25 como se muestra en el Esquema 65.

I ?
MeO/l”’a ﬂf&» Meo/ll"'
5 S Tolueno, reflujo, S ©
CgH17 (£)-25 “ Collrr (+)-33

Esquema 65. Intento de isomerizacion de la tionolactona a tiolactona.

No obstante, no se consiguié obtener el producto en los diferentes intentos realizados
y el inico compuesto que se consiguid identificar fue el producto de hidrolisis que podria
haberse generado por la presencia de agua residual en el tolueno (Esquema 66).

i P o i i
! "0~ } <H !
MeO/l BFs MeO/l . ) ,BFa__,MeoJ N BF‘—»MeO/t
Joms T s s =0
+
CoHir” O (125 CeHyr” O CeHir” © (u-25 CoHir” © (421

Esquema 66. Posible mecanismo de la hidrdlisis de la tionolactona con BF3 que explica la
formacion del compuesto (+)-21.

A la vista del resultado negativo, retomamos la metodologia descrita por Wang,8°

la obtencion del compuesto como se muestra en el Esquema 67.

para
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0] (0]
0 1. NaHMDS LDA
EtO. P/, 2. BrCH,CO,Et OEt nonanal OEt
EtO OBt 4 THF,-78°ca0°C,3h P OFt THF,-78°Cata, |CgHiz A\ OFt
2.0°C,21h EtO" 16h
97% OEt0  ()-34 O 35
H50, reflujo,
NaOH 16 h
25%
— 0 _
O
HO.C,, 1. 6M HCI /U\ S O
o Reflujo, 6 h AcSH OH
C.H S 2. TFA Reflujo, 3dias  CgHy7<_ = OH
817 (+)-32 Reflujo, 1 h OH
- 62% 0O 36
L o
2. N-metilanilina,
1. MMC formol
135°C, 45 h ta,2h
\ 32%
HO.C,,
0]
CgHy7

(+)-SC75
Esquema 67. Obtencidn del SC75.

El primer paso fue la condensacion del 2-acetoxi-2-(dietoxifosforil)acetato de etilo con
2-bromoacetato de etilo. El articulo original describia la reaccidn empleando NaH, pero
nosotros encontramos que el uso de LiIHDMS permitia la obtencion del diéster (+)-34 de
manera mas limpia.

La reaccion condensacion del compuesto (+)-34 con nonanal empleando LDA permite la
obtencién del compuesto carbonilico B,y-insaturado. El tratamiento de éste con NaOH
acuoso permite la hidrélisis de los dos ésteres etilicos obteniendo el diacido (+)-36.
Posteriormente, el reflujo del diacido durante 3 dias con acido tioacético (AcSH) provoca
la adicion conjugada del grupo tioacetilo al doble enlace. Este intermedio es tratado, sin
aislarse, primero con HCl y luego con TFA a reflujo para hidrolizar el tioester y ciclar el
compuesto, obteniéndose asi la tiolactona (+)-32.

Finalmente, la metilenacién de la tiolactona empleando MMC y formol, permite la

obtencién del derivado sulfurado SC75 con un buen rendimiento y la pureza adecuada
para el correcto desarrollo de las pruebas farmacoldgicas.
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Con el fin de poder estudiar la actividad bioldgica del compuesto con extractos
mitocondriales enriquecidos en CPT1A se preparé también el aducto SC75-CoA por la
reaccién del SC75 con coenzima A a pH 8 en agua deuterada monitorizada por RMN de
H, tal y como se muestra en el Esquema 68:

—SCoA
HOLC., CoA-SH HO.C,,
0] _ o)
C.H D,0, pH 8, t.a,, S
g7 SC75 o Cethiz SC75-CoA

Esquema 68. Sintesis del SC75-CoA con el que se realizaran las pruebas de inhibicion in
vitro de CPT1A.
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4.2 Obtencidon de lactamas derivadas del C75

4.2.1 Precedentes bibliogrdficos

Como ya se ha comentado, los anillos de y-butirolactamas son subestructuras
interesantes en la busqueda de nuevos farmacos. Comparando con las lactonas analogas,
encontramos que este tipo de derivados presentan un punto de funcionalizacién extra
sobre el atomo de nitrégeno, permitiendo una mayor variabilidad estructural en estos
derivados de C75 no explorada frente a la inhibicidn de la CPT1.

En apartados anteriores ya se ha comentado que, para asegurar una capacidad
inhibitoria de la CPT1, las moléculas deben tener un metileno exociclico, un grupo acido
carboxilico y una cadena alifatica de al menos 8 atomos de carbono. Por tanto, los
nuevos derivados de lactama de C75 con potencial inhibicién de CPT1 deberan estar
basados en la estructura que se muestra en la Figura 46:

0
A,

HO
O

N
CgH \
87 R (2)

Figura 46. Estructura base de los nuevos derivados de C75 de tipo lactama. El grupo R
representa la posibilidad de funcionalizacion sobre el dtomo de nitrdgeno.

Teniendo en mente los resultados obtenidos previamente con el compuesto (+)-UB012,
y la actividad de los derivados (+)-UB013 y cis-(+)-UB013 estudiados en el capitulo
anterior, decidimos plantear como nuevo objetivo la obtencion de un nuevo derivado
del C75 con estructura de lactama, el acido (%)-trans-1-benzoil-4-metilen-2-octil-5-
oxopirrolidin-3-carboxilico, (+)-UB021 (Figura 47).

0
.

HO

N
CgHy7
/=0
Ph ()-UBO21
Figura 47. Estructura del nuevo derivado del C75 de tipo lactama.
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4.2.2 Intento de sintesis del (+)-UB021

En el Trabajo de Final de Master de la alumna Marta Font Feliu se abordd la sintesis del
derivado (+)-UB012, ya mencionado en el capitulo anterior, como un agente citotoxico
e inhibidor de la FAS. Durante la obtencién del inhibidor, se aislé un intermedio
avanzado [(%)-39] que nos podia servir para desarrollar la ruta sintética de la obtencién
del (£)-UB021.

Se propuso el andlisis retrosintético que se muestra en el Esquema 69:

HO MeO
@) — 0]
CgHy7 CgH17
@)
Ph\FO (2)-37 Ph)< ()-38
O
M O/”/ i
e o
N
CgH17 H CeHir™ YO OMe
(+)-39 (x)-22

Esquema 69. Andlisis retrosintético inicial de la obtencidn del (+)-UB021.

Suponiamos que el acido (%)-37 era susceptible de ser metilenado empleando alguna de
las metodologias ya discutidas en apartados anteriores, pudiendo asi obtener el
derivado (+)-UB021. Este compuesto podria derivar de la lactama (+)-39. La cetona (%)-
22 ya ha aparecido en apartados anteriores obtenida por condensacion del nonanal con
el maleato de dimetilo. La obtencién de la lactama (+)-39 se muestra el Esquema 70:

1. NH4OAc o)
(0] NaBHZCN /”
MeOH, t.a., ,
MeO,C O (PhCO),0, MeO (0] e48 h 2 MeO™ -
| ¥ )J\ 80°C, 18 h 2. Tolueno o
MeO,C CeHi7~ H 8% C.H o OMe refiujo, 24 h CeHi7” N
g (+)-22 88%
o (x)-39

Esquema 70. Sintesis de la lactama (£)-39.

La condensacion radicalaria del nonanal sobre malonato de dimetilo empleando
(PhCO)20; como iniciador conduce a la cetona (%)-22, como ya se describié en el
apartado anterior (Apartado 1.1.2).

Para obtener la lactama deseada se debe introducir un enlace simple C-N en la
estructura y una manera sencilla de hacerlo es una aminacidn reductiva. Se trata de una
metodologia sintética que permite la formacion de una imina y su reduccion in situ®'°
empleando un agente reductor como el cianoborohidruro de sodio?!!. En este caso
empleamos la sal NH4OAc como fuente de NH3, obteniendo el compuesto deseado con
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un elevado rendimiento tras la ciclacién del amino diester intermedio en reflujo de
tolueno.

A continuacion, tuvimos que decidir si realizar antes la hidrdlisis del éster metilico o la
benzoilacién del nitrégeno y optamos por probar primero la benzoilacion del nitrégeno.
La transformacion se llevo a cabo con rendimiento moderado empleando n-butil litio (n-
Buli) y cloruro de benzoilo (PhCOCI) a baja temperatura, pero cuando se intentd la
hidrélisis selectiva del éster metilico no se obtuvo el producto deseado (Esquema 71)
sino una mezcla compleja de compuestos. No obstante, pudimos determinar la
presencia del compuesto (1)-40, producto de la hidrdlisis del éster y el grupo benzoilo
aunque en una cantidad tan baja que su cuantificacién no fue posible.

i i i
MeO/l I)\/Bz 2 PhoOC MeO /[B:O NaOH HO ﬁo
(0] —_— - .
go THF/H,0 (2:1),
CaHs H THF, -78°C, CgHy7 L ta 4h CgH47 ”
(=39 o P’ O (2)-38 (£)-40

Esquema 71. Benzoilacion e intento de hidrdlisis del éster metilico.

Decidimos entonces probar el orden inverso, realizando la benzoilacion sobre el acido,
tal y como se muestra en el Esquema 72.

0 O 0
Jl" HO/”/'«. 1. n-BulLi HO/”/"-
MeO™ ™ o NaOH 0 2. PhCOCI o
: THF, -78 °C,
CgH47 H THFt/.:fci §12'1)’ CgH17 H 424[3/ CgH17 )§
(+)-39 97% (£)-40 ° Ph o] (+)-37

Esquema 72. Obtencion del compuesto (+)-37.

De esta manera se pudo obtener satisfactoriamente el compuesto (+)-37 sin problemas
de regioselectividad en la benzoilacién del nitrégeno en presencia del acido carboxilico.

El ultimo paso (y el mas delicado) para la obtencidn del nuevo derivado de C75 era la
metilenacién del acido (+)-37. Se llevaron a cabo varios intentos mediante la
metodologia de Greene?® empleando MMC y formol (Esquema 73), pero
desafortunadamente ninguna de las réplicas realizadas permitié la obtencion del
producto final.

£ i
‘s, 1. MMC ‘7,
HO ' 0 145°C, 48 h HO ’ 0

—

2. N-metilanilina,
CgHy7 L formol " Cahi L

ta.,2h
pr’ O (2)-37 e pr’ O (4)-UB021

Esquema 73. Intento de metilenacion del (+)-37 con MMLC.
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El analisis del crudo de reaccion por RMN permitido observar la presencia de acido
benzoico en la mezcla, fruto de la desproteccién del nitrégeno durante las condiciones
de reaccion. No obstante, se observaron dos sefiales de tipo singulete a 6,26 y 5,80 ppm
gue podrian corresponder al metileno exociclico del subproducto (+)-37b (Figura 48).

?
HO/l"'~
o

N
Ceti7™  H (+)-37b

Figura 48. Posible estructura del subproducto obtenido durante la metilenacion del
compuesto (+)-36.

A pesar de que el compuesto (+)-37b no era un objetivo inicial, se trataba de interés en
si mismo o como precursor en la sintesis del (x)-UB021 tras la benzoilacion del nitrégeno.
Sin embargo, a pesar de varios intentos de separacion cromatografica, no se consiguié
aislar el producto.

Viendo que la integridad del grupo benzoilo se veia comprometida en las condiciones
de reaccion empleadas para la metilenacién, consideramos llevar a cabo la
transformacién empleando un tratamiento mas suave, como el descrito en apartados
anteriores con trifluoroacetilo de 2,2,2-trifluoroetilo y LIHDMS, que se lleva a cabo a
baja temperatura.

Pero previamente realzamos un estudio de reactividad para comprobar si el hidrégeno
en a de la de la lactama (+)-37 era lo suficientemente dcido como para poder generar el
enolato necesario para la metilenacion:

)
o e HoJ;E;
)\/%o v 0
CBH17 B:O THF, -78 °C, 10 min 08H17 N\/‘\\o
Ph (+)-37 Ph (+)-D-37
Esquema 74. Intento de enolizacion y deuterizacion de la lactama (+)-37.

Tras el tratamiento de la lactama con LiIHDMS a =78 °C y adicidén posterior de D20 al
medio de reaccién no se observd el intercambio del hidrégeno por deuterio en la
estructura de la lactama por RMN. No obstante, se pudo observar la formacidén de la
lactama desbenzoilada (+)-40.

Debe tenerse en cuenta que la pérdida del grupo benzoilo dificulta la formacién del
enolato, ya que debe desprotonarse un dianidn. La formacion de un intermedio con tres
cargas negativas en una estructura tan pequefa (Figura 49) no debe ser facil a bajas
temperaturas.
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Figura 49. Intermedio con tres cargas negativas necesario para la obtencion del
subproducto (+)-37b cuya formacion solo se ha podido comprobar indirectamente en la
reaccion con MMC a 145 °C.

En cualquier caso, el grupo benzoilo no resultaba lo suficientemente estable como para
permitir la olefinacidon del compuesto. En este punto fuimos conscientes de que la
obtencién de cantidades suficientes del derivado (+)-UB021 no iba a ser posible en un
tiempo razonable en el marco de esta tesis, por lo que decidimos redirigir nuestros
esfuerzos hacia la sintesis del compuesto (+)-UB022.

96



4.3 Estudio de la actividad bioldgica del SC75

4.3.1 Resultados previos

Pese a ser un compuesto ya aislado y descrito en la literatura cientifica por Wang y col.*%9,
el estudio descrito de su actividad bioldgica se limita a la determinacion de la inhibicién
in vitro de extractos proteicos enriquecidos en FAS. Los autores obtuvieron un ICso de
2,56 + 0,13 uM para el derivado de azufre frente al valor del C75 que reportan en el
articulo de 15,53 £ 0,78 uM.

Los resultados positivos en la inhibicién de la FAS nos alentaron a explorar en mayor
profundidad la actividad bioldgica del SC75 como agente citotéxico y como potencial
inhibidor de la CPT1.

4.3.2 Estudio del (+)-SC75 como agente citotoxico

Estudiamos primero la capacidad citotdxica del derivado de azufre de C75 frente a la
linea celular OVCAR-3, de cdncer de ovario.

Para ello, se cultivaron las células con concentraciones crecientes del inhibidor durante
3 dias y se cuantificd la viabilidad celular en base al ensayo de MTT ya descrito en el
capitulo 1. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 50:
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Figura 50. Efecto citotoxico del SC75 frente a las células tumorales OVCAR-3.
Representacion del % de viabilidad celular resultante del ensayo de MTT tras tres dias de
incubacion con concentraciones crecientes del inhibidor. Cada ensayo se realizé por
duplicado y el resultado se expresa como la media + S.E.M.

Se obtuvo un valor de ICso de 36 £ 2 uM, superior al 21,8 £+ 3,9 uM del C75, reflejando
gue el compuesto presenta una actividad citotdxica algo menor.
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4.3.3 Estudio del SC75 como inhibidor de la CPT1A

Para la determinacién de la actividad de CPT1A se empled el método radiométrico
basado en la siguiente reaccién (Esquema 75) que cataliza dicha enzima:

0 34 N
J con + ), oM@ cPTiA ?
CisHay s’ /NV\)J\ - )k
9 CisHzy™ O
Palmitoil-CoA L-3H-Carnitina 0" O 3H-Palmitoil-carnitina

Esquema 75. Reaccion de formacion de la 3H-Palmitoil-carnitina catalizada por la CPT1.

El ensayo, descrito originalmente en el articulo de Morillas y col.,?!? se basa en la
cuantificaciéon de la 3H-palmitoil-carnitina formada por la enzima CPT1A. La
determinacién de la concentracidn se puede realizar mediante la separacion del
producto, soluble en disolventes orgdanicos, y posterior medicién del centelleo
producido por la desintegracion radioactiva del tritio en el medio adecuado, que es
directamente proporcional a la concentracién de esta.

Para el ensayo se llevé a cabo la reaccion con extractos de levaduras enriquecidos en
CPT1A con concentraciones crecientes del inhibidor, obteniéndose los resultados
representados en la Figura 51:
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Figura 51. Efecto inhibitorio in vitro del SC75-CoA frente extractos proteicos enriquecidos
en CPT1A. Representacion del % de actividad enzimdtica remanente tras el ensayo a
concentraciones crecientes de inhibidor. Cada ensayo se realizé por triplicado y el
resultado se expresa como la media + S.E.M.

Por desgracia, el valor de ICso obtenido fue de 18 £ 10 uM, muy por encima del valor de
1,1+ 0,36 uM del C75-CoA.
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4.4 Discusion de los resultados bioldgicos

4.4.1 SC75 como agente citotoxico

La actividad del inhibidor C75 como agente citotoxico resulta superior a la observada
para su analogo tiolactdnico, obteniéndose los valores de ICso que se muestran en la
Figura 52.

HO.C,, HO,C,,

@) @)
CgH17 SC75 CgH;7 O c75
ICg0: 36 £2 uM IC50: 21,8 £3,9 uM

Figura 52. Estructura y valores del ICso para la inhibicion de la linea celular OVCAR-3 del
SC75y el C75.

Estos resultados contrastan con los obtenidos en la inhibicion in vitro de la FAS con
extractos proteicos reportados por Wang,® donde el ICso del SC75 es de 2,56 + 0,13 uM
frente a los 15,53 + 0,78 uM del C75.

La diferencia con los resultados obtenidos en la linea celular puede ser debida a que los
ensayos enzimaticos, aunque eficaces como primera aproximacion al estudio de la
actividad bioldgica de los compuestos, no son mdas que un modelo extremadamente
simplificado respecto a estudios realizados con células vivas.

En primer lugar, el medio de reaccidn para un ensayo enzimatico suele estar optimizado
en términos de salinidad, concentracién y pH para el correcto funcionamiento de la
enzima y asegurar la estabilidad de los sustratos a estudiar. En contraposicién, un
ensayo in vitro con células no permite este nivel de ajuste y se trabaja con medios de
cultivo (generalmente a un pH de 7,4) y con una fuerza idénica y concentraciones de los
sustratos altamente variable.

Por otro lado, la inhibicién de la enzima aislada ocurre con mayor facilidad, dado que la
molécula no tiene que atravesar la membrana celular para llegar a su objetivo ni se ve
sometida a procesos metabdlicos que pueden provocar fluctuaciones incluso dentro de
las réplicas del mismo ensayo bajo las mismas condiciones, algo que se acentua incluso
mas por a la heterogeneidad inherente a les células cancerigenas. 213

Es precisamente el metabolismo de las células lo que puede explicar que la citotoxicidad
del SC75 sea menor a la del C75. Como ya se ha descrito con anterioridad en este mismo
capitulo, la mayoria de los compuestos sulfurados preparados durante los intentos de
sintesis de los diferentes inhibidores han resultado ser labiles a las condiciones de
reaccién empleadas, sobre todo cuando se sometian a transformaciones que ocurrian a
pH no neutro.

Es posible que dicha inestabilidad mas elevada de la tiolactona se traduzca en una
metabolizacidon mas rapida del compuesto haciendo que su concentracién efectiva real
sea menor a la del C75, reportando asi un valor de ICso superior a lo esperado. No
obstante, en el caso de querer demostrar esta hipdtesis se deberia estudiar la posible
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degradacion del compuesto en cultivos celulares. Para ello se podria realizar un ensayo
de cuantificacién del sustrato en el citosol por HPLC-MS tras haber incubar las células
con el inhibidor a diferentes tiempos, y comparar los resultados con los del C75.

No obstante, como el objetivo principal de esta tesis era encontrar agentes citotoxicos
mas efectivos que el (+)-UB006, se descartd la continuidad del uso de derivados de
azufre del C75 como potenciales agentes anticancerigenos.

4.4.2 SC75 como inhibidor de CPT1

También se estudid la capacidad inhibitoria del aducto SC75-CoA, la forma activa del
SC75, frente a la CPT1A. Se comprobd que la actividad del nuevo derivado es
significativamente inferior a la del C75-CoA, obteniéndose un valor de ICsode 18 + 10
UM frente al 1,1 £ 0,36 uM.

En este caso, la diferencia de la actividad entre los dos compuestos no se ve afectada
por factores como la capacidad de atravesar la membrana celular ni su estabilidad frente
al metabolismo celular, por lo que podemos interpretar que seguramente la menor
actividad del compuesto se deba a una peor interaccién entre la enzima y el sustrato.

Ya que no se disponen de estudios de docking que permitan justificar esta hipodtesis, se
podria intentar realizar una prueba de estabilidad del compuesto tras someter al SC75-
CoA a las condiciones del ensayo sin presencia de la enzima para estudiar si se produce
una reduccion significativa del compuesto que indique que no es estable en el medio,
reduciendo de manera aparente su actividad.

De nuevo, como el objetivo planteado era explorar inhibidores de la CPT1A mejores que
el C75, se decidid no continuar con los compuestos con azufre obtenidos.
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5 Nueva aproximacion sintética al UB207 y estudio
de su actividad bioldgica
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5.1 Sintesis del UB207

5.1.1 Precedentes bibliogrdficos

En su tesis doctoral, el Dr. Makowski desarrollé diferentes analogos del C75 donde el
grupo acido carboxilico variaba en su distancia al anillo de la lactona, dando lugar a los
compuestos (+)-UB207 y (+)-UB244.

Como ya se ha descrito en la introduccion, el estudio bioldgico de los aductos con
coenzima A de los compuestos demostraron en estudios in vitro que el (+)-UB244-CoA
era menos activo en la inhibicién de la CPT1 en comparacién con el C75-CoA, mientras
que el (+)-UB207-CoA mejoraba un poco los resultados, tal y como se resume en la
Figura 53.
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A,

HO

CgH17 ©

o]
(0] —SCoA —SCoA —SCoA
A, HO\H//,,. HoAN .

HO
O 0 (0] e)
CeHy” O CeHy” © CgH,~ ©O
C75-CoA (+)-UB207-CoA (2)-UB244-CoA
IC50: 1,1 £0,4 uM IC50: 0,6 £0,2 M IC50: 2,3 £0,9 UM

Figura 53. Estructura del C75 y de los dos derivados dcidos preparados en la tesis del Dr.
K. Makowski y los valores de ICso en la inhibicion in vitro de la actividad CPT1 de sus
formas -CoA.

El nuevo derivado UB207 se obtuvo originalmente en una ruta sintética que consta de
solo 3 etapas, que se muestra en el Esquema 76:
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Esquema 76. Obtencion del (+)-UB207.

En el primer paso se obtiene el biciclo (+)-12 a partir del anhidrido nonanoico y el acido
tricarbalilico siguiendo el procedimiento descrito por Parker.2!* Mecanisticamente se
trata de una acilacion descarboxilativa favorecida en las altas temperaturas alcanzadas
en el medio de reaccion que permiten obtener la bis-lactona de manera irreversible con
un rendimiento razonable.

La siguiente etapa consiste en la reduccion del grupo cetona (que se encuentra en 38
como cetal) y ciclacién posterior in situ para formar la lactona (+)-39. Esta
transformacidn se consigue por calentamiento a 85 °C del biciclo en una disolucion
acuosa 1M de KOH en presencia de NaBHa, obteniéndose el compuesto deseado con un
excelente rendimiento.

El dltimo paso, y el mas delicado de la sintesis, es la metilenacion empleando la
metodologia explicada con anterioridad donde el MMC es el agente activador de la
posicidn a-carbonilica mediante la introduccidon de un grupo carboxilico. Este grupo
favorece la reaccién posterior con formaldehido en medio bdsico, que tras una
eliminacidén intramolecular acaba generando un doble enlace exociclico.

El problema de esta aproximacién radica en la competencia de dos posiciones a-
carboxilicas en la estructura del intermedio (+)-39 susceptibles de ser metilenadas, que
dan lugar a los compuestos (+)-UB207 y (+)-UB207b tal y como se muestra en la Figura
54.

HOzC/[[l" )

0] -~

CgHi” O (x)-UB207b

Figura 54. Metilenacion de (+)-39.

Teniendo en cuenta los resultados preliminares obtenidos en la inhibicidn de la actividad
CPT1A con el (x)-UB207, encontrar un método de purificacion era imperativo para poder
llevar a cabo el estudio de la actividad biolégica en mayor profundidad con modelos
animales para analizar su capacidad de inhibicion de la ingesta. Es por ello por lo que en
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la primera parte de este capitulo se describira la obtencidn del derivado puro y el intento
de resolucidn de sus enantiémeros.

5.1.2 Intento de separacion de la mezcla de productos

La ruta descrita (Esquema 76) pudo reproducirse, pero la posterior purificacion del
producto por cromatografia de columna en gel de silice no fue posible. La alta polaridad
del compuesto y la estabilidad del doble enlace exociclico impidieron la separacién
satisfactoria del crudo de reaccion.

Decidimos llevar a cabo la proteccién del metileno mediante la reaccidn del (+)-UB207
con Ph;Se; y NaBH4 para formar el selenoéter, tal y como ya se ha descrito en apartados
anteriores. Los resultados se muestran en el Esquema 77.

/H _SePh
‘) l, Se,Phy,
HO,C™ "~ L HO.C™ NaBH, /5
5 0 0 EtOH, ta. )\/>:O
CeHir” ' (2)-UB207  CgHy” ©(x)-UB207b  26% 770 400
2:1

Esquema 77. Proteccion del doble enlace del (+)-UB207 y (+)-UB207b en forma de
selenoéter.

Se procedié entonces a la separacion del crudo por columna flash en gel de silice
empleando una mezcla de DCM/MeOH de proporcién 97:3 como eluyente. El analisis
del espectro RMN de H realizado de la fraccién mas pura obtenida parecia mostrar un
enriquecimiento en el compuesto (+)-40 respecto al (+)-40b, pero tras la eliminacién del
grupo de selenio con H;0,, se recuperd una mezcla de compuestos no muy diferente de
la proporcién original, tal y como se describe en el Esquema 78.

—SePh /g/seph J
—, , Ho0; (30%)  HO,C™ - HO,C™
HO,.C™ "~ +HO,C™ 202 2 o a2 0
0] )\/B:o THF, ta, 3h ot o o G
CeHi” O (x)-40 CeHir” ©Owaop  OF g7 (¥)-UB207 8717 (4)-UB207b
8:2

Esquema 78. Eliminacion del selenoéter de la mezcla de compuestos.

No se realizaron mas esfuerzos en la separacidn cromatografica de ambos isdmeros
porque una ruta sintética alternativa que habiamos iniciado de forma paralela estaba
dando resultados mas prometedores.

5.1.3 Nueva aproximacion sintética al (+)-UB207

Para la nueva sintesis del (+)-UB207 nos planteamos el andlisis retrosintético que se
muestra en el Esquema 79:
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Esquema 79. Andlisis retrosintético para la obtencion del (+)-UB207.

El producto deseado derivaria de la metilenacién del intermedio (+)-41, el cual ya esta
funcionalizado con un grupo acido carboxilico en la posicién a de la lactona, lo que nos
activaria esa posicidn para su reaccion con el formaldehido y formar el producto
deseado, sin los problemas de regioselectividad que el MMC involucra al existir dos
posiciones a-carboxilicas.

El intermedio 41 se podria preparar a partir de la hidrélisis del diéster 42 que, a su vez,
se podria sintetizar a partir de la condensacion del etil malonato de potasio con 2-
bromononanal en lo que seria la etapa clave de la propuesta sintética. Por ultimo, el 2-
bromononanal podria ser preparado a partir del decanal comercial mediante una
bromacion.

Para comenzar la sintesis tuvimos que elegir, en primer lugar, una metodologia de
bromacidon que nos permitiera obtener exclusivamente el compuesto (+)-43. La
aproximaciéon sintética mas sencilla seria emplear bromo molecular (Br;), pero en
compuestos tan reactivos como los aldehidos se suelen obtener mezclas de productos
diy tri-bromados. Para solventar este problema decidimos emplear la 5,5-dibromo-2,2-
dimetil-1,3-dioxan-4,6-diona, un compuesto menos reactivo que el Br, que nos
permitiria obtener el compuesto deseado.

El agente halogenante se pudo preparar satisfactoriamente mediante la bromacidn en
medio basico del dcido de Meldrum?!®, empleando Br; en cantidades estequiométricas.
Una vez aislado el sélido, se consiguié mono-bromar el decanal por la agitacion de los
reactivos en medio acido en rendimiento aceptable siguiendo la metodologia descrita
por Bloch y col.?® (Esquema 80).

Br. Br
(@) (0]
Bry O (0]
O7<O NaOH 2M agq., o.__0O
0 °C, 20 minutos ><
70% 44
44, Br
o) H,S0, 0
P _— —
CgH17 Eter, t.a., CgHy7
5h (+)-43

56%
Esquema 80. Sintesis del 2-bromodecanal.
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El siguiente paso fue la condensacién del (+)-2-bromo-decanal recién preparado con el
etil malonato de potasio empleando bromuro de tetrabutilamonio (BusNBr) como
agente de transferencia de fase, tal y como se describe en el articulo de Takashi Sakai y
col.?!” (Esquema 81).

Br CO,Et
O (@) BuyNBr — 1,
)\¢O N EtO,C™
CgHy7 43 EtOJ\/U\OK Tolueno/agua (1:1), e ©
(#)- reflujo, 24 h CgHi7 42

51%
Esquema 81. Obtencidn de 42.

Las condiciones de reaccidn permitieron obtener el compuesto deseado. El articulo
original describe la estereoquimica trans respecto a las posiciones B y y del ciclo v,
aunque no hicimos una comprobacidon mediante experimentos bidimensionales de RMN,
pudimos ver que los desplazamientos quimicos de estos dos protones eran muy
similares a los de la lactona (+)-39.

Finalmente, las ultimas dos reacciones llevadas a cabo fueron la hidrélisis de los dos
grupos éster etilico en medio basico y la formacion del doble enlace exociclico, que se
consiguié mediante la reaccion del intermedio con paraformaldehido en medio basico,
tal y como se resume en el Esquema 82.

CO,Et COLH

7 7 PFA’ . 1,
Et0,C~ "~ NaOH HO,C™ " N-metilanilina HO,C™ ™ o
o 0 THF/agua (1:1), o 0 THF, t.a., o
CgHy7 42 ta 4h CgHy7 41 2n CgHi7 (+)-UB207

Esquema 82. Obtencion del (+)-UB207.

El estudio de las sefiales de *H y 3C del RMN del crudo de reaccién permitié determinar
gue el producto obtenido era el compuesto (+)-UB207 con su estereoquimica trans. La
nueva aproximacion sintética permitio la sintesis del inhibidor deseado con la pureza
necesaria para la realizacién de su estudio farmacoldgico evitando la formacion de la
impureza (+)-UB207b, que podria interferir con los resultados.

5.1.4 Intento de separacion de los isémeros

Como ya se ha comentado con anterioridad, los esterecisomeros del C75 presentan
actividades bioldgicas diferentes. Por extrapolacion al recién sintetizado derivado,
pensamos que seria interesante realizar la resolucidn de los enantiémeros del (+)-UB207
para estudiar sus propiedades bioldgicas por separado.

Para ello se abordd la sintesis de la amida de (+)-UB207 y un auxiliar quiral de Evans por
acoplamiento con la (S)-4-benciloxazolidinona, con la esperanza de que las diferencias
en las propiedades fisicas de los diastereoisomeros formados permitieran separar por
cromatografia de columna en gel de silice.
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Para la sintesis del compuesto, primero se traté 41 con un exceso de cloruro de oxalilo.
Pese a tener un compuesto intermedio con dos grupos carboxilicos, se intentd realizar
el acoplamiento del intermedio con un equivalente de (S)-oxazolidinona esperando que
reaccionara preferentemente el cloruro de acido de la cadena lateral al encontrarse
menos impedido estéricamente. No obstante, tal y como se especifica en el Esquema
83, no se consiguid aislar el producto.

Ph Ph
COZH 1. Clcgér&’dt(.ea.o!xalilo coH /\‘) con
HO,C™ "~ 3h Mo 2
o 2. n-BuLi, )// >f W/
CBH17 o 41 (S)-4-benciloxazolidinona
THF, -78°C, 1 h C H C H 0
gHi7" 87 44b

Esquema 83. Intento de sintesis de la amida de Evans del precursor del UB207.

Presumiblemente, la presencia del otro grupo carboxilico presente en la estructura
podria estar interfiriendo con la reacciéon de formacién del enlace C-N, por lo que
decidimos intentar hidrolizar selectivamente el éster etilico en la cadena lateral del
intermedio 42 mediante su agitacién en una mezcla de metanol y agua con K,CO3 como
base suave (Esquema 84).

CO,Et
K>CO3
—_—
MeOH/agua (2:1).
42 40°C,2h

36%
Esquema 84. Hidrdlisis parcial de la lactona 42.

Para evitar la hidrolisis total de la molécula llevamos a cabo la monitorizacion de la
reaccién mediante cromatografia de capa fina. En los momentos iniciales se comprobd
la formacion del compuesto 45, pero a partir de las 2 horas se observé la aparicién de
un segundo producto con un menor Rf, correspondiente a la lactona 41. Es por ello por
lo que la reaccidn se tuvo que detener anticipadamente y el rendimiento de la hidrdlisis
es relativamente bajo. No obstante, esta metodologia permitié la hidrélisis selectiva del
éster deseado.

Una vez aislado el producto se procedié al intento de derivatizacidn del acido carboxilico
mediante su acoplamiento con la oxazolidinona quiral de Evans, pero tampoco se
consiguié determinar la presencia de los productos esperados (Esquema 85).

Ph
1. Cl d lil
CO,Et oM. e e # COLEt
HO,C™ - 3h 2
2 O # YN +
o 2. n-BuLi, O
(S)-4-benciloxazolidinona
Cati7 45 THF, -78 °C, 1 h C g 0
8 17

44c
Esquema 85. Intento de formacion de la amida de Evans a partir del dcido 45.
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Viendo que la nueva aproximacion tampoco daba resultados, se decidio intentar la
sintesis de otro tipo de derivado mediante el acoplamiento del acido carboxilico con el
1-fenil-prop-2-in-1-ol. La eleccidén del fenilpropanol surge de la idea de realizar una
resolucidn enzimatica del compuesto, ya que estos grupos funcionales se han empleado
con anterioridad para la separacién de mezclas empleando lipasa de la Candida
antarctica (Novozym 435), que es capaz de hidrolizar el enlace de tipo éster
discriminando entre los diferentes enantiémeros.?!8

\ \
CO,Et , Ph Ph
OH “OVAR CO,Et CO,Et

—u, DMAP
HO,C o + /Ph AN 0 . o,
7 DCM, 77/

CgHy7 O 45 () ta,16h o 0 0]
CgHq7 46 CgH17

Esquema 86. Intento de sintesis del derivado de fenilpropanol de la lactona 45.

Para la sintesis de los compuestos deseados se intenté la reaccion del acido 45 con el
alcohol empleando EDC y DMAP como agentes de acoplamiento. Se decidié realizar la
prueba con una mezcla racémica del fenilpropanol por su menor precio, y en caso de
que la reaccién funcionase realizar la sintesis con alguno de sus estereoisémeros puros
gue son comerciales. No obstante, pese a los diferentes intentos llevados a cabo, no se
consiguié la formacion de los compuestos 44c y 44d, como se refleja en el Esquema 86.

Estos resultados negativos en la funcionalizacién del monoester 45 podian estar
relacionados con una escala de trabajo de pocos miligramos facilmente sensible a trazas
de humedad, aunque se tomaron las precauciones razonables.

Este hecho, sumado al tiempo limitado disponible para la realizacion de los estudios
farmacoldgicos hicieron que decidiéramos realizar las pruebas biolégicas con la mezcla
racémica del UB207, y en caso de obtener los resultados esperados, continuar con los
intentos de resolucion de la mezcla de enantidmeros para el estudio de sus
enantiomeros por separado.
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5.2 Estudio de la actividad bioldgica del (£)-UB207

5.2.1 Resultados previos

Durante su trabajo experimental, el Dr. Makowski estudid la actividad bioldgica del (+)-
UB207-CoA obteniendo un valor de ICso para la inhibicidn in vitro de la actividad de
CPT1A de 0,6 £ 0,2 uM, un valor inferior al reportado por el C75-CoA, de 1,1 £ 0,4 uM.
Aungue se asumié que los buenos resultados obtenidos se debian exclusivamente al (1)-
UB207-CoA, no se podia ignorar que la metodologia empleada para su obtencion
producia mezclas no resueltas del compuesto deseado y el subproducto (+)-UB207b, por
lo que era primordial la obtencidn del inhibidor sin impurezas presentes en la mezcla
para estudiar si la actividad bioldgica de la mezcla era completamente atribuible al
UB207 o si la impureza estaba afectando de alguna manera.

5.2.2 Estudio in vitro de inhibicion de la actividad CPT1A

Lo primero que hicimos fue llevar a cabo el ensayo de inhibicion in vitro con extractos
de levaduras enriquecidos en mitocondrias con expresion de CPT1A mediante el método
radiométrico descrito con anterioridad en el Apartado 4.3.3.

Para ello se dejé reaccionar una cantidad constante de proteina con diferentes
concentraciones de (+)-UB207-CoA empleando el medio de reaccién adecuado. La 3H-
palmitoil-carnitina formada por la CPT1A se extrajo de la mezclay se cuantificé mediante
la medicion del centelleo provocado por el tritio en el disolvente adecuado. Los valores
se expresan como porcentaje de actividad enzimatica remanente y han sido calculados
en base a cuantificacién de 3H-palmitoil-carnitina aislada del medio de reaccién con
extractos mitocondriales sin inhibidor. Los resultados se muestran en la Figura 55:
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Figura 55. Efecto inhibitorio in vitro del (+)-UB207-CoA frente extractos mitocondriales
enriquecidos en CPT1A. Representacion del % de actividad enzimdtica remanente tras el
ensayo a concentraciones crecientes de inhibidor. Cada ensayo se realizd por triplicado
y el resultado se expresa como la media + S.E.M.
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Se obtuvo un valor de ICsode 0,46 + 0,11 uM, por debajo incluso del (+)-C75-CoA con un
ICso, 0,68 £ 0,21 uM y ligeramente inferior a la mezcla de productos probada por Kamil,
que reporté un valor de 0,6 £ 0,2 uM.

5.2.3 Estudio sobre la ingesta y el peso en roedores tras la administracion
central del (+)-UB207

Se realizd un estudio de los efectos sobre la ingesta y el peso en ratones pon la cepa de
ratones aqui también tras la administracién ICV del compuesto (+)-UB207. Para ello se
hicieron 3 grupos distintos; un grupo tratado con (+)-C75 como control positivo, otro
con (+)-UB207 y un grupo de control al que solo se inyectd vehiculo cada uno de ellos
con 8 animales.

Los animales se estabularon a su llegada en una sala con el ciclo de luz-oscuridad de 12
horas cambiado, de forma que su oscuridad comenzaba a las 9 AM, y se dejaron durante
4 semanas en adaptacion antes de empezar con el experimento.

Para la administracion central del compuesto se tuvo que realizar una intervencion en
los ratones en la cual se les introdujo una cdnula en el cerebro, concretamente en el
tercer ventriculo, de manera que los compuestos administrados pudiesen llegar al
nucleo arcuato del hipotdlamo, con el que conecta, y actuar sobre las neuronas AgRP y
NPY encargadas de la regulacién del apetito.

Basandonos en experimentos realizados con anterioridad, decidimos realizar una sola
administracion de 3 uL de los inhibidores a una concentracién de 30 uM, dosis que fue
suficientemente alta para estudiar los efectos del (+)-C75 sobre la ingesta.

Los resultados muestran en la Figura 56, donde se encuentra representada la ingesta
acumulada, obtenida por pesada del pellet,a 1, 2,3 4y 24 horas.
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Figura 56. Ingesta acumulada a distintas horas. Las medidas se realizaron tras la
inyeccion ICV de 3 ul de vehiculo, (+)-C75 y (+)-UB207 30 uM media hora antes del inicio
de su ciclo de actividad. n = 8. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, ****: p < 0,0001.
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En el caso del (+)-C75 se puede ver que la diferencia con el grupo control empieza a ser
significativa a partir de las 3 horas y se mantiene hasta las 24 horas. En contraposicion,
el efecto del (+)-UB207 comienza a ser estadisticamente significativo a partir de las 4
horas y los ratones han recuperado su apetito normal a las 24 h. Ademas, los efectos del
(+)-C75 son mas acusados en todas las horas registradas.

En lo referente al peso, se midieron los cambios a las 24 horas, comprobandose una
disminucion de mas de 2 gramos de media en el caso de los ratones tratados con el (+)-
C75, pero sin diferencias significativas en el caso del (+)-UB207, tal y como se muestra
en la Figura 57:

1-

T B Control
3 o- == E +)-C7
: ‘TT oS == (75
o [ (+)-UB207
o -1+
[«})
o©
© -2-
=l
°
g
'4 1 1
24 h 72 h
Horas

Figura 57. Variacion del peso medio en los diferentes grupos de ratones tras 24 hy 72 h.
Se representan los valores individuales (puntos) y la media de cada grupo (barras). n > 6.
*¥*%%: p <0,0001.

Se puede observar también que los ratones tratados con el (+)-C75 recuperan los valores
de peso medio iniciales a los 3 dias de la inyeccidn. Paralelamente, el peso de los
animales a los que se les ha administrado (+)-UB207 no cambia significativamente
durante el experimento.

5.2.4 Estudio sobre la ingesta y el peso en roedores tras la administracion
intraperitoneal del (+)-UB207

El siguiente experimento consistio en estudiar las diferencias entre los compuestos tras
su administracion intraperitoneal (IP) con una doble finalidad; comprobar la capacidad
de las moléculas de cruzar la barrera hematoencefalica e inhibir la CPT1 hipotaldamica, y
analizar los efectos sistémicos que los compuestos pueden tener a nivel de otros
organos como el higado o el tejido adiposo marrén (BAT). Dado que la administracion IP
es menos invasiva que la administracién central, se decidioé alargar la duracién del
experimento y realizar 3 administraciones IP de los compuestos. Esto nos permitiria
analizar si el (+)-UB207, que es capaz de reducir la ingesta, tiene la capacidad de reducir
el peso de los roedores tras ser administrado de una manera continuada.
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El disefio experimental consistio en la administracidon de una dosis de 15 mg/kg de ratén
durante 3 dias consecutivos media hora antes del inicio de |a fase oscura, que es la fase
de actividad de los roedores. Los animales se pesaron durante 3 dias consecutivos a las
12 horas de la inyeccion, asi la cantidad de pellet ingerida por los mismos, tal y como se
ilustra en la Figura 58:
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Figura 58. Representacion grdfica del disefio experimental para el estudio de los efectos
de los compuestos tras su administracion IP.

De nuevo, se dispuso de 3 grupos diferentes: el grupo control y los tratados con (+)-C75
y (2)-UB207, cada uno de ellos con 8 animales. Los resultados obtenidos para la ingesta
de pellet se encuentran representados en gramos y se muestran en la Figura 59:
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Figura 59. Ingesta media de los ratones medida 12 h tras la administracion
intraperitoneal de vehiculo, (+)-C75 y (+)-UB207 (15 mg/kg raton en los 3 dias de
duracion del experimento). La inyeccion de los compuestos se realiz6 media hora antes

del inicio del tiempo de actividad de los roedores. n > 6. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p
< 0,001, ****: p < 0,0001.

Se comprobd que la administracién IP de los compuestos era capaz de producir una
reduccion significativa de la ingesta de los roedores tanto con el (+)-C75 como con el (1)-
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UB207, demostrando que las moléculas son capaces de cruzar la barrera
hematoencefalica y ejercer su efecto a nivel hipotalamico.

Comparando los dos inhibidores podemos comprobar, de nuevo, que los efectos del (+)-
C75 son mas drasticos que los registrados para el (+)-UB207. No obstante, cabe destacar
que, durante la realizacion del experimento, se observd que los animales tratados con
el (+)-C75 presentaban signos de malestar (piloereccion y encorvamiento), y se
encontraron restos de heces liquidas en el lecho de las jaulas cosa que no ocurria con el
compuesto (+)-UB207.

Cuando se analiz6 el cambio de peso en los roedores durante la duracién del
experimento el resultado fue similar (Figura 60):
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Figura 60. Variacion acumulada del peso de los roedores medidos durante 3 dias
consecutivos a las 12 h de la administracion intraperitoneal de; vehiculo, (+)-C75 y (%)-
UB207 (15 mg/kg de ratdn). La inyeccidon de los compuestos se realizé media hora antes
del inicio del tiempo de actividad de los roedores. n > 6. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p
< 0,001, ****: p < 0,0001.

Las diferencias entre el grupo control y los animales tratados son estadisticamente
significativas desde el segundo dia para el (+)-UB207 y desde el primero para el (+)-C75.
La administracién de este ultimo, ademas, supuso una drastica reduccion media del
peso de los roedores de mas de 5 g a dia 3 del experimento, aproximadamente un 20%
del peso inicial. Por otro lado, la pérdida de masa corporal inducida por el (+)-UB207 fue
de menosde 1g.

A pesar de esta menor reduccion del peso de los ratones se pudo observar que,
contrariamente a lo observado con la administracion central del inhibidor, la
administracion IP del (+)-UB207 fue capaz de reducir el peso de los ratones y mantener
esta pérdida durante la duracion del experimento.
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5.2.5 Estudio de la expresion génica tras la administracion intraperitoneal
del (+)-UB207

A pesar de que nos hemos centrado en los efectos hipotaldmicos de la inhibicidn de la
CPT1AYvy el papel que estos ejercen sobre la ingesta, es interesante también conocer qué
sucede a nivel periférico y estudiar cdmo estas moléculas pueden afectar a diferentes
tejidos.

Como ya se ha descrito en la introduccién, la CPT1 existe en diferentes isoformas
llamadas CPT1A, CPT1B y CPT1C. La primera se expresa mayoritariamente en tejidos
lipogénicos como el higado y tejidos adiposos blancos de ratones y la CPT1B se
encuentra principalmente en tejidos con una mayor tasa de oxidacién de acidos grasos
como el musculo esquelético o el tejido adiposo marrdén (BAT).

Por dultimo, la CPT1C, ultima en ser descubierta, se encuentra en el reticulo
endoplasmatico y ademas, es exclusiva del cerebro y testiculos.

Teniendo en cuenta que los derivados de C75 no presentan especificidad en la inhibicion
de las isoformas de la enzima, era interesante estudiar el efecto que estos podian
provocar sobre el hipotalamo, higado y el tejido adiposo marrén.

Ya conocemos que los efectos macroscdopicos de los inhibidores sobre el hipotalamo se
manifiestan en forma de una reduccidn del apetito por parte de los animales a los que
se les administran los compuestos, pero un estudio de la expresion génica de este
organo permitiria profundizar en el mecanismo de accion de este tipo de moléculas y
los efectos que pueden causar sobre el metabolismo celular.

5.2.5.1 Hipotdlamo
En primer lugar analizamos como los inhibidores afectan a los niveles de RNA
mensajeros de genes implicados en la ingesta, metabolismo de la glucosa y de los acidos

grasos en hipotalamo.

Los resultados obtenidos se encuentran representados en la Figura 61 en forma de
cambio relativo de los niveles de mRNA respecto al gen constitutivo Rp/7:
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Figura 61. Cambios en los niveles de mRNA normalizados con el gen constitutivo Rpl7 en
el hipotdlamo. n > 6. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, ****: p < 0,0001.

Se encontré un aumento significativo de la expresion de los neuropéptidos orexigénicos
Agrp y Npy asi como de factores de transcripcion, como el forkhead-box O1 (Foxol) y el
homeobox especifico de cerebro (Bsx) en el caso del (+)-C75, que activan la transcripcién
de los neuropéptidos orexigénicos.?1%?29 Por otro lado, no se encuentran cambios
significativos en los niveles de mMRNA de Pomc, relacionada con la saciedad,* ni de del
cAMP response element-binding protein (Creb). Todo ello lleva a pensar que los ratones
activan la expresion de los genes orexigénicos como efecto rebote a una disminucién de
la ingesta causada por la accion de los inhibidores.

Respecto a las proteinas relacionadas con la actividad neuronal se encontré un aumento
significativo de los niveles de mRNA del transportador vesicular de glutamato 1 (Vglut1)
por el (£)-UB207. Esta proteina juega un papel importante en el intercambio sinaptico
de glutamato, un importante neurotransmisor, y su expresién se relaciona con la
capacidad de adaptar la comunicacidon neuronal en respuesta a estimulos, lo que se
conoce como plasticidad neuronal.??! No obstante, encontramos el efecto contrario en
los niveles del transportador de glutamato 2 (Vglut2), que difiere en su distribucién en
el cerebro respecto al Vglut1,>?? que se encuentran disminuidos en las neuronas de
ratones tratados con ambos inhibidores. Dado que Glut2 es el transportador mas
abundante en las neuronas del ARC, su aumento sugiere una mayor actividad sinaptica.
Por ultimo, podemos observar que no hubo cambios significativos en el transportador
vesicular del acido gamma-aminobutirico (Vgat), responsable del transporte neuronal
del neurotransmisor inhibitorio que se encuentra en neuronas GABAérgicas,?? ademas
tampoco se vieron cambios en la acido glutamico descarboxilasa 1 (Gad1), enzima
responsable de la sintesis del mencionado neurotransmisor.?2*

Continuando con los niveles de mRNAs de genes involucrados en via metabdlica de la

oxidacion de acidos grasos estudiamos la expresion de las isoformas de la Cptlay Cptlc,
sin encontrarse diferencias significativas respecto al grupo de control.

115



Por ultimo, se estudiaron los niveles de mRNAs de los transportadores de glucosa 1y 3
(Glut1 y Glut3) cuya funcidén es la captacion de la glucosa por las neuronas a través de la
membrana celular. En este caso encontramos diferencias entre los dos compuestos; el
Glut3, con una afinidad por la glucosa menor,??> se encuentra aumentado en el
hipotalamo de los roedores tratados con ambos compuestos, mientras que los niveles
de expresién del Glutl solo se ven afectados en el caso del (+)-C75, lo que sugiere una
captacion de glucosa aumentada en este tratamiento.

5.2.5.2 Higado

El siguiente tejido que se analizo fue el higado. Se conoce que la CPT1A se encuentra
ampliamente expresada en el higado, y se ha comprobado que su silenciamiento
mediante micro-RNA favorece la aparicion de la enfermedad de higado graso no
alcohdlico en modelos animales,??® atribuyéndole efectos negativos a la inhibicién de la
enzima en este drgano. En cambio, estudios realizados por nuestro grupo han mostrado
que su sobreexpresion revierte la obesidad en ratones.??’

Teniendo en cuenta que no se dispone de estudios sobre la distribucién del C75 o de sus
derivados en el organismo, se considerd importante estudiar el efecto que la
administracion de los inhibidores de CPT1 tiene sobre el higado y determinar si existia
la aparicidon de algun efecto secundario indeseado sobre el érgano.

Con este fin se eligio estudiar los niveles de mRNAs de diferentes genes relacionados
con el metabolismo de la glucosa y los dcidos grasos. Los resultados obtenidos se
encuentran representados en la Figura 62:
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Figura 62. Figura 63. Cambios en los niveles de mRNA relativos al gen constitutivo (Ppia)
en el higado. n=7-8. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, ****: p < 0,0001.
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En los ratones tratados con el (£)-UB207 se encontrd un cambio significativo de los
mMRNAs de los genes relacionados con el metabolismo de la glucosa celular. Asi, se
analizaron los niveles de mRNA la piruvato deshidrogenasa quinasa 4 (Pdk4), enzima que
disminuye la actividad de la piruvato deshidrogenasa encargada de transformar el
piruvato en acetil-coA para suingreso al ciclo de Krebs y posterior produccion de energia
a partir de la glucosa. Los niveles de mRNA de este gen resultaban disminuidos indicando
un aumento de la transformacién de piruvato en acetil-CoA y con ello un auento de la
glucdlisis. Por otro lado, se encontrdé un marcado aumento en los niveles de mRNA de la
Glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) que cataliza la conversidon de la glucosa-6-fosfato en
glucosa libre en la Ultima etapa de la sintesis de glucosa o gluconeogénesis. Y, por ultimo,
no se observaron cambios significativos en los niveles de expresion de Ia
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (Pepck), enzima clave en la gluconeogénesis que
cataliza la conversion del oxalacetato a fosfoenolpiruvato.

En el estudio de los genes relacionados con el metabolismo de los acidos grasos se vio
una disminucién en los niveles de perilipina 2 (Plin2), proteina involucrada en la
regulacion del almacenamiento de grasas celulares mediante la estabilizacidn de las
gotas lipidicas al unirse a ellas. En cambio, los niveles de la perilipina 5 (Plin5) no se ven
afectados por los compuestos.

Por otro lado, el estudio de los niveles de mRNA de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
sintasa 1y 2 (Hmgcs1 y Hmgcs2), que son enzimas relacionadas con la biosintesis del
colesterol y formacién de cuerpos cetdnicos respectivamente, reveld que ambos
compuestos aumentaban significativamente los niveles de mRNA de Hmgcs2 indicando
un aumento en la via de formacién de cuerpos cetdnicos. Los niveles de mRNA de la
proteina Hmgcs1 solo aumentaron con el tratamiento con el (+)-C75 que junto con los
aumentos de los niveles de mensajeros de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa,
enzima clave de la sintesis de colesterol sugiere una activacién de la via de sintesis de
novo de colesterol.

Por ultimo, se estudiaron los efectos de los inhibidores sobre la FAS, enzima ya descrita
ampliamente en apartados anteriores que se encarga de la sintesis de novo de acidos
grasos, encontrando que el nuevo inhibidor (+)-UB207 aumentaba significativamente su
expresion en el higado.

5.2.5.3 Tejido adiposo marron (BAT)

Nuestro experimento concluyd con el analisis del tejido adiposo marrén. Cuando se
realizd la extraccion del tejido de los animales se observd una gran diferencia en el
tamafo del BAT entre los 3 grupos de ratones; los animales que fueron administrados
con los inhibidores redujeron considerablemente su tamario, siendo el caso del (+)-C75
el que manifestaba un mayor cambio. No obstante, en ambos casos se pudo comprobar
visualmente la disminucién de los niveles de grasa (Figura 64).
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Figura 64. BAT extraido de un raton de cada grupo del experimento. De }équie}dé a
derecha: grupo control, y ratones tratados con (+)-C75 y (+)-UB207.

Tras haber comprobado que los inhibidores de la CPT1 habian provocado una
disminucion de las grasas en el BAT, decidimos realizar un estudio mas profundo de la
expresion de diferentes genes involucrados en la regulacidn de este tejido para intentar
determinar si la pérdida de peso provocada por los compuestos podia ocurrir mediante
la activacidon de la termogénesis en este tejido.

Los resultados se muestran en la Figura 65:
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Figura 65. Cambios en los niveles de mRNA normalizados con el gen constitutivo (Hprt1)
enel BAT. n =7-8. *: p< 0,05, **: p< 0,01, ***: p< 0,001, ****: p <0,0001.

El primer gen analizado fue el correspondiente a la Ucp1. Encontramos una disminucion
significativa de los niveles de mRNA en los ratones tratados con (+)-UB207. Lo que
sugiere que la termogénesis no estaria activada a pesar de la disminucidn en el tamafio
y adiposidad observada en el BAT tal como muestra la Figura 64.

Las otras dos proteinas estudiadas fueron la monoglicerol lipasa (MGL) y la hormona
sensible a lipasa (HSL) dos enzimas clave en la degradacién de lipidos en todos los tejidos.
La HSL y la MGL catalizan la liberacién de acidos grasos de los triglicéridos. Los niveles
de mRNA para Hs/ estan aumentados con el tratamiento con el inhibidor (+)-UB207, sin
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embargo, este inhibidor disminuye los niveles de mRNA de Mgl sugiriendo que la
hidrdlisis de triglicéridos no seria total.

5.3 Discusion de los resultados bioldgicos

5.3.1 (#)-UB207 como inhibidor in vitro de la CPT1

El (+)-UB207 muestra la mejor actividad como inhibidor in vitro de la CPT1 hasta la fecha
en la familia de derivados del C75 sintetizados. La Unica diferencia estructural que existe
entre las dos moléculas es la distancia del grupo acido carboxilico al ciclo de la lactona
(Figura 66).
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Figura 66. Comparacion entre las estructuras del C75 y del (+)-UB207 donde se remarca
la mayor distancia entre el dcido carboxilico y la lactona en el caso del segundo.

Como ya se ha descrito en la introduccion, actualmente no se dispone de la estructura
cristalizada de la proteina para poder realizar el disefio éptimo de inhibidores. No
obstante, se ha realizado el estudio de docking de la estructura del C75-CoA en un
modelo bioinformatico de la CPT1A, que, aunque limitado, permite la obtencion de
informacidn util sobre la interaccion entre la molécula y la enzima. Este estudio reveld
gue el inhibidor ocupaba el espacio destinado a la L-carnitina, y que ademas el acido
carboxilico interactuaba con el residuo de histidina 473, responsable de la actividad
catalitica de la proteina. Se pudo comprobar, ademas, que el bolsillo era de un tamafio
lo suficientemente grande como para albergar grupos mas voluminosos,®? lo que llevé a
la sintesis de los derivados (+)-UB079 y (+)-UB001 de menor actividad que el C75.

Es posible que la mayor distancia existente entre la lactona y el -COOH favorezca el
mejor aprovechamiento del espacio destinado al sustrato de la enzima, generando una
mayor proximidad y mejor interaccion entre el grupo carboxilico y la histidina catalitica,
gue resulte en la mejor inhibicién del (£)-UB207 respecto al C75. No obstante, estas
afirmaciones no dejan de ser especulativas.

5.3.2 (+)-UB207 como inhibidor de la ingesta

El estudio sobre la ingesta realizado mediante la administracién ICV del (£)-UB207 y el
(+)-C75 en ratones ha permitido comprobar que ambos compuestos causan una
reduccidn significativa sobre la ingesta, aunque el efecto causado por el (+)-C75 es
mucho mas pronunciado. El mismo efecto se pudo comprobar tras la administracién IP
de los compuestos, que provocd una disminucion significativa de la ingesta a partir del
primer dia del experimento y se mantuvieron los efectos hasta el final.

Una posible explicacion a la diferencia de efecto de ambos inhibidores de la actividad
CPT1 podria ser la mayor dificultad de formacién del aducto -CoA, que ocurre
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espontdaneamente a nivel hipotaldmico tras la administracién del compuesto. Sin
embargo, durante la sintesis in vitro del (+)-UB207-CoA no aprecid ninguna diferencia
entre este y el C75-CoA por lo que probablemente la cinética de formacién del aducto -
CoA no sea responsable de la diferencia sobre su actividad bioldgica.

Por otro lado, descartamos la posibilidad de problemas de internalizacidn del (+)-UB207-
CoA por las neuronas, ya que la variacién estructural que supone la introduccién de un
grupo -CHz- no deberia afectar tan significativamente a las propiedades de distribucién
del compuesto comparado con el C75.

Finalmente, la teoria que nos parece mas plausible es la posibilidad de que los efectos
toxicos del C75 contribuyan decididamente al acusado descenso en la ingesta de los
roedores, debido al malestar generado por la administracion del compuesto. Durante el
desarrollo del experimento se pudo comprobar que los ratones tratados con el (+)-C75
presentaban signos de malestar animal como la piloereccion y encorvamiento y, ademas,
se encontraron restos de heces liquidas en el lecho de las jaulas, algo ya descrito con
anterioridad en la literatura.142143

Esto podria ser una explicacidon también para el hecho de que la administracién central
Unica del (+)-C75 provocara un descenso de 3 gramos de media en los roedores tratados
y del 20% del peso corporal en los ratones a los que se les administré el compuesto por
via IP.

Esta disminucidn, aunque puede estar favorecida por los efectos sobre la ingesta del
inhibidor de CPT1 a nivel hipotalamico, es posible que se deba en gran medida a la
deshidratacion de los ratones provocado por la disenteria en los ratones, hipdtesis que
se ve reforzada por la recuperacién del peso de los roedores a los 3 dias de la
administracion.

Actualmente no tenemos estudios suficientes para saber si la toxicidad del (+)-C75 es
debida a propio compuesto o a algin metabolito generado tras la administracién del
compuesto. Un posible candidato podria ser la estructura, ya descrita por Kamil, del (%)-
MLC2 (Figura 67) que se obtiene tras la internalizacién del doble enlace de la estructura
del C75.
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Figura 67. Estructura quimica del (+)-MLC2, surgida de la isomerizacion del doble enlace
del C75.

La actividad farmacoldgica de este compuesto se estudié in vitro, comprobando que
carecia de actividad inhibitoria de la CPT1, pero no se realizé ningun estudio en modelos
animales con el compuesto. Un posible experimento para analizar si la toxicidad del C75
surge de la formacidn de este compuesto, seria realizar la inyeccion central del (£)-MLC2
a los ratones y medir si existe también una disminucién de la ingesta y el peso, que no
vendria dada por la inhibicién de la CPT1, si no por efectos secundarios no deseados.
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5.3.3 Efectos del (+)-UB207 sobre la expresion génica en los tejidos

5.3.3.1 Hipotdlamo

El andlisis realizado gRT-PCR del hipotdlamo relevd que los ratones tratados con los
inhibidores de CPT1 tenian niveles de expresién mucho mds altos de los neuropéptidos
AgRP y NPY, asi como del factor de expresion FoxO1 que regula la biosintesis de estas
moléculas.

Debe considerarse la posibilidad de que estos niveles no sean consecuencia directa de
la inyeccion de las moléculas, si no un resultado indirecto. Se conoce que la
administracion central de este tipo de compuestos provoca un descenso de la ingesta
por inhibir la expresidon de estos neuropéptidos, pero para realizar esta comprobacion
se debe sacrificar a los animales a las pocas horas del tratamiento de los ratones.

Es muy posible que, al aislarse los tejidos tras 12 horas de la ultima inyeccion, los ratones
hayan recuperado los niveles de expresion de CPT1A normales, y las neuronas
compensen la falta de nutrientes de las ultimas horas con un aumento en los niveles de
sefializacion del apetito, algo que también se ha podido observar en roedores sometidos
a un régimen de ayuno.3>228

Por otro lado, se encontrd que los niveles de Vglut2 se encontraban disminuidos en el
tejido de los roedores tratados con ambos compuestos. Esta enzima se encarga del
transporte neuronal de glutamato, el neurotransmisor mas importante en el nucleo
arcuato del hipotdlamo donde se expresan las neuronas AgRP y NPY.??° Es posible que
el ayuno inducido farmacolégicamente por los inhibidores inyectados en los ratones
produjera una disminucion en los niveles de expresion de la proteina, atenuando la
activacioén de estas neuronas.

Hay que tener en cuenta a la hora de analizar los resultados que los niveles de RNA
mensajero de una proteina son una buena aproximacion al estudio de la expresion de
proteinas en los tejidos, pero puede no corresponderse con los niveles reales de
proteina ya que el mRNA tiene un tiempo de vida limitado en el citosol y fuera de esa
ventana puede arrojar resultados contrarios.

No puede descartarse que, de haber sacrificado a los animales antes, se hubieran
observado el aumento significativo como respuesta del organismo a la inhibicién de la
enzima.

Por ultimo, se encontrd un aumento en los niveles de Glut3 el, en el hipotdlamo de los
roedores tratados con ambos compuestos, mientras que los niveles de expresion del
Glutl solo se ven afectados en el caso del (+)-C75. Muy probablemente el ayuno
inducido por la inhibicion de la CPT1A en el hipotalamo haya provocado un aumento en
los niveles de los transportadores de la glucosa en las neuronas para compensar la falta
de nutrientes sufrida por los ratones.

5.3.3.2 Higado

En los genes relacionados con el metabolismo de la glucosa en higado se encontrd una
disminucion en los ratones tratados con el (£)-UB207 de los niveles de Pdk4, asi como
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un marcado aumento en los niveles de mRNA de la G6Pasa que convierte la glucosa-6-
fosfato en glucosa libre. Por ultimo, no se observaron cambios significativos en los
niveles de la Pepck, enzima clave en la gluconeogénesis. Estas evidencias en conjunto
sugieren una mayor exportacion de glucosa a la sangre por parte del higado, que puede
no estar mediada por una sintesis de novo de glucosa, mediante la activacion de otras
vias no estudiadas como la degradacidn del glucégeno hepatico.

El estudio de los genes relacionados con el metabolismo de los acidos grasos permitid
comprobar la disminucidn en los niveles de perilipina 2 (Plin2), proteina involucrada en
la regulacion del almacenamiento de grasas celulares mediante la estabilizacién por su
unién a las gotas lipidicas en el citosol, lo que hace pensar que en los roedores tratados
con el (+)-UB207 existe una mayor movilizacién de los acidos grasos y una disminucién
de gotas lipidicas.

Ademas, el estudio de los niveles de las enzimas relacionadas con la biosintesis del
colesterol revelé que ambos compuestos aumentaban significativamente los niveles de
MmRNA de Hmgcs2, encargada de la sintesis de cuerpos cetdnicos y que estaria de
acuerdo con una mayor movilizacidon de los acidos grasos provenientes de las gotas
lipidicas. Por otro lado, solo el (+)-C75 provocd un aumento significativo sobre la
Hmgcs1 y la Hmgcr, poniendo de manifiesto que solo en los ratones tratados con este
inhibidor se podria promover un un aumento en la sintesis de colesterol en el higado.
Por ultimo, se estudiaron los efectos de los inhibidores sobre la FAS, enzima ya tratada
ampliamente en apartados anteriores que se encarga de la biosintesis de acidos grasos,
encontrando que el nuevo inhibidor (+)-UB207 aumentaba significativamente su
expresion en el higado, sugiriendo que la degradacién y la sintesis de acidos grasos se
podria dar a la vez. La degradacion tendria el fin de proporcionar energia para el higado
y promover formacidén de cuerpos cetdnicos para dar energia al resto de tejidos y la
sintesis proporcionaria los acidos grasos suficientes para las estructuras de las
membranas celulares ricas en colesterol y otros lipidos.

El conjunto de estos resultados indica que el tratamiento con (+)-UB207 activaria genes
implicados en la movilizacion y sintesis de acidos grasos, asi como la exportacién de
glucosa por parte del higado. En cambio, el (+)-C75 tendria el mismo efecto sobre la via
de la glucosa, pero lleva asociado un aumento en la biosintesis del colesterol y no parece
activar la transcripcidn de FAS para la sintesis de acidos grasos.

5.3.3.3 Tejido adiposo marrén

El ultimo tejido en estudiarse fue el BAT, donde esperdabamos ver activacion de la
lipdlisis y termogénesis. Por un lado, encontramos que los niveles de mRNA de la Ucp1,
encargada de la generacidon de energia calorifica por disipacion del gradiente de
protones en la mitocondria, no se encontraban aumentados e incluso eran menores en
el caso de los ratones tratados con (+)-UB207.

No obstante, tal y como hemos comentado en este apartado, correlacionar los niveles
de mRNA con la cantidad total de proteina puede llevar a error, y muy probablemente
en caso de realizarse una cuantificacidon de la proteina total en el tejido mediante un
western blot, se podria apreciar un aumento en los niveles de Ucp1.
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Por otro lado, el tratamiento de los ratones con (+)-UB207 aumenté significativamente
los niveles de Hs/ mientras que los de Mgl se encontraban disminuidos, sugiriendo una
hidrdlisis parcial de los triglicéridos en el tejido adiposo marrén.

En resumen, el estudio de la actividad del (x)-UB207 ha permitido concluir que se trata
de un buen inhibidor de CPT1 con efectos sobre la ingesta y el peso de los roedores
cuyos efectos se mantienen en el tiempo. Comparado con el (+)-C75 los efectos del
nuevo inhibidor son menos agresivos, permitiendo un descenso del peso mas sostenible
y controlado, ademads de no manifestar los efectos adversos observados con el C75.

Un posible experimento para continuar explorando la capacidad terapéutica del (+)-
UB207 seria estudiar si en ratones con obesidad inducida por una dieta rica en grasas y
azUcares la administracion diaria del nuevo inhibidor seria capaz de mejorar su
condicién metabdlica y facilitar la pérdida de peso corporal.

Por otro lado, el estudio del hipotdlamo ha permitido comprobar que el (+)-C75 y el (+)-
UB207 han provocado cambios en el mismo sentido, demostrando que el mecanismo
de accién del (+)-UB207 es andlogo al del (+)-C75. Ambos inhibidores afectan a las
neuronas del hipotdlamo mostrando unos niveles aumentados de neuropéptidos
orexigénicos como el AgRP y NPY compatibles con un efecto rebote o adaptativo a un
estado de ayuno prologando en los roedores por efecto de estos inhibidores.

A nivel hepatico se ha podido observar que las moléculas aumentan la biosintesis de
acidos grasos y colesterol, asi como la exportacion de glucosa por el higado. No obstante,
no hemos determinado si se trata de efectos directamente provocados por la
administracion de los compuestos o si es la respuesta adaptativa al estado de baja
energia que se ha inducido en los ratones.

Por ultimo, se intentd analizar si la pérdida de peso de los roedores podia estar
acentuada por la activacién de la termogénesis en el BAT a través de la inhibicion de la
CPT1A hipotalamica. Para ello se estudiaron genes relacionados con la hidrélisis de los
triglicéridos y Ucpl. Los resultados obtenidos sugieren que no existe activacién de la
termogénesis en el tejido y, solo en el caso del (+)-UB207, se encuentra un aumento de
la degradacion no completa de los triglicéridos. No obstante, estos resultados surgen de
la interpretacién de los valores de mRNAs de unas proteinas reguladas por diferentes
mecanismos. Para obtener una vision mas completa de lo que estd ocurriendo en el
tejido se podria llevar a cabo la cuantificacién total de la proteina y medidas de la
actividad enzimatica.

En general, se ha podido determinar los efectos en el organismo de los roedores tras su
recuperaciéon de la administracién de los inhibidores de la CPT1. No obstante, si se
quiere profundizar en el mecanismo de accién de las moléculas y el efecto directo que
estas moléculas tienen sobre los tejidos, se deberia realizar el sacrificio de los animales
en las primeras horas tras la inyeccidén para que los niveles de mRNA sean una medida
mas precisa del nivel de expresidn de los genes estudiados.
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Paralelamente, se podrian llevar a cabo ensayos de actividad de las enzimas
involucradas en las rutas metabdlicas y cuantificar los niveles de proteina mediante
western blot para corroborar los resultados.
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6 Desarrollo de un nuevo ensayo de determinacién
de actividad de la CPT1
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6.1 Determinacion de la actividad de CPT1 in vitro
6.1.1 Precedentes bibliogrdficos

En los capitulos anteriores de la presente memoria se ha puesto de manifiesto la
importancia de la determinacién de la actividad de la CPT1, tanto para el estudio de su
papel bioldgico y efectos a nivel celular, como para el disefio y evaluacién de nuevos
moduladores enzimaticos (activadores o inhibidores).

Para poder determinar la actividad enzimatica se debe monitorizar la desaparicién del
sustrato o la formacién del producto. Dependiendo de la naturaleza de las moléculas
involucradas se pueden emplear técnicas para analizar la variacion en la concentracién,
como la determinacion espectrofotométrica, la titulacién (acido/base o redox) o incluso
la electroforesis.?30-233

En el caso de la CPT1 la reaccidn catalizada es la transformacién del palmitoil-CoA en
palmitoil-carnitina (Esquema 87).
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Esquema 87. Reaccion de formacion de la palmitoil-carnitina catalizada por la CPT1.

Pero tal y como se puede deducir de la estructura de los compuestos involucrados en la
reaccion, ninguno de ellos absorbe en el UV-Visible y la cuantificacién indirecta
implicaria la derivatizacion o la titulacidn de alguna de las moléculas, que se encuentran
formando parte de una matriz compleja que tendria que resolverse previamente.

Una forma de analizar la actividad CPT1 es la utilizacion de L-carnitina marcada con tritio
mediante el método radiométrico como se describe en el articulo de Morillas y col.?2
La principal ventaja del método radica en la posibilidad de separar los compuestos
aprovechando la diferente solubilidad de la L->H-Carnitina, soluble en agua, y la 3H-
Palmitoil-carnitina que es soluble en disolventes orgdnicos. La cuantificacidon del
producto formado se lleva a cabo por la medicion del centelleo (radiaciéon beta)
producido por el decaimiento radioactivo del tritio presente en la estructura del
producto en el disolvente adecuado, tal y como se muestra graficamente en el Esquema
88.
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Esquema 88. Determinacién de la 3H-Palmitoil-carnitina formada por la CPT1A mediante
medidas del centelleo producido por el decaimiento radioactivo del tritio.

Cuando la reaccion se lleva a cabo en las mismas condiciones (pH, temperatura,
cantidades de reactivos...) y el mismo tiempo, la cuantificacidn del centelleo producido
por la 3H-palmitoil-carnitina permite estimar la actividad de la CPT1 y ha sido el método
de eleccion para los estudios realizados por nuestro grupo hasta la fecha por su
fiabilidad y buenos resultados obtenidos.

No obstante, esta aproximacidn presenta una serie de problemas asociados al uso de
material radioactivo.

La primera desventaja es la capacidad limitada de adquisicién y almacenamiento de L-
3H-carnitina, cuya disponibilidad comercial ha disminuido en los Ultimos afios y cuya
estabilidad radioactiva y quimica limitan notablemente la vida util del compuesto, asi
como los limites impuestos por la normativa vigente en la cantidad de material
radioactivo que se puede adquirir.

Por otro lado, encontramos la gestion de los residuos, que al pertenecer a una categoria
de alto riesgo bioldgico requieren un tratamiento especifico y aislado de los residuos
convencionales para su correcta eliminacién, lo que encarece enormemente los costes
del ensayo.

Por ultimo, y no por ello menos importante, se encuentran los riesgos asociados a la
exposiciéon de material radioactivo por parte de los operadores, que, aunque se ven
enormemente reducidos mediante la formacion obligatoria recibida por la UB, no deja
exponer al usuario a pequefias dosis de radiacidn con los peligros para la salud que ello
conlleva.

Es por todo esto por lo que se decidié desarrollar un nuevo método no radiométrico
para la determinacién de la actividad de la enzima.
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6.1.2 Marcaje isotdpico no radioactivo

En los ultimos afos han aparecido multiples articulos donde se ha empleado la
cromatografia de liquidos de alta resolucidon acoplada a la espectrometria de masas
(HPLC-MS) en el estudio y desarrollo de nuevos inhibidores.?3423¢a principal ventaja de
esta metodologia es el aprovechamiento de las ventajas que surgen de la combinacién
de dos técnicas experimentales muy potentes; la cromatografia que permite la
resolucion de mezclas complejas, y el poder de determinacién y cuantificacidon de
sustratos por la espectrometria de masas.

Por otro lado, este método analitico ha sido ya empleado con éxito para determinar la
cantidad de acil-carnitinas en matrices bioldgicas complejas como células y tejidos,?3”~
240 por lo que Marc Reina, actual estudiante de doctorado del grupo, inicié el desarrollo
de un método de determinacion de la actividad de CPT1 basado en la cuantificacidén por
HPLC-MS de que se encuentra explicado con detalle en el apartado Experimental de la
tesis.

Para ello realizé una variacion del ensayo de actividad radiométrico reemplazando la L-
3H-carnitina por L-cartinina-d® los nueve hidrégenos de los tres grupos metilo se
encuentran substituidos por deuterio (Esquema 89).
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Esquema 89. Reaccién enzimdtica donde se emplea L-carnitina-d® en la que se basa el
nuevo ensayo de actividad de CPT1. Se destaca la estructura de la palmitoil-carnitina-d®,
sustrato cuantificado en el HPLC-MS.

En esencia, el método consiste en realizar la reaccién enzimatica en presencia de
carnitina deuterada con una cantidad conocida de proteina en el tampdn adecuado
durante 4 minutos a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo, la reaccién se detiene con
metanol a =20 °C, se centrifuga y se analiza el sobrenadante.

Para determinar la cantidad de palmitoil-carnitina-d® presente, se decidié utilizar un
palmitoil-carnitina natural como patrdén interno. Este patrdn tiene una doble funcion;
primero asegura que cada inyeccion en el HPLC-MS sea reproducible, y segundo,
permite cuantificar el analito. Para ello, se inyecta la muestra junto con una cantidad
conocida del patrén interno. Conociendo la concentracién del patron interno en la
mezcla y la proporcion de areas de los dos compuestos en el espectro de masas y
suponiendo un factor de respuesta idéntico para ambos, se puede calcular la
concentracion de analito en la muestra. Esta cantidad se utiliza para determinar la
actividad enzimatica, que se expresa en unidades de moles de palmitoil-carnitina
sintetizados por cantidad de proteina y unidad de tiempo.

Si comparamos el nuevo método con la determinacidon radiométrica de la actividad de
CPT1, aparte de poder prescindir del uso de carnitina radioactiva, encontramos otras
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ventajas. Primeramente, el uso de una columna de HPLC en el ensayo permitio
prescindir del paso previo de separacién de la palmitoil-carnitina con disolventes
organicos, inyectandose el sobrenadante de la reaccién directamente en el HPLC tras la
centrifugacién previa de las muestras.

Ademds, gracias a la mayor sensibilidad del HPLC-MS, se pudieron reducir también los
volumenes de reaccién para poder llevar a cabo cribados de inhibidores en placas de
cultivos celulares de 96 pocillos en un estilo high throughput, lo que supone una ventaja
considerable respecto al método radiométrico, que actualmente se lleva a cabo en
tubos individuales, tanto en la velocidad del ensayo como en el ahorro de reactivos que
una reduccién del volumen de reaccion supone (Figura 68).
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Figura 68. llustracion esquemdtica del nuevo método de determinacion de la actividad
enzimdtica por HPLC-MS.

Una vez desarrollado el concepto y puesto a punto la parte bioldgica, la aportacion de
esta tesis al desarrollo del método consistio en la optimizacidon y validacion en paralelo
mediante el bien establecido método radiométrico en diferentes muestras biolégicas.

6.1.3 Determinacion de actividad en extractos mitocondriales

6.1.3.1 Optimizacion y caracterizacion del método

Tras la comprobacién realizada por Marc Reina de que el método permitia la
determinacién de palmitoil-carnitina-d® formada por la CPT1 de extractos
mitocondriales de levaduras enriquecidos en CPT1A se pasé a optimizar el método.

Lo primero que se realizdé fue la adicidon de un paso previo de filtrado de la muestra
previo a la inyeccidn al HPLC-MS para evitar la saturacién y la obturacion de la columna,
asi como para eliminar posibles interferencias debidas a la matriz de la muestra bioldgica
gue pudieran reducir la reproducibilidad del método.

Para ello se adquirieron unas placas filtrantes de 96 pocillos que permitieran el filtrado
rapido de las muestras mediante centrifugacion, para no comprometer la capacidad de
realizar cribados high throughput de posibles inhibidores enzimdaticos. Se eligid un
modelo de placa con un filtro fisico de fibra de vidrio con un tamario de poro de 3,0/0,2
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um, suficiente para no dejar pasar restos celulares de gran volumen o agregados de
proteinas.

Una vez solucionado el problema del tratamiento de la muestra se pasé a optimizar el
gradiente de forma que se pudiera separar correctamente el analito del resto de la
matriz y caracterizar la sefial y el tiempo de retencion del mismo patrén interno vy el
mismo (Figura 69).
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Figura 69. Cromatograma de HPLC-MS una muestra de un ensayo realizado con
extractos mitocondriales enriquecidos en CPT1 (1 ug de proteina) tras el filtrado de la
muestra. Eje de las abscisas = tiempo (minutos), eje de las ordenadas = intensidad
relativa (%). Picos: 400,409 palmitoil-carnitina, 409,579, palmitoil-carnitina-d°.

El siguiente paso en la puesta a punto fue la caracterizacién de los parametros analiticos
del método analitico; los limites de deteccidén y de cuantificacion y la linealidad del
método.

El limite de deteccion (LOD) se define como la concentracién minima de analito que
genera una sefial analitica que es significativamente diferente de un blanco de pruebay
se puede diferenciar de la sefial de fondo. Por otro lado, el limite de cuantificacion (LOQ)
es la concentracién minima de analito que se puede cuantificar con una precisién y
exactitud aceptables. Matematicamente se definen como la concentracion cuya
relacién sefial/ruido (s/n) es de 3 y 10 respectivamente.

Para poder determinar estos dos parametros se realizaron diferentes inyecciones de
concentraciones decrecientes de palmitoil-carnitina y se midid la relacién de la altura de
las sefiales obtenidas en comparacion con la sefial de fondo del HPLC-MS.

Se encontraron un valor de 5 ng/mL para el LOQy de 0,5 ng/mL para el LOD, tal y como
se muestra en la Figura 70.
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Palmitoil-carnitina 5 ng/mL
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Figura 70. Cromatogramas de HPLC-MS. A. Palmitoil-carnitina (5 ng/mL), cuya s/n es
superior a 10 (LOQ). B. Palmitoil-carnitina (0,5 ng/mL), cuya s/n es aproximadamente de
3 (LOD). Eje de las abscisas = tiempo (minutos), eje de las ordenadas = intensidad relativa
(%). Picos: 400,431 palmitoil-carnitina. Altura calculada con Adobe Acrobat Reader con
una precision de 0,01 cm.

Paralelamente, realizamos un estudio sobre la linealidad del método para comprobar el
rango de concentraciones en la que la respuesta del HPLC-MS es proporcional a la
cantidad de analito presente en la muestra. Tal y como se muestra en la Figura 71, el
método es lineal desde 5 a 5000 ng/mL.
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Figura 71. Estudio de linealidad del método, representacion grdfica. Eje de las abscisas
= concentracion de palmitoil-carnitina (ng/mL), eje de las ordenadas = intensidad de drea

en unidades arbitrarias (U.A). r? = 0,9906, andlisis realizado por regresién lineal simple
utilizando el método de los minimos cuadrados.
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Marc Reina durante el desarrollo de su tesis ha podido comprobar que el analito es
estable hasta 36h después del ensayo a temperatura ambiente, permitiendo la
realizacion del ensayo y la medicidn del HPLC-MS en momentos diferentes.

6.1.3.2 Validacion de la determinacion de la actividad

Una vez caracterizado el método se decidid proceder a la validacidon de este mediante
la comparacién con el método radiométrico en la determinacidn de la actividad.

Para ello se decidié llevar a cabo el ensayo en paralelo con extractos mitocondriales
recién obtenidos del higado de ratdn, por ser este un tejido rico en CPT1A. Los ensayos
se pudieron llevar en paralelo gracias a la ejecucién de uno de ellos por Marc Reina.
Tras la verificacion de que no existia una diferencia significativa entre los valores
obtenidos mediante los diferentes métodos, se procedié a estudiar la capacidad del
nuevo ensayo para la determinacion de la actividad de extractos mitocondriales de otros
tejidos. Los resultados se resumen en la Figura 72.
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Figura 72. A. Comparacion entre la actividad de CPT1A determinada por el método
radiométrico y por HPLC-MS. B. Actividad de CPT1A determinada por HPLC-MS en
diferentes tejidos. Todos los ensayos se realizaron con extractos mitocondriales extraidos
inmediatamente tras el sacrificio de los animales. n > 3.

6.1.3.3 Estudio de inhibicion

Uno de los principales atractivos del nuevo método desarrollado seria la posibilidad de
llevar a cabo el cribado simultaneo de diferentes moléculas para poder realizar estudios
high throughput de las potenciales capacidades inhibitorias de CPT1 de los nuevos
compuestos.

Actualmente, la determinaciéon radiométrica de la actividad de CPT1 nos limita al analisis
del ICsp de un Unico compuesto por cada ensayo. Ademas, en caso de querer estudiar
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un rango de concentraciones que incluya 8 puntos, mas el triplicado de estos para
obtener la estadistica adecuada, se necesiten llevar a cabo 24 reacciones
independientes con su correspondiente extraccién y cuantificaciéon solo para un
compuesto.

La reduccidn del volumen conseguida en el método de HPLC-MS permite realizar las
reacciones en una placa de cultivos de 96 pocillos, que gracias al uso de una pipeta
multicanal permitiria realizar el estudio de hasta 4 moléculas diferentes en un mismo
ensayo.

Estas consideraciones nos llevaron a determinar los valores de ICso del C75-CoA y
malonil-CoA, ampliamente establecidos por el método radiométrico, y comprobar si
existian diferencias significativas entre los resultados obtenidos por ambos métodos
para establecer la robustez de estos ensayos. Se llevaron a cabo en paralelo junto a
Marc Reina.

Para ello se realizaron en paralelo los dos ensayos sobre extractos mitocondriales
enriquecidos en CPT1A de levaduras que sobreexpresan la proteina donde se incubaron
durante 1 minuto con concentraciones crecientes de los dos inhibidores. Los resultados
se encuentran representados en la Figura 73 como % de actividad enzimatica remanente
de la CPT1 respecto al control, donde no se aiadié inhibidor.
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Figura 73. Efectos sobre la actividad enzimdtica en extractos mitocondriales
enriquecidos en CPT1A. A, B. Determinacion de la inhibicion por malonil-CoA mediante
el método radiométrico y HPLC-MS respectivamente. C, D. Determinacion de la inhibicion
por C75-CoA mediante el método radiométrico y HPLC-MS respectivamente. Se
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representa el % de actividad enzimadtica tras el ensayo a concentraciones crecientes de
inhibidor. Cada ensayo se realizd por triplicado y el resultado se expresa como la media
+S.E.M.

Se obtuvo para el C75-CoA un valor de ICso de 1,1 uM para el ensayo de HPLC-MSy 1,1
UM para el radiométrico. Por otro lado, el malonil-CoA dio unos valores de 7,3 uM y 5,7
UM para el método HPLC-MS y radiométrico respectivamente.

Pudimos corroborar asi, que los métodos arrojan resultados concordantes y se pueden
utilizar indistintamente en la determinacion del ICso de posibles nuevos inhibidores de
CPT1A.

6.1.4 Ensayo en células

6.1.4.1 Estudio de la actividad

Esperanzados por los buenos resultados obtenidos con el nuevo método de HPLC-MS,
se paso a determinar la actividad de CPT1 en células.

Actualmente, cuando se habla de la actividad enzimdtica a nivel celular, los estudios se
refieren al ensayo realizado sobre los extractos mitocondriales de las mismas. El hecho
de aislar las mitocondrias supone la modificacién del entorno mitocondrial natural y la
disrupcion del complejo sistema metabdlico del que forman parte.?*! Es por ello por lo
gue, aunque se trata de una buena estimacién de los niveles de actividad de la CPT1, no
dejan de ser una aproximacion.

Ademads, el método de extraccion provoca la rotura de las mitocondrias y, la CPT2 que
de normal se encuentra aislada del citosol, queda expuesta a los reactivos del tampdn
de reaccién modificando los valores de actividad medidos. Este problema se soluciona
realizando el ensayo con o sin malonil-CoA, que inhibe selectivamente la CPT1,
permitiendo conocer la contribucion a la actividad de cada enzima.

La posibilidad de realizar el ensayo in vitro sobre las células directamente permitiria una
imagen mas real de los niveles de actividad de CPT1 y evitaria la necesidad de llevar a
cabo el ensayo en paralelo con malonil-CoA con el consecuente ahorro de reactivos y
tiempo.

El primer requisito para poder llevar a cabo el ensayo es conseguir que los reactivos
(palmitato y carnitina-d®) lleguen a la CPT1 que se encuentra en la membrana exterior
de la mitocondria.

Para ello, se necesitaria usar un agente permeabilizador de membranay, aunque existen
muchas opciones que permiten la disrupcion de la membrana celular, nos decantamos
por el uso de la digitonina, que se trata de un glucdsido que actia uniéndose a los
esteroles de membrana formando complejos estables que desestabilizan la bicapa
lipidica pero que no comprometen la integridad de las estructuras subcelulares como el
nucleo y las mitocondrias.?*?

Se decidié que la mejor opcion era afiadir la digitonina directamente al tampdn de
reaccion de CPT1 de manera que la permeabilizacién de la membrana y la realizacion
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del ensayo ocurrieran de manera simultanea sin necesidad de preincubar las células.
Para ello, Marc Reina llevé a cabo un estudio del tiempo de reaccién para determinar la
actividad enzimdtica cuyo resultado indicé que el mejor tiempo de incubacién era 4
minutos.

En este punto nos planteamos analizar si el uso de palmitoil-carnitina natural era
adecuado para la determinacion de la actividad de CPT1A en células, ya que como se ha
mencionado anteriormente existen varias publicaciones donde demuestran poder
cuantificar diferentes acil-carnitinas a partir de diferentes muestras bioldgicas y
qgueriamos analizar si la palmitoil-carnitina enddégena presente en las células podria
interferir con nuestros estudios.

Para ello llevamos a cabo un ensayo de actividad empleando palmitoil-carnitina-d® como
patron interno con el fin determinar si se podia observar la presencia de palmitoil-
carnitina natural tras la inyeccién de las muestras en el HPLC-MS trabajando en las
mismas condiciones en las que se habia llevado a cabo el estudio de permeabilizacion
con digitonina. El resultado se muestra en la Figura 74, donde se observa la ausencia del
pico m/z de 400 a 3,50 minutos asociado a la palmitoil-carnitina en el cromatograma.
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Figura 74. Cromatograma de una muestra del ensayo realizado con las células HepG2
permeabilizadas durante 4 minutos de reaccién empleando palmitoil-carnitina-d*> como
patrdn interno tras el filtrado. Eje de las abscisas = tiempo (minutos), eje de las
ordenadas = intensidad relativa (%). Picos: 403,465 palmitoil-carnitina-d®, 409,579,
palmitoil-carnitina-d®.

6.1.4.2 Inhibicion en células

Tras comprobar que el método era valido para la determinacién de la actividad de CPT1
en células vivas se decidid estudiar si la metodologia desarrollada permitiria observar la
disminucion de la actividad enzimatica en cultivos preincubados con inhibidores.

Esto permitiria por primera vez el estudio de la inhibicién de la CPT1 en células vivas y
supondria una enorme ventaja respecto al estudio farmacolégico en mitocondrias.
Como ya se ha comentado con anterioridad, aunque el aislamiento de estos organulos
permite obtener una buena estimacién de los niveles de actividad de la enzima, el
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estudio de su inhibicidn sin la modificaciéon de su entorno natural permitiria conocer
mejor la actividad de las moléculas estudiadas. Ademas, esta nueva metodologia
permitiria tener en cuenta, en etapas tempranas del desarrollo de farmacos, factores
celulares como la estabilidad metabdlica y la capacidad de internalizacion de los
compuestos, informacién valiosa que se pierde cuando se realiza el ensayo con extractos
mitocondriales.

Basandonos en el articulo de Assia Bentebibel et al.243 decidimos realizar un estudio de
inhibiciéon de la CPT1A en cultivos de la linea celular de hepatocarcinoma HepG2
preincubados durante 1y 2 horas con C75. Para ello se afiadié al medio de cultivo una
alicuota de C75 en DMSO (6 mM) de manera que la concentracidn final en el pocillo
fuera de 150 uM y el disolvente organico no superara el 2,5%.

Se emplearon dos controles en el ensayo, las células con solo medio de cultivo y células
a las que se afiadié DMSO a una concentracién final de 2,5% para comprobar si afectaba
a la actividad enzimatica. Los resultados se muestran en la Figura 75:
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Figura 75. Estudio de la inhibicion de la CPT1A con C75 (150 uM) con una concentracion
final de DMSO del 2,5% en la linea celular HepG2 permeabilizadas con digitonina. A.
Células incubadas durante 1h. B. Células incubadas durante 2 h. Se muestran los valores
de actividad individuales (puntos) y la media (barras) a diferentes tiempos de reaccion.
n=2. *p<0,05.

Como se puede comprobar el C75 provoca un descenso significativo de la actividad de
la CPT1A, pero la presencia de un 2,5% de DMSO parece interferir con el correcto
funcionamiento de la enzima, ya que, aunque no sea significativo se puede apreciar un
descenso de la actividad de las células incubadas con el disolvente organico.
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Cuando se intentd llevar a cabo la inhibicién sin DMSO no se observé una disminucién
de la actividad enzimatica, lo que planteaba dos posibilidades; que el experimento no
estuviera funcionando y la disminucion de la actividad fuera causa del DMSO, o que el
C75 no fuera lo suficientemente soluble en el medio de cultivo por su caracter lipofilico.

Para resolver la duda decidimos llevar a cabo el estudio con etomoxir que es soluble en
medio acuoso. Para ello se llevé a cabo una incubacién de las células con el inhibidor y
sin inhibidor como control negativo.
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Figura 76. Estudio de la inhibicion de la CPT1A en la linea celular HepG2 permeabilizada
con digitonina tras la incubacion con etomoxir (150 uM) durante 1y 2 horas. Se muestran

los valores de actividad individuales (puntos) y la media (barras) a diferentes tiempos de
reaccion. n > 3. ****: p < 0,0001.

Tal como muestra la Figura 76, el estudio demuestra que el etomoxir consigue disminuir
la actividad de la CPT1 en las células hepaticas a un 20% de su valor original sin
diferencias significativas entre la incubacion durante 1y 2 h. Los resultados ponen de
manifiesto que los problemas encontrados con el C75 responden a la naturaleza
insoluble del compuesto y no a una problematica de la nueva metodologia, ya que esta
ha demostrado tener la capacidad de cuantificar de esta disminucién de la actividad sin
necesidad de realizar el aislamiento de las mitocondrias celulares.
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6.1.4.3 Estudio de las condiciones metabdlicas

Por udltimo, Marc Reina intentd estudiar la posibilidad de detectar diferencias en la
actividad de CPT1 celular en respuesta a cambios en la composicion del medio celular.

Para ello cambié el medio de cultivo alto en glucosa (25 mM) de la linea celular C2C12,
de mioblastos de ratén, a un medio 5 mM en glucosa con el fin de simular un estado
fisiolégico de ayuno e incubd las células durante 1 h. Al llevar a cabo el ensayo pudo
demostrar un aumento significativo en la actividad de la CPT1A de las células en el medio
5 mM en glucosa directamente con las células permeabilizadas sin llevar a cabo la
extraccion de mitocondrias.

En definitiva, se ha podido comprobar la capacidad del nuevo método para determinar
los niveles de actividad de CPT1 en células vivas sin necesidad de llevar a cabo el
aislamiento de las mitocondrias, asi como la capacidad de medir cambios en la actividad
enzimatica en respuesta a factores externos como la presencia de inhibidores de la CPT1.
Se continua trabajando en el tema que puede cambiar el panorama de la determinacién
de la CPT1 en el futuro.
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7 Resumen y conclusiones
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Alo largo de la presente Tesis se ha descrito en detalle la obtencidon de varios derivados
de C75 y de (—)-UB006 con distintas modificaciones estructurales, asi como el estudio
de su actividad biolégica como potenciales inhibidores de la CPT1 y de la FAS
respectivamente.

El primer capitulo trata de la obtencién de diferentes derivados hidroxilados del (-)-
UBOO6 con estructura de lactona y lactama, donde el grupo -OH se encuentra
directamente unido al ciclo de cinco carbonos (Figura 77).

HO,

0 o
O (o-uBo10  Cetir” © (4)-UB011

HO ,L_ﬁ Iﬁ
CgH CgH
T{:O g7 8hl17 |
o]

HO,,

CgH17

N

CgHi? N Ph

gH17 Mo 77/
UBO015 0]

Ph

(+)-UB013 cis-(+)-UB013
Figura 77. Estructura de los derivados de UBOOQ6 sintetizados en el primer capitulo.

Para ello desarrollamos una nueva metodologia sintética que permitia la hidroxilacion
del compuesto sin comprometer la estabilidad del doble enlace exociclico, los
compuestos se obtuvieron, en lineas generales, mediante una condensacion de tipo
Barbier seguida de una una oxidacién alilica con SeO, asistida por microondas, tal y
como se encuentra resumido en el Esquema 90.
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R = N-Me
R = NHCOPh

Esquema 90. Procedimiento general de obtencion de los derivados hidroxilados de
UBO0Oe6.

Por desgracia, el estudio farmacolégico de las nuevas estructuras reveld una
disminucion de la actividad citotdxica de las lactonas (+)-UB010 y (+)-UB011 respecto al
(—)-UB006. Lo mismo ocurrid con las estructuras de tipo lactama de los compuestos
UB015, (+)-UB013 y cis-(+)-UB013, aunque sorprendentemente la actividad de los dos
ultimos fue superior a la de los analogos de tipo lactona.

En el capitulo 2 se intentd la sintesis de diferentes compuestos derivados del C75
sustituyendo el oxigeno por azufre y nitrégeno, con el fin de descubrir cémo afectaba el
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cambio a su actividad bioldgica y, en el caso de las lactamas, contar con un punto extra
de funcionalizacién en la estructura (Figura 78).
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Figura 78. Estructura de las moléculas que se intentaron desarrollar durante el capitulo

dos (en gris) y estructura del nuevo SC75 (en negro).

En el caso del (+)-UB019 se abordd la sintesis mediante diferentes aproximaciones, pero
siempre en base al uso del reactivo de Lawesson para la introduccién del atomo de
azufre en el grupo acido carboxilico. No obstante, en ningun caso se pudo obtener el
compuesto, muy probablemente por la extrema sensibilidad de los grupos tioacido y
metileno exociclico en la estructura del compuesto.

Paralelamente se intentaron obtener sin éxito los compuestos (+)-UB020 y SC75
mediante una sintesis convergente con el intermedio comun (+)-25 (Esquema 2):
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Esquema 91. Intento de sintesis de los compuestos SC75 y (+)-UB020 a partir del
intermedio comun (+)-25.

En el estudio se hizo patente la sensibilidad de estos derivados frente a las condiciones
de hidrdlisis y metilenacion.

Finalmente, la manera de obtener el SC75 fue replicar la sintesis descrita por Wang y
col.,’® o que nos permitié obtener el compuesto y estudiar su actividad bioldgica como
inhibidor de la CPT1 y como agente citotéxico, aunque los resultados fueron
considerablemente peores que los obtenidos con el (+)-C75.

Por otro lado, se trabajé en el desarrollo de una metodologia sintética que permitiese la
obtencién de una lactama derivada del C75 con un sustituyente electronegativo sobre
el dtomo de nitrégeno que aumentara la electrofilia del metileno exociclico. No obstante,
cuando se intentd la metilenacion del intermedio avanzado (Figura 79) no se consiguié
aislar el producto deseado, probablemente fruto de la inestabilidad del grupo benzoilo
en las condiciones de reaccidon empleadas.
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Figura 79. Estructura del intermedio avanzado obtenido en el intento de sintesis de (+)-
UBO021.

CgH17

Por supuesto, podria intentarse aproximaciones alternativas en las que en la proteccion
del nitrégeno se utilizara un grupo funcional mas robusto para la posterior metilenacién
de la lactama.

En el capitulo 3 se llevd a cabo satisfactoriamente el desarrollo de una nueva
metodologia sintética (Esquema 92) para la obtencién del derivado (+)-UB207,
preparado originalmente por Kamil durante su tesis, y cuyo potencial farmacoldgico
como inhibidor de la CPT1A es prometedor.
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Esquema 92. Ruta para la obtencion del (+)-UB207.NO REPETEIXIS EL COMPOST 42

La estrategia de sintesis se basé en la obtencién del intermedio 41 que cuenta con un
acido carboxilico en la posicién a respecto al carbonilo de la lactona, y que permite la
metilenacién directa empleando PFA en medio basico. En contraposicion, la
metodologia clasica que emplea MMC suponia la obtencién de la impureza (+)-UB207b
(Figura 80) tras reaccionar este con la posicion contigua al acido carboxilico del
intermedio (+)-39 (Figura 80).
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Figura 80. Estructuras del intermedio (+)-39 y del subproducto obtenido de la
metilenacidon del mismo empleando MMLC.
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Tras la obtencion del compuesto con la pureza adecuada se intentd la resolucion de los
estereoisomeros mediante la derivatizacidon del compuesto con diferentes auxiliares
quirales (la oxazolidinona de Evans o un alcohol propargilico) seguida de separacién por
métodos cromatograficos. Este esfuerzo resultd infructuoso quizas en buena parte
debido a la pequefia escala con la que trabajabamos y también a la sensibilidad
inherente del doble enlace exociclico.

Es por ello por lo que decidimos realizar el estudio de las pruebas bioldgicas del
compuesto con la mezcla racémica, obteniendo un valor de ICso para la inhibicion de la
CPT1A de 0,46 £ 0,11 uM.

Se llevaron también a cabo 2 experimentos con ratones:

En el primero de ellos se realizé una Unica administracién de los compuestos via ICV,
donde se pudo demostrar el descenso de la ingesta producido por el (£)-UB207 cuyos
efectos desaparecen antes de las primeras 24 h después del tratamiento. Paralelamente
se estuvieron los efectos del (+)-C75, comprobandose que la disminucidn en la ingesta
de la ingesta fue mucho mas agresiva que en el caso del otro compuesto, y fue
acompafada de una marcada disminucién del peso corporal.

El siguiente experimento tuvo una duracién de 3 dias durante los cuales se llevd a cabo
la administracion IP de los inhibidores durante 3 dias y se monitorizé el descenso de la
ingesta y del peso de los roedores, demostrando de nuevo la capacidad del (+)-UB207
para disminuir la ingesta de los ratones acompafiada de un ligero descenso del peso
corporal. Por otro lado, el (+)-C75 también disminuyé la ingesta de los roedores y
provocd un dramatico descenso del peso corporal, posiblemente por efectos
secundarios del tratamiento que provocaba disenteria en los animales.

Paralelamente al analisis de la ingesta y la variacidén de peso, se llevd a cabo un estudio
de la expresién génica de los tejidos de los ratones tratados del segundo experimento
tras su sacrificio. Estudiamos los efectos sobre el hipotalamo, higado y tejido adiposo
marrén, lo que nos permitio comprobar que, aunque los dos farmacos actuan inhibiendo
la CPT1A parecen haber pequefias diferencias en sus efectos sistémicos.

En el ultimo capitulo hemos colaborado en el desarrollo, junto a Marc Reina, de un
nuevo método de determinacién de la actividad de CPT1 que se basa en el marcaje
isotopico con deuterio en la carnitina y la cuantificacién mediante HPLC-MS de la
palmitoil-carnitina-d® formada por la enzima segun la reaccidn (

Esquema 93):
DsC cp,
Q CD, OH O 0 Nep
Coo )J\S/COA + D3C\N+3? m 8
15773 D,C” on CisHa” O
Palmitoil-CoA L-Carnitina-d® 0" O | paimitoil-carnitina-d®°
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Esquema 93. Reaccién catalizada por la CPT1A de conversién de L-carnitina-d° en
palmitoil-carnitina-d°, sustrato que cuantificamos por HPLC-MS.

El principal atractivo de este nuevo ensayo radica en que se puede prescindir del uso de
compuestos radioactivos y que permite la reduccidn de la escala hasta el punto de poder
realizar hasta 96 reacciones en un solo ensayo, lo que permitiria la realizacion del
cribado de compuestos high-throughput. Ademas, esta nueva aproximacidon ha
permitido estudiar por primera vez la actividad CPT1A en células vivas sin necesidad de
llevar a cabo una extraccion mitocondrial previa, mediante la permeabilizacién de las
membranas empleando digitonina.

Esto nos permite obtener unos valores de actividad mas cercanos a los reales, pues se
reduce enormemente el impacto sobre la actividad de la enzima que conlleva la
manipulacion de la proteina.
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Del presente trabajo podemos derivar las siguientes conclusiones:

e Elcompuesto (—)-UB006 ha demostrado ser el mds activo de la serie de derivados
hidroxilados del C75 ensayados, probando que la distancia 6ptima entre el ciclo
de la lactonay el grupo hidroxilo es de un metileno.

e Hemos podido comprobar que los compuestos hidroxilados de tipo lactama
presentan una buena actividad citotéxica frente a las OVCAR-3, y suponen la
introduccidn de un punto extra de funcionalizacién en su estructura que puede
permitird en un futuro la exploracion de nuevos derivados nitrogenados de C75
contra el cancer.

e Se ha demostrado que el SC75 no es un buen candidato como inhibidor
enzimatico de la FAS y de la CPT1A. Asimismo, hemos podido comprobar la
dificultad de sintesis de nuevos derivados con azufre del C75 debido a la extrema
sensibilidad de los grupos funcionales presentes en sus estructuras.

e Se ha podido desarrollar una nueva ruta sintética para la obtencion del (t)-
UB207 que permite su sintesis con elevada pureza.

e Hemos estudiado la actividad bioldgica del (+)-UB207 demostrando su capacidad
de inhibicién de la ingesta en ratones cuando se administra via ICV o IP. En este
ultimo caso, ademas, lleva asociada una ligera disminuciéon del peso de los
roedores que lo convierten en un buen candidato para realizar estudios del
tratamiento de la obesidad en modelos animales.

e Se ha comprobado que el tratamiento de los roedores con (+)-C75, un potente
inhibidor de la ingesta conlleva una pérdida de peso extrema en los animales
probablemente debida a la deshidratacién de los animales por la diarrea que
este compuesto provoca. Esto valoriza la importancia de haber encontrado un
inhibidor como el (+)-UB207 que, a priori, no parece producir estos efectos
indeseados.

e Se ha podido realizar un estudio la expresion de diferentes genes en hipotalamo,
higado y tejido adiposo marrdn, permitiendo ampliar el conocimiento sobre los
efectos que producen los inhibidores de CPT1A a nivel cerebral y sistémico. Se
demostrd asi que, aunque el mecanismo de accién es el mismo, parecen existir
pequefias diferencias entre el (+)-UB207 y el (+)-C75, como es el caso de sus
efectos sobre la biosintesis de colesterol en el higado.

e Hemos colaborado en el desarrollo de un nuevo método de determinacion de la
actividad de CPT1 pudiendo prescindir del uso de compuestos radioactivos y
escalando el ensayo hasta el punto de poder realizar cribados de potenciales
inhibidores de la enzima en un estilo high-throughput.

145



e Este mismo método ha demostrado ser capaz de determinar, por primera vez, la
actividad de la enzima en células vivas mediante la permeabilizacién de su
membrana durante la realizacién del experimento.
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8 Experimental
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8.1 Procedimientos de sintesis quimica

8.1.1 Instrumentacion, disolventes y técnicas

Los disolventes utilizados en las reacciones se han purificado y secado segun las técnicas
rutinarias, mientras que los empleados en las cromatografias en columna, filtraciones y
otros métodos de purificacion se han destilado o bien se ha utilizado directamente el
comercial cuando su pureza lo ha permitido.

Las cromatografias de capa fina (CCF) se han llevado a cabo utilizando placas analiticas
de gel de silice de 0,2 nm de grosor (F254 Merk), y los eluyentes empleados se indican
en cada caso. Como reveladores se han utilizado disoluciones acidas de permanganato
potdsico, acido fosfomolibdico y luz UV (259 y 366 nm). Los factores de retencion (Rf)
son aproximados.

Las cromatografias en columna se han realizado empleando la técnica de media presion
(flash) de gel de silice con un tamafio de particula de 0,040-0,063 mm. Los eluyentes
empleados se indican en cada caso.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de *H (300 MHz) y 3C (75 MHz)
se han registrado en un aparato Varian 300 Unity Plus. Los espectros de *H (400 MHz) y
de 13C (100 MHz) se han registrado en un aparato Mercury 400. Se han empleado como
disolventes el CDCl3, CD30D, DMSO y D,0, y como referencia tetrametilsilano (TMS). Las
constantes de acoplamiento (J) se dan en Hz, los desplazamientos en partes por millon
(ppm), y las multiplicidades de las sefiales se indican con las siguientes abreviaturas: s
(singulete), d (doblete), t (triplete), c (cuadruplete), g (quintiplete), m (multiplete), sa
(singulete ancho). Los sistemas complejos se describen como una combinacién de las
abreviaturas indicadas: dd (doble doblete), dt (doble triplete), etc...

Los espectros de infrarrojo (IR) se han registrado en un aparato Nicolet 6700 Thermo
Scientific. En la caracterizacién de los compuestos sélo se indican las absorciones en
cm™! mas significativas.

Las rotaciones especificas se han determinado en un polarimetro Perkin-Elmer 241 Mc
empleando la longitud de onda correspondiente a la linea D del sodio (598 nm) a
temperatura ambiente, y la concentracion y el disolvente utilizados se especifica en cada
caso.

Los espectros de masas de alta resolucidon se han realizado en un aparato Agilent
LC/MSD-TOF G1969A con ionizacién por electroesprai (ESI+) como técnica de
fragmentacion (voltaje del capilar 4 kV, fragmentacion a 175,0 V, temperatura del gas
325 °C, gas de nebulizacién N, a 15 psi) en los Serveis Cientificoécnics de la Universitat
de Barcelona (STC-UB). Los andlisis de HPLC se han realizado en un cromatografo
Shimadzu SPD-20A con detector UV/VIS. Los disolventes empleados se indican en cada
caso.
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8.1.2 Sintesis de las moléculas orgdnicas

8.1.2.1 (E)-Dodec-3-enoato de etilo (5)

Una mezcla de decanal (1,5 mL, 8,0 mmol), malonato de monoetilo (0,94 mL, 8,0 mmol)
y trietilamina (2,7 mL, 19 mmol) se calenté durante 12 horas a 95 °C. La mezcla de
reaccion se dejo enfriar y se vertid sobre una disolucidn acuosa al 20% de H,SO4 (30 mL)
a0°C.

La fase orgdnica se separd y la fase acuosa se extrajo con DCM (3x10 mL). Las fases
orgdnicas se juntaron, se lavaron con una disolucién acuosa saturada en NaCl (salmuera,
3x5 mL), se secaron con MgSQO; vy tras la filtracién el disolvente se elimind a presion
reducida en el rotavapor, obteniéndose el producto en forma de aceite incoloro (1,725
g, 95%).

Rf = 0,45 (hexano/AcOEt, 95:5).

1H RMN (400 MHz, CDCl3) 6 5,62 — 5,47 (m, 2H), 4,14 (qd, J =

7,2,1,3 Hz, 2H), 3,01 (d, /= 6,2 Hz, 2H), 2,02 (g, J = 6,2 Hz, 2H),

1,40-1,22 (m, 15H), 0,88 (t, / = 6,6 Hz, 3H).
CSHw/\/\COZEt 13C RMN (101 MHz, CDCls) 6 172,3, 134,9, 121,7, 60,6, 38,3,

32,6, 32,0, 29,6, 29,4, 29,3, 22,8, 14,3, 14,2.

IR 2955, 2923, 2853, 1736.

HRMS (ESI+) calculado CisH»;0, [M+H]* = 227,2006

encontrado = 227,2010.

8.1.2.2 cis-(£)-3,4-Dihidroxidecanoato de etilo (4)

Una mezcla del alqueno 5 (250 mg, 1,04 mmol), N-6xido de N-metilmorfolina (396 mg,
3,88 mmol), metanosulfonamida (123,7 mg, 1,3 mmol) y K;0s04-H,0 (10% mmol) se
disolvié en una mezcla de tert-butanol/agua (1:1, 9 mL) y se dejo agitar a temperatura
ambiente durante 16 h. Una disolucion acuosa de Na;SOs (15%en peso, 8 mL) se afiadié
a la mezcla de reaccidn y se extrajo con tert-butil metil eter (3x10 mL). La fase orgdnica
se lavd con salmuera (2x10 mL), se secé con MgS0, se filtrd y se evapord en disolvente
en el rotavapor, obteniéndose transparente (201 mg). El crudo se purificd por
cromatografia de columna (gel de silice, hexano/AcOEt 9:1 a 7:3, elucion por gradiente).
Se aisld el compuesto como un aceite transparente (61,5 mg, 23%).

Rf = 0,16 (hexano/AcOEt, 7:3).

1H RMN (400 MHz, CDCI3) & 4,18 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 3,88 (ddd,

J=8,5,4,4Hz, 4,2 Hz, 1H), 3,44 (q, /= 5,6 Hz, 1H), 2,64 — 2,48
OH (m, 2H), 1,54 — 1,45 (m, 3H), 1,33 — 1,22 (m, 14H), 0,88 (t, J =

6,6 Hz, 3H).
CBHW/'\AACOZE‘ 13C RMIN (101 MHz, CDCls) 6 173,1, 73,7, 70,5, 60,9, 38,1, 33,4,
O  319,29,6,29,5,29,72, 25,6, 22,6, 14,1, 14,1.
IR 3327, 2952, 2913, 2847, 1731.
HRMS (ESI+) calculado para CiaH2904 [M+H]* = 261,2060
encontrado = 261,2064.
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8.1.2.3 (+)-4-Hidroxi-5-octildihidrofuran-2(3H)-ona (3)

El diol (+)-4 (500 mg, 2 mmol) se disuelve en metanol (50 mL) junto a K,COs3 (1,38 g, 10
mmol) y la mezcla se dejé agitar a temperatura ambiente durante 2 horas. Se aiflade una
disolucidon acuosa 2M de HCl hasta pH 2 y la disolucion resultante se extrae con acetato
de etilo (AcOEt). La fase organica se lava con salmuera (2x5 mL), se seca con MgSQO4 y se
filtra. El disolvente se elimina a presidn reducida con el rotavapor obteniéndose el
compuesto como un aceite incoloro (209 mg, 49%).

La lactona (+)-3 también se obtiene como producto en la dihidroxilacidon del compuesto
5. Se puede aislar mediante la cromatografia de columna (ver sintesis anterior)
obteniéndose la lactona como un aceite incoloro (48%).

Rf = 0,08 (hexane/AcOEt, 7:3).
1H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7,65 — 7,37 (m, 10H), 4,45 (q, J =
4,0 Hz, 1H), 4,23 (dt, J = 8,8, 4,0 Hz, 1H), 2,41 — 2,38 (m, 2H),
1,40-1,21 (m, 14H), 1,08 (s, 9H), 0,89 (t, / = 6,7 Hz, 3H).
G 13C NMR (101 MHz, CDCl5) 6 176,0, 85,0, 69,0, 39,5, 31,8, 29,5,
CgH17 (+ 29,4, 29,2, 28,2, 25,5, 22,6, 14,1.
IR 3489, 2996, 2918, 2841, 1734.
HRMS (ESI+) calculado para Ci2H2303 [M+H]* = 215,1642
encontrado = 215,1645.

HO,

8.1.2.4 (+)-7-Metilen-4a-octiltetrahidro-6H-furo[3,2-d][1,3]dioxin-6-ona (+)-UB009

La lactona (%)-3 (116 mg, 0,58 mmol) se disuelve en THF (2,3 mL) y se enfria a 0 °C. Se
afiade la LIHDMS 1M en THF (2,7 mL, 2,6 mmol) y se deja agitar durante 1 ha 0 °C. Se
deja que la mezcla de reaccion alcance temperatura ambiente y se afade el 2,2,2-
trifluoroacetato de 2,2,2-trifluoroetilo (0,16 mL, 1,28 mmol) y se agita durante 1 h. Se
afiade agua (10 mL) al medio de reaccién y se extrae con DCM (3x10 mL). Las fases
organicas combinadas se lavan con salmuera (10 mL) y se secan con MgSQOa. Tras el
filtrado, el disolvente se elimina en el rotavapor y se guarda el crudo a -20 °C.

Al dia siguiente se afade tolueno (23 mL) junto a éter corona 18-crown-6 (34,8 mg, 0,12
mmol), K2CO3 (232 mg, 1,16 mmol) y paraformaldehido (638 mg, 21,25 mmol). La mezcla
resultante se agita durante 2 h a 80 °Cy luego a 100 °C durante dos horas mas. Se deja
enfriar a temperatura ambiente y se afiade agua. Se extrae con DCM (3x20 mL), se seca
la fase organica con MgSOs vy tras el filtrado y la evaporacion del disolvente en el
rotavapor se obtiene el producto en forma de un aceite amarillo (107 mg, 74%).
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Rf = 0,55 (hexane/AcOEt, 7:3).

1H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 6,47 (d, J = 1,6 Hz, 1H), 5,96 (d, J
= 1,6 Hz, 1H), 4,93 (d, J = 5,4 Hz, 1H), 4,75 (d, J = 5,4 Hz, 1H),
4,61 (t,J=1,6 Hz, 1H), 4,02 (d, J = 12,7 Hz, 1H), 3,81 (d, /= 12,7

ro Hz, 1H), 1,70 -1,52 (m, 2H), 1,49 — 1,38 (m, 1H), 1,38 — 1,20
0 © (m, 11H), 0,88 (t, J = 6,7 Hz, 3H).
C S 13C NMR (101 MHz, CDCls) 6 168,3, 135,7, 126,8, 89,7, 80,2,
8M17 (2)

75,5, 69,2, 36,1, 31,9, 29,9, 29,4, 29,3, 22,7, 22,4, 14,2.

IR 3014, 2929, 2904, 1757.

HRMS (ESI+) calculado para CisH2404 [M+H]* = 269,1759
encontrado = 269,1843.

8.1.2.5 cis-(£)-4-((tert-Butildifenilsilil)oxi))-5-octildihidrofuran-2(3H)-ona (6)

El alcohol (%)-3 (100 mg, 1,0 mmol) se disuelve en DCM (0,1 mL) junto a TBDPSCI (0,15
mL, 1,2 mmol) e imidazol (38,1 mg, 1,2 mmol). La disolucidn resultante se deja agitando
a temperatura ambiente durante 16 h. Se aflade agua (5 mL), se separan las fases y la
fase acuosa se extrae con DCM (3x5 mL). Las fases organicas se juntan, se lavan con
salmuera (10 mL) y se secan con MgSQ0.. Se filtra y se elimina el disolvente a presion
reducida, obteniéndose un aceite incoloro (199 mg).

El crudo se purifica por cromatografia de columna (gel de silice, hexano/AcOEt 9:1),
obteniéndose el compuesto en forma de aceite incoloro (142 mg, 67%).

Rf = 0,52 (hexano/AcOEt 7:3).

1H NMR (400 MHz, CDCls) & 7,65 — 7,37 (m, 10H), 4,45 (q, J =
4,0 Hz, 1H), 4,23 (dt, J = 8,8, 4,0 Hz, 1H), 2,41 — 2,38 (m, 2H),
1,40 — 1,21 (m, 14H), 1,08 (s, 9H), 0,89 (t, J = 6,7 Hz, 3H).

TBDPSO, 13C NMR (101 MHz, CDCls) § 175,3, 135,8, 135,7, 134,8, 133,1,
O 132,5, 130,2, 130,1, 129,6, 127,9, 127,9, 127,7, 85,0, 70,7,
CeHy” © @ 39,0, 31,8, 30,9, 29,5, 29,4, 29,2, 29,0, 26,8, 26,5, 25,6, 22,6,

- 19,3, 14,1.

IR 3066, 3047, 3012, 2955, 2917, 2847, 1958, 1898, 1763.
MS (ESI+) calculado para CysHsoO3Si [M+H]* = 453,2747
encontrado = 453,28.

8.1.2.6 Intento de sintesis de la cis-(+)-4-((tert-Butildifenilsilil)oxi))-5-octildihidrofuran-
2(3H)-ona-3-d

TBDPSO
@)

CgHy7 O(+)

La lactama (%)-6 (20 mg, 0,04 mmol) se disuelve en THF anhidro (0,24 mL) bajo atmdsfera
de N,y se enfria la disolucion a 0 °C con un bafio de hielo. Se afhade gota a gota la LIHDMS
1M en THF (280 puL, 0,28 mmol) y se deja reaccionar durante 1h.

Se afiade D;0 (1 mL) y se extrae con AcOEt (3x2 mL). Se lava con salmuera (5 mL) y se
seca la fase orgdnica con MgSQs, se filtra y se evapora el disolvente a presidn reducida.
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Se obtienen un aceite amarillento (33 mg) que no se corresponde con el producto
esperado.

8.1.2.7 (%)-2-(2,2-Dimetil-5-octil-1,3-dioxolan-4-il)acetato de etilo (9)

El dialcohol (+)-4 (100 mg, 0,38 mmol) se disuelve junto al 2,2-dimetoxipropano (51,87
mg, 0,5 mmol) y p-TsOH (7,3 mg, 0,04 mmol) en DCM (0,4 mL). La mezcla se deja
reaccionar a temperatura ambiente durante 16 h. Se afiade una disolucion saturada
acuosa de NaHCOs (5 mL) y se separan las fases. La fase acuosa se extrae con DCM (3x10
mL) y el conjunto de las fases orgdnicas se seca con MgSQ0,, se filtra y se evapora el
disolvente en el rotavapor, obteniéndose un aceite incoloro (123 mg).

El crudo se purifica por cromatografia de columna (gel de silice, hexano/AcOEt, 7:3,
elucidn isocratica) y se obtiene el producto como una mezcla de los productos (+)-9 y
(£)-9b de proporcion 3:1 (65 mg, 65%).

Rf = 0,75 (hexano/AcOEt, 8:2).
'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 4,17 (g, J = 7,1 Hz, 2H), 4,08 — 3,99
(m, 1H), 3,75 — 3,64 (m, 1H), 2,64 — 2,47 (m, 2H), 1,66 — 1,20
X (m, 23H), 0,85 (t, = 6,6 Hz, 3H).
o) 13C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 168,2, 126,6, 89,6, 80,0, 77,3,
. 77,0, 76,7, 75,4, 69,0, 36,0, 31,8, 29,7, 29,2, 29,1, 22,6, 22,3,
CeHiz  “—CO,Et  14,1.
() IR 2980, 2923, 2854, 1740.
MS (ESI+) calculado para CizH330s [M+H]* = 302,2300
encontrado = 302,22.

)

8.1.2.8 (+)-2-(2,2-Dimetil-5-octil-1,3-dioxolan-4-il)acetato de metilo (9b)

El aceténido (+)-9b se aislé como un subproducto de la reaccién del diol (+)-4 con el 2,2-
dimetoxipropano, tras la purificacion por cromatografia de columna, en forma de aceite
incoloro como parte de una mezcla de los productos (+)-9 y (+)-9b en una relacién 3:1
(65 mg, 65%).

Rf = 0,72 (hexano/AcOEt, 8:2).
1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 4,24 — 4,12 (m, 1H), 4,09 — 3,98
X (m, 1H), 3,75 — 3,64 (m, 4H), 2,64 — 2,47 (m, 2H), 1,66 — 1,20
o) (m, 19H), 0,88 (t, / = 6,6 Hz, 3H).
[ 13C NMR (101 MHz, CDCls) 6 160,2, 135,6, 122,3, 89,6, 75,4,
CgH17 "—COZMe 69,0, 37,1, 36,6, 34,5, 31,6, 29,7, 28,4, 24,7, 22,7, 14,1.
(= IR 2980, 2923, 2854, 1740.
MS (ESI+) calculado para CigH310s [M+H]* = 287,2144
encontrado = 287,23.

8.1.2.9 (%)-3-metilen-5-octildihidrofuran-2(3H)-ona (10)

Sobre una mezcla de nonanal (0,125 mL, 0,69 mmol), KI (171,75 mg, 1,04 mmol) y SnCl,
(235,5 mg, 1,04 mmol) en H,0 (0,175 mL) se ainade el (bromometil)acrilato de metilo
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(0,125 mL, 1,035 mmol) gota a gota. La mezcla resultante se deja en agitacién a
temperatura ambiente durante 16 h. Se extrae con DCM (3x10 mL), se lava la fase
organica con salmuera (10 mL) y se seca con MgSQ0a. Tras la filtracion y evaporacion del
disolvente en el rotavapor se obtiene un aceite amarillo (337 mg).

El crudo se purifica por cromatografia de columna (gel de silice, hexano/AcOEt 95:5,
elucidn iscocratica) obteniendo el compuesto deseado como un aceite incoloro (103 mg,
71%).

Rf = 0,57 (hexano/AcOEt, 8:2).
1H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 6,22 (t, J = 2,5 Hz, 1H), 5.62 (t, J =
2,5 Hz, 1H), 4,57 — 4,46 (m, 1H), 3,11 — 2,99 (m, 1H), 2,63 —
2,48 (m, 1H), 1,86 — 1,67 (m, 1H), 1,67 — 1,52 (m, 1H), 1,52 —
1,14 (m, 12H), 0,88 (t, / = 6,5 Hz, 3H).
o) 13C NMR (101 MHz, CDCl3) & 170,4, 134,8, 121,8, 77,6, 36,2,
CeHi7 (£  33,5,31,8, 29,4, 29,3, 29,1, 24,8, 22,6, 14,0.
IR 2923, 2854, 1759.
HRMS (ESI+) calculada para Ci3H230; [M+H]* = 211,1698
encontrada =211,1697.

8.1.2.10 trans-(1)-4-Hidroxi-3-metilen-5-octildihidrofuran-2(3H)-ona, UBO10
8.1.2.10.1 Sintesis térmica

Una suspension de la lactona (+)-10 (60 mg, 0,29 mmol) y SeO, (38 mg, 0,34 mmol) en
THF (2,2 mL) se deja reaccionar a reflujo durante 4,5 h. Se filtra la mezcla de reaccién en
gel de silice eluyendo con DCM y se elimina el disolvente por evaporacién a presion
reducida en el rotavapor obteniéndose un aceite amarillo (65 mg).

El crudo se purifica en cromatografia de columna (gel de silice, hexano/AcOEt 8:2 elucién
isocratica) recuperandose una mezcla 8:2 de (+)-UB010 y (+)-UB011 en forma de aceite
amarillo (17 mg, 26%).

8.1.2.10.2 Sintesis asistida por microondas

Una suspension de la lactona (+)-10 (200 mg, 0,95 mmol) y SeO; (127 mg, 1,14 mmol)
en THF (4,4 mL) se deja reaccionar durante 1 h a 90 °C en el reactor de microondas. Se
filtra la mezcla de reaccion sobre gel de silice con DCM vy se elimina el disolvente por
evaporacion a presién reducida en el rotavapor obteniéndose un aceite amarillo (320
mg).

El crudo se purifica en cromatografia de columna (gel de silice, hexano/AcOEt 8:2 elucién
isocratica) recuperandose una mezcla 7:3 de (+)-UB010 y (+)-UB011 en forma de aceite
amarillo (89 mg, 41%).

Rf = 0,42 (hexane/AcOEt, 8:2).

1H NMR (400 MHz, CDCl3) & 6,41 (d, 1H, J = 2,3 Hz), 5,96 (d,
1H, J = 2,3 Hz), 4,54 — 4,49 (m, 1H), 4,30 — 4,22 (m, 1H), 1,68
(m, 2H), 1,46 (m, 2H), 1,26 (m, 10H), 0,87 (t, J = 6,7 Hz, 3H).
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13C NMR (101 MHz, CDCls) 6 168,7, 138,9, 125,9, 85,5, 73,0,
33,7, 31,8, 29,4, 29,3, 29,2, 24,9, 22,6, 14,1.

IR 3424, 2923, 2853, 2360, 2337, 1746.

HRMS (ESI+) calculado para CizH230s [M+H]* = 227,1647
encontrada = 227,1646.

8.1.2.11 Aislamiento de la cis-(+)-4-hidroxi-3-metilen-5-octildihidrofuran-2(3H)-ona,
UBO11

8.1.2.11.1 Reaccion térmica

El compuesto se aisla como subproducto de la oxidacion alilica de la lactona (+)-10 en
forma de aceite amarillo como mezcla 8:2 de (+)-UB010 y (+)-UB011 (17 mg, 26%).

8.1.2.11.2 Reaccidn asistida por microondas

El compuesto se aisla como subproducto de la oxidacion alilica de la lactona (+)-10 en
forma de aceite amarillo como como mezcla de (+)-UB010 y (+)-UB011 de proporcidn
7:3 (89 mg, 41%).

Rf = 0,40 (hexane/AcOEt, 8:2).
1H NMR (400 MHz, CDCls) & 6,39 (bs, 1H), 5,95 (bs, 1H), 4,86 —
4,81 (m, 1H), 4,48 — 4,39 (m, 1H), 1,66 (m, 2H), 1,45 (m, 2H),
HO 1,26 (s, 10H), 0,68 (t, 3H, J = 6,7 Hz).
0] 13C NMR (101 MHz, CDCls) 6 168,7, 138,9, 126,1, 82,4, 69,4,
CoHy” O (s  33,7,31,8,294,29,4,29,2,24,9,22,6,14,1.

IR 3424, 2923, 2853, 2360, 2337, 1746.
HRMS (ESI+) calculada para CizH2303 [M+H]* = 227,1647
obtenida = 227,1646.

8.1.2.12 Intento de sintesis del acetato de (+)-4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-
ilo (trans y cis, Ac-UB010 y Ac-UB011)

0
o, § Yoo

CgH17 ©

C8H17 (i)

Una mezcla 8:2 de (+)-UB010 y (+)-UB011 (11 mg, 0,05 mmol) se disuelve en DCM
anhidro (1 mL) atmésfera de nitrégeno. Se enfria la disolucidn a 0 °C y se afade piridina
(4,7 uL, 0,06 mmol) y cloruro de acetilo (4,1 pL, 0,06 mmol). La disolucién resultante se
deja reaccionar durante 10 minutos a 0 °Cy se dejé alcanzar temperatura ambiente para
seguir en agitacion durante 2 h. Se diluye la mezcla de reaccién con DCM (3 mL) y se lava
con una disolucién acuosa saturada de Na>COs (3 mL) y salmuera (3 mL). Se seca la fase
organica con MgSQy, se filtra y se evapora el disolvente a presién reducida obteniéndose
un aceite que no se corresponde a la mezcla de productos esperada (16 mg).
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8.1.2.13 Intento de obtencion del (+)-2-((4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-
il)oxi)acetato de isopropilo (trans y cis, iPr-UB010 y iPr-UB011)

OiPr OiPr
o™ o™
o, (@)
: +
(0] (0]
CgH47 CgH47 0

Se disuelve una mezcla 8:2 de (+)-UB010y (+)-UB011 (23 mg, 0,10 mmol) junto al cloruro
de 2-cloroacetato de isopropilo (18 uL, 0,12 mmol) en DCM anhidro (500 pL) bajo
atmodsfera de Na. Se afiade lentamente la TEA (19 pL, 0,13 mmol) y se deja agitar a
temperatura ambiente durante 2 h. Se lava la mezcla de reaccién con agua (3 mL) y una
disolucién acuosa saturada en NH4Cl (3 mL) y salmuera (3 mL). Se seca la fase organica
con MgSQqy, se filtra y se elimina el DCM en el rotavapor. Se obtiene un aceite amarillo
gue no se corresponde a los productos esperados (31 mg).

8.1.2.14 (E)-N’-Nonildenebenzohidrazida (14)

Se disuelve la benzohidrazida (80,72 mg, 0,58 mmol) en DCM (1 mL) en un matraz de
fondo redondo bajo atmdsfera de nitrégeno. Se aifade el nonanal (100 pL, 0,58 mmol)
y se deja en agitacién durante 16 horas a temperatura ambiente.

Se evapora el disolvente a presion reducida con el rotavapor y se obtiene el producto
en forma de aceite transparente (137,67 mg, 91%).

O%‘/ Ph Rf = 0,13 (hexane/AcOEt, 8:2).
" 1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 7,83 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 7,45 (t, J =
N” 6,5 Hz, 1H), 7,35 (d, /= 7,7 Hz, 2H), 2,33 —-2,21 (m, 2H), 1,52 -

|
CsH17) 1,41 (m, 2H), 1,38 — 1,19 (m, 12H), 0,92 - 0,83 (m, 3H).

8.1.2.15 N-(3-Metilen-5-octil-2-oxopirrolidin-1-il)benzamida (12)

A una disolucidn del compuesto 14 (40,35 mg, 0,35 mmol) y Sn (60,25 mg, 0,51 mmol)
en EtOH (3,5 mL) un matraz de fondo redondo bajo atmdsfera de N se afiade nonanal
(50 pL, 0,29 mmol) y la mezcla se calienta a reflujo durante 6 h.

La mezcla de reaccién se deja enfriar a temperatura ambiente y se filtra en Celite. Se
afiade una disolucidn acuosa saturada de NH4Cl (5 mL) y se separan las fases. La fase
acuosa se extrae con DCM (3x5 mL). Se combinan las fases orgdnicas, se secan sobre
MgSOs y se filtran. El disolvente se elimina a presion reducida obteniéndose el
compuesto (+)-12 como un aceite incoloro (78 mg, 82%).
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Rf = 0,25 (hexano/AcOEt, 7:3).
14 NMR (400 MHz, CDCl3) 6 9,32 (bs, 1H), 7,79 (d, J = 7,4
Hz, 21H), 7,46 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 7,34 (t, J = 7,7 Hz, 2H),

6,10 (t,J = 2,2 Hz, 1H), 5,44 (t, J = 2,2 Hz, 1H), 4,14 — 4,00

Iﬁ (m, 1H), 3,06 (m, 1H), 2,50 (dd, J = 15,6, 3,5 Hz, 1H), 1,85

CgH17 N O —1,74 (m, 1H), 1,47 — 1,18 (m, 13H), 0,87 (t, J = 6,8 Hz,
HN o 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCls) & 167,4, 165,6, 136,8, 132,0,

O (3 131,0, 128,3, 127,5, 117,8, 56,6, 33,1, 31,8, 30,2, 29,6,

29,5, 29,2, 24,4, 22,6, 14,1.

IR: 2923, 2853, 2360, 2341, 1705, 1674, 1274, 690.
HRMS (ESI+) calculada para CyoH29N20; [M+H]* =
329,2151 obtenida = 329,2215.

8.1.2.16 trans-(+)-N-(3-Hidroxi-4-metilen-2-octil-5-oxopirrolidin-1-il)benzamida (UB013)

Una mezcla de la lactona ()-12 (50 mg, 0,15 mmol) y SeO; (20 mg, 0,18 mmol) en THF
anhidro (2,2 mL) en un vial de microondas purgado con N3 se deja reaccionar durante 2
h en el reactor de microondas a 90 °C. Se filtra el crudo en Celite y se evapora el
disolvente en el rotavapor. Se obtiene un aceite amarillo (48 mg). El crudo se purifica
mediante cromatografia de columna (gel de silice, hexano/AcOEt 1:1 elucidn isocratica)
obteniéndose el producto en forma de aceite amarillo como una mezcla 8:2 de los
compuestos (+)-UB013 y cis-(+)-UB013 (23 mg, 45%).

Rf = 0,19 (hexano/AcOEt, 1:1).
14 NMR (400 MHz, CDCls) 6 9,50 (bs, 1H), 7,77 (d, J = 7,7
Hz, 2H), 7,47 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 7,33 (t, J = 7,7 Hz, 2H),

HO,
g 6,27 (s, 1H), 5,85 (s, 1H), 4,07 — 3,61 (m, 1H), 1,96 — 1,60

CaHyy™ =0 (m, 4H), 1,62 — 1,08 (m, 11H), 0,86 (t, J = 6,9 Hz, 3H).
" 13C NMR (400 MHz, CDCls) 6 165,3, 165,3, 142,2, 133,6,
P 132,1, 128,7, 128,0, 118,9, 74,6, 62,4, 31,9, 30,2, 29,6,

29,6, 29,2, 26,3, 22,7, 14,1.

IR 3247, 2923, 2853, 2366, 1704, 1678, 1272, 689.
HRMS (ESI+) calculada para CyoH29N203 [M+H]* =
345,2100 obtenida = 345,2171.

8.1.2.17 cis-(£)-N-(3-Hidroxi-4-metilen-2-octil-5-oxopirrolidin-1-il)benzamida (cis-UB013)

El compuesto se aisla como subproducto de la oxidacién alilica de la lactama (+)-12 en
forma de aceite amarillo formando parte de una mezcla 8:2 de (+)-UB013 y cis-(+)-UB013
(23 mg, 45%).
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Rf = 0,19 (hexano/AcOEt, 1:1).
1H NMR (400 MHz, CDCls) & 8,97 (bs, 1H), 7,82 (d, J = 8,0
Hz, 2H), 7,47 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 7,33 (t, J = 8,8 Hz, 2H),

HO 6,25 (s, 1H), 5,80 (s, 1H), 4,44 (bs, 1H), 4,04 — 3,97 (m,
Iﬁ 1H), 1,82 — 1,75 (m, 4H), 1,53 — 1,11 (m, 10H), 0,86 (t, J
CgHi7” N7 © =6,9 Hz, 3H).
HN on 13C NMR (400 MHz, CDCls) & 165,3, 165,3, 142,2, 133,6,
132,1, 128,7, 128,0, 118,9, 74,6, 62,4, 31,9, 29,6, 29,5,
O () 29,3, 29,2, 26,3, 22,7, 14,1.

IR 3247, 2923, 2853, 2366, 1704, 1678, 1272, 689.
HRMS (ESI+) calculada para CyoH29N203 [M+H]* =
345,2100 obtenida = 345,2171.

8.1.2.18 (-)-(R,E)-2-Metil-N-nonildenepropano-2-sulfinamida (19)

En un matraz de fondo redondo se disponen el nonanal (200 pL, 1,12 mmol), la (R)-2-
metilpropano-2-sulfinamida (136 mg, 1,12 mmol) y el CuSO4 anhidro (383 mg, 2,50
mmol) en DCM anhidro (3 mL) bajo atmdsfera de nitrégeno. La suspensién obtenida se
deja agitando vigorosamente durante 16 h. Se filtra la papilla sobre Celite y se elimina
el DCM en el rotavapor, obteniéndose un aceite transparente (340 mg).

El crudo se purifica por cromatografia de columna (gel de silice, hexano/AcOEt 8:2
elucién isocratica) obteniéndose el producto como un aceite transparente (260 mg,
95%).

[alo=—-192,2 (c = 1,0, CHCl3).
Rf = 0,38 (hexano/AcOEt, 9:1).
1H NMR (400 MHz, CDCls) & 8,07 (t, J = 4,8 Hz, 1H), 2,55
- 2,48 (m, 2H), 1,67 — 1,57 (m, 2H), 1,27 (m, 12H), 1,19
o 4 (s, 9H), 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H).
CBHW/\N/ t-Bu 13C NMR (101 MHz, CDCl5) & 169,8, 56,5, 36,1, 31,8,
) 29,3, 29,2, 29,1, 25,5, 22,6, 22,3, 14,1.
IR: 2955, 2924, 2855, 2359, 2341, 1621, 1457, 1362,
1095, 669, 583.
HRMS (ESI+) calculada para CizHsNOS [M+H]* =
246,1813 obtenida = 246,1889.

8.1.2.19 (R)-4-(((R)-tert-Butilsulfinillamino)-2-metilendodecanoato de etilo (18)

La sulfinamida (—)-19 (50 mg, 0,20 mmol) se disuelve junto al 2-(bromometil)acrilato de
etilo (36 uL, 0,26 mmol) en una disolucién acuosa saturada en NaBr (2 mL) y se afiade el
In en polvo (91,9 mg, 0,8 mmol). La suspension resultante se deja agitando durante 48
h a temperatura ambiente. Se afiade mas agua (5 mL) y la mezcla se extrae con AcOEt
(3x5 mL). La fase organica se lava con salmuera (5 mL), se seca con MgSQa vy se filtra. El
disolvente se elimina a presion reducida obteniendo un aceite transparente (116 mg).
El crudo se purifica mediante cromatografia de columna (gel de silice, hexano/AcOEt 7:3
elucidn isocratica) recuperando el producto en forma de aceite transparente (49 mg,
68%).
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[alo=—47,4 (c = 1,0, CHCl3).

Rf = 0,18 (hexano/AcOEt, 7:3).

1H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 6,30 (d, J = 1,3 Hz, 1H), 5,69
(d,J=1,3 Hz, 1H), 4,22 (g, J = 7,2 Hz, 2H), 3,51 (d, J = 5,9
Hz, 1H), 3,47 — 3,37 (m, 1H), 2,59 (d, J = 5,9 Hz, 2H), 1,51

Et0,C CgHq7 —1,43 (m, 2H), 1,35—-1,22 (m, J = 15H), 1,20 (s, 9H), 0,88
m (t, J = 6,8 Hz, 3H).
‘s 13¢ NMR (101 MHz, CDCls) 6 167,1, 137,9, 127,7, 77,3,

o () 77,0, 76,7, 60,8, 56,7, 56,0, 38,7, 36,6, 31,8, 29,5, 29,4,
29,2, 25,7, 22,6, 14,2, 14,1.
IR: 2932, 2924, 2359, 2341, 1716, 1457, 1364, 1176,
1151, 1055.
HRMS (ESI+) calculada para CigH3sNOs3S [M+H]* =
360,5690 obtenida = 360,2570.

8.1.2.20 (R)-3-Metilen-5-octilpirrolidin-2-ona (16)

En un matraz de fondo redondo bajo atmdsfera de N3 se dispone una disolucién 4M de
HCl en dioxano (1 mL) y el compuesto (-)-19 (154 mg, 0,43 mmol) a 0°C. Se deja en
agitacion durante 2 horas y se deja alcanzar temperatura ambiente lentamente. Se
anade una disolucion acuosa saturada de NaHCOs hasta pH 10 y se extrae la fase acuosa
con AcOEt (3x5 mL). La fase orgdnica se lava con salmuera (5 mL) y se seca con MgSOQa,
se filtra y se evapora el disolvente en el rotavapor, obteniéndose un aceite amarillo (100
mg).

El crudo se purifica por cromatografia de columna (gel de silice, hexano/AcOEt 6:4
elucidn isocratica) obteniéndose la lactona (—)-16 como un aceite amarillento (53 mg,
59%).

[alo=+ 16,1 (c = 1,0, CHCI3). Estereocentro supuesto?
Rf = 0,20 (hexano/AcOEt, 6:4).

14 NMR (400 MHz, CDCl3) & 6,38 (s, 1H), 5,87 (s, 1H),
4,22 (q,J = 7,2 Hz, 2H), 3,45 (q, J = 7,2 Hz, 1H), 2,80 —
2,62 (m, 2H), 1,88 — 1,75 (m, 1H), 1,73 — 1,62 (m, 1H),

Ly 0o 1,57 — 1,22 (m, 15H), 0,87 (t, J = 6,8 Hz, 3H).
CeHi?' 3¢ NMR (101 MHz, CDCls) § 170,8, 139,8, 115,6, 51,5,
(+) 37,3,33,1, 31,8, 29,4, 29,2, 25,5, 22,6, 14,1.

IR 3221, 2924, 2854, 2354, 2341, 1701, 1661, 1066, 668.
HRMS (ESI+) calculada para CizHasNO [M+H]* =
210,1780 obtenida = 210,1860.

8.1.2.21 (R)-1-Metil-3-metilen-5-octilpirrolidin-2-ona (15)
La lactona (+)-16 (62 mg, 0,29 mmol) se disuelve en THF anhidro (1,6 mL) bajo atmdsfera
de nitrégeno. Se afade una disolucion preparada previamente de NaH (47 mg, 1,15

mmol) en THF (0,5 mL) y se deja agitar la mezcla durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Se afiade entonces el yoduro de metilo (63 pL, 0,87 mmol) y se deja en
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agitacion durante 2 h. Se afiade agua (5 mL) y se extrae con AcOEt (3x5 mL). La fase
orgdanica se lava con salmuera (5 mL), se seca sobre MgSQs, se filtra y se elimina el
disolvente en el rotavapor, obteniéndose el producto como un aceite amarillo (53 mg,
82%).

[alo=— 14,25 (c = 1,0, CHCl3).

Rf = 0,27 (hexano/AcOEt, 6:4).

14 NMR (400 MHz, CDCls) & 5,95 (s, 1H), 5,28 (s, 1H),
3,62—3,39 (m, 1H), 2,90 (s, 3H), 2,88 — 2,81 (m, 1H), 2,42
(d, J=15,5 Hz, 1H), 1,79 -1,65 (m, 1H), 1,46 — 1,10 (m,

) 13H), 0,88 (t, /= 6,7 Hz, 3H).
CsH17\\‘. N 13C NMR (101 MHz, CDCls) & 168,1, 139,4, 114,7, 56,9,
Me (. 33,3,31,8, 30,7, 29,6, 29,5, 29,2, 28,2, 24,0, 22,6, 14,1.

IR 2924, 2854, 2360, 2341, 1685, 1662, 1457, 1435,
1400, 1080, 669.

HRMS (ESI+) calculada para CisHsNO [M+H]* =
224,1936 obtenida = 224,2009.

8.1.2.22 (4S,5R)-4-Hidroxi-1-metil-3-metilen-5-octilpirrolidin-2-ona (UB0O15)

Una suspension de la lactama (—)-15 (48 mg, 0,22 mmol) y SeO, (28,6 mg, 0,26 mmol)
en THF anhidro (2 mL) en un vial de microondas purgado con nitréogeno se deja
reaccionar con agitacién en microondas durante 2 h a 90 °C. Se filtra el crudo en Celite
y se recupera un aceite amarillo (54 mg).

El crudo se purifica por cromatografia de columna (gel de silice, hexano/AcOEt 1:1
elucidn isocratica) obteniéndose el producto en forma de aceite amarillo (14 mg, 27%).

Rf = 0,10 (hexano/AcOEt, 1:1).
14 NMR (400 MHz, CDCls) & 6,16 (s, 1H), 5,66 (s, 1H),
4,39 (s, 1H), 3,33 (dt, J = 8,3, 2,6 Hz, 1H), 2,91 (s, 3H),

HO 1,84 -1,69 (m, 1H), 1,46 — 1,17 (m, 13H), 0,88 (t, /= 6,8
o Hz, 3H).
CBH17“" N 13C NMR (101 MHz, CDCls) & 166,1, 143,5, 119,5, 71,1,
Me 66,7, 31,8, 31,1, 29,6, 29,4, 29,2, 28,0, 24,3, 22,6, 14,1.

IR 3235, 2923, 2853, 2359, 1705, 1675, 1274, 690, 597.
HRMS (ESI+) calculada para CiaHsNO; [M+H]* =
240,1885 obtenida = 240,1962.

8.1.2.23 (+)-2-Nonanoilsuccinato de dimetilo (22)

Se prepara una mezcla de nonanal (54,00 mL, 310 mmol) y maleato de dimetilo (7,72
mL, 61,70 mmol) en un matraz de fondo redondo provisto de un agitador magnético y
un refrigerante bajo atmdsfera de N,. Se afiade el perdxido de benzoilo (0,6 g, 1,90
mmol) y la mezcla se calienta durante 18 h a 80 °C. A continuacion, se afiade una
segunda porcién del perdxido (0,1 g, 0,55 mmol) y se mantiene la calefaccidon durante 3
h. Se deja enfriar la mezcla de reaccion y se afiade AcOEt (30 mL) y una disolucién acuosa
saturada de NaHCOs (15 mL). Tras 10 minutos de agitacidon se separan las fases y la fase
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orgdnica se lava con agua (3x10 mL) y salmuera (10 mL). Se seca con MgSQ, se filtra 'y
se elimina el disolvente en el rotavapor. La mayor parte del exceso de nonanal se elimina
por destilacion a presién reducida obteniéndose un aceite amarillento (29,5 g). El crudo
se purifica mediante cromatografia de columna (gel de silice, hexano/AcOEt 9:1 elucién
isocratica) aislandose el producto 22 en forma de aceite transparente (14,130 g, 80%).

Rf=0,51 (DCM).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 3,99 (dd, J = 6,3, 8,2 Hz, 1H),
3,74 (s, 3H), 3,68 (s, 3H), 2,98 (dd, J = 8,2, 17,6 Hz, 1H),
2,84 (dd, J = 6,3, 17,6 Hz, 1H), 2,57 — 2,75 (m, 2H), 1,27

o —1.64 (m, 12H), 0,88 (t, J = 6.8 Hz, 3H).
MeO o 13C NMR (101 MHz, CDCls) § 204,1, 172,0, 169,2, 54,0,
OMe 52,9, 52,2, 43,0, 32,4, 32,0, 29,5, 29,3, 29,2, 23,6, 22,8,
CeHir™ "0y 14,3.

IR 2954, 2927, 2856, 1741, 1720, 1457, 1437, 1410,
1367, 1262, 1634, 1012, 668.

MS (ESI+) calculada para CisH2705 [M+H]* = 287,1858
obtenida = 287,19.

8.1.2.24 trans-(+)-2-Octil-5-oxotetrahidrofuran-3-carboxilato de metilo (21)

La cetona (+)-22 (1,00 g, 3,49 mmol) se disuelve en MeOH (3,5 mL) bajo atmdsfera de
N2 en un matraz de fondo redondo. Se enfria la disoluciéon a 0 °C en un bafio de hielo y
se afiade el NaBH4 (92 mg, 2,44 mmol) sélido poco a poco. La mezcla se deja agitar
durante 40 minutos a temperatura ambiente y se afiade una disolucién acuosa
concentrada de HCl hasta pH 1, la mezcla resultante se deja reaccionar a reflujo durante
1h.

Se diluye la disolucién con DCM (10 mL) y se lava la fase organica con salmuera (10 mL).
La fase orgdnica se seca con MgSO., se filtra y se evapora el disolvente a presion
reducida. Se obtiene una mezcla de las lactonas cis/trans (3:1, calculado por RMN, 787
mg, 88%).

La mezcla de isdmeros se disuelve en tolueno anhidro (10 mL), se afiade DBU (50 uL,
0,33 mmol) y se lleva a 80 °C durante 12 h. Se aiflade una disolucién acuosa de HCl 2M y
se extrae con DCM (3x10 mL). La fase orgdnica se lava con salmuera (10 mL), se seca con
MgSOs, se filtra y se elimina el disolvente en el rotavapor. Se obtiene un aceite
amarillento (1,028 g). El crudo se purifica por cromatografia de columna (gel de silice,
hexano/AcOEt 8:2 elucién isocratica) obteniéndose el producto como un aceite
transparente (780 mg, 88%).

Rf = 0,53 (hexano/AcOEt, 8:2).

jf 1H NMR (400 MHz, CDCls) & 4,57 (td, J = 7,3, 5,0 Hz, 1H),

MeO™ " 3,77 (s, 3H), 3,04 (ddd, J = 9,5, 8,7, 7,1 Hz, 1H), 2,92 (dd,

O J=17,6,8,7 Hz, 1H), 2,77 (dd, J = 17,6, 9,5 Hz, 1H), 1,84

CoHi” O (4 — 1,64 (m, 2H), 1,59 — 1,18 (m, 12H), 0,89 (t, J = 6,8 Hz
3H).
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13C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 174,3, 171,5, 81,9, 52,6,
45,6, 35,2, 32,1, 31,7, 29,3, 29,1, 29,0, 25,1, 22,6, 14,0.
IR 2953, 2926, 2855, 1790, 1739, 1201.

HRMS (ESI+) calculada para CisH2504 [M+H]* = 257,1747
obtenida = 257,1746.

8.1.2.25 cis-(1)-2-Octil-5-oxotetrahidrofuran-3-carboxilato de metilo (cis-21)

El compuesto se aisla como subproducto de la reduccion y ciclacion de la cetona ()-22
en forma de aceite incoloro como parte de una mezcla de (%)-21 y cis-(+)-21 de
proporcién variable (53 mg, 7%)

Rf = 0,43 (hexano/AcOEt, 7:3).
14 NMR (400 MHz, CDCls) & 4,62 (td, J = 7,4, 6,3, 1H),
3,75 (s, 3H), 3,44 (ddd, /= 8,7, 7,4, 5,7, 1H), 2,90 (dd, J =

o) 17,6,5,7,1H), 2,66 (dd, J=17,6, 8,7, 1H), 1,65 - 1,43 (m,
2H), 1,42 -1,19 (m, 12H), 0,89 (t, J = 6,8 Hz 3H).
MeO o 13C NMR (101 MHz, CDCl3) & 175,0, 174,8, 171,2, 170,59,
CgHi7 0] ) 80,7, 80,5, 77,6, 52,4, 52,3, 44,4, 44,4, 31,9, 31,5, 29,5,
- 29,3, 29,3, 25,9, 22,8, 14,2.

IR 2914, 2851, 1775, 1726, 1241.
HRMS (ESI+) calculada para CisH2504 [M+H]* = 257,1747
obtenida = 257,1746.

8.1.2.26 Acido trans-(+)-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-carboxilico (20)

El éster metilico (+)-21 (458 mg, 1,79 mmol) se disuelve en una mezcla de THF y una
disolucién acuosa de NaOH 2M (1:1, 8,6 mL) y se deja en agitacion a 70 °C durante 1 h.
Se afiade HCl concentrado hasta pH 1y se deja a 70 °C durante otra hora en agitacioén.
Se extrae con DCM (3x5 mL) y la fase orgdnica se lava con salmuera (10 mL) y se seca
con MgS0a. El disolvente se evapora a presion reducida obteniéndose el producto
esperado en forma de sélido blanco (351 mg, 81%).

Rf = 0,24 (hexano/AcOEt/AcOH, 7:3:0,1).
1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 4,65 — 4,60 (m, 1H), 3,07 —
3,14 (m, 1H), 2,95 (dd, /= 17,9, 8,4 Hz, 1H), 2,83 (dd, J =

0 17,9, 9,6 Hz, 1H), 1,86 — 1,70 (m, 2H), 1,56 — 1,28 (m,
y 12H), 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H).
HO™ ™ 0 13C NMR (101 MHz, CDCls) § 177,1, 175,7, 83,0, 46,4,
et~ O 36,3,32,9, 32,8, 30,3, 30,2, 30,1, 26,2, 23,6, 15,1.
%)

IR: 3300-3000, 2925, 2853, 1749, 1718, 1393, 1243,
1215, 1195, 759, 669.

HRMS (ESI+) calculada para CizH220sNa [M+Na]* =
265,1410 obtenida = 265,1410.

8.1.2.27 Acido-S trans-(+)-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-carbotiénico (19)
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Se disuelve el acido (+)-20 (100 mg, 0,41 mmol) en un vial de microondas junto al
reactivo de Lawesson (93 mg, 0,55 mmol) en DCM (2 mL) y se deja reaccionar en un
reactor de microondas a 100 °C durante 20 minutos. Se diluye la mezcla de reaccidén con
DCM (5 mL) y se lava la fase orgdnica con una disolucién acuosa 2M de HCI (2x5 mL) y
salmuera (5 mL). Se seca con MgSQy, se filtra y el disolvente se elimina en el rotavapor
obteniéndose un aceite amarillo (135 mg). El crudo se purifica por cromatografia de
columna (gel de silice, DCM/MeOH 9:1, elucidn isocratica) obteniéndose el producto
como un aceite amarillo (66 mg, 62%).

Rf = 0,24 (DCM/MeOH, 9:1).
1H NMR (400 MHz, CDCls) & 4,63 — 4,55 (m, 1H), 3,34 —
3,23 (m, 1H), 2,98 — 2,73 (m, 2H), 1,83 — 1,71 (m, 2H),

(l) 1,54 — 1,21 (m, 12H), 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H).

Hs/l' 13C NMR (101 MHz, CDCls) & 195,3, 173,5, 81,6, 54,9,
O 35,3, 32,5, 31,8, 29,3, 29,3, 29,1, 25,2, 22,6, 14,1.

CaHi” O (4 IR 3400-3200, 2943, 2856, 1858, 1734, 1439, 1263,

1206, 1195, 732, 673.
HRMS (ESI+) calculada para CizH2303S [M+H]* =
259,1368 obtenida = 269,1372.

8.1.2.28 Intento de sintesis del Acido-S trans-(+)-4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-
3-carbotionico (UB019).

8.1.2.28.1 Intento con carbonato de metil magnesio

El tioacido (+)-19 (65 mg, 0,25 mmol) se disuelve en una disolucién 2M de carbonato de
metil magnesio en DMF (5,2 mL) y se deja en agitacién a 130 °C durante 48 h. Se enfria
la mezcla de reaccion y se afiade una disolucién acuosa 6M de HCI (10 mL). Se extrae
con DCM vy se seca la fase organica con MgS0,, se filtra y se evapora el disolvente a
presion reducida obteniéndose una pasta marrén (124 mg). Al crudo resultante se le
afiade una mezcla de 4cido acético (1 mL), acetato de sodio (30 mg, 0,37 mmol) N-
metilanilina (0,75 mL, 2,39 mmol) y una disolucidén al 37% de formol en agua (0,75 mL).
La suspension resultante se deja reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente. Se
afiadido una mezcla 10:1 (10 mL) de una disolucidon preparada con salmuera y HCI
concentrado y DCM (15 mL). Se separaron las fases y la fase acuosa se extrajo con DCM
(3x10 mL). El conjunto de fases orgdnicas se lavd con salmuera (10 mL), se secé con
MgSOa, se filtré y se evapord el disolvente en el rotavapor, obteniéndose una
suspensidon marrén que no contenia el producto deseado (245 mg).

8.1.2.28.2 Intento con 2,2, 2-trifluoroacetato de 2,2,2-trifluoroetilo
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El tiodcido (%)-19 (50 mg, 0,19 mmol) se disuelve en THF (0,8 mL) y se enfria a 0 °C. Se
afiade una disolucién de LIHDMS 1M en THF (2,7 mL, 2,6 mmol) y la mezcla se deja agitar
durante 1 h a0 °C. Se deja que la mezcla de reaccidn alcance temperatura ambiente, se
afiade 2,2,2-trifluoroacetato de 2,2,2-trifluoroetilo (56 pL, 0,42 mmol) y se agita durante
1 h mas. La reaccion se para por adicién de una disolucién acuosa saturada de NH4Cl (5
mL) al medio y se extrae con AcOEt (3x5 mL). La fase organica se lava con salmuera (10
mL), se seca con MgSOs y se filtra. El disolvente se evapora a presidon reducida
obteniéndose un aceite incoloro (220 mg).

Se anade al crudo tolueno (8 mL) junto a éter corona 18-crown-6 (12 mg, 0,04 mmol),
K2COs3 (80 mg, 0,40 mmol) y paraformaldehido (220 mg, 7,32 mmol). La mezcla
resultante se agita durante 1 h a 80 °Cy luego a 100 °C durante 3 h mas. Se deja enfriar
a temperatura ambiente y se afiade agua. Se extrae con DCM (3x20 mL), se seca la fase
organica con MgS0a y tras el filtrado y la evaporacion del disolvente en el rotavapor se
obtiene un aceite amarillento que no contiene el producto deseado (132 mg).

8.1.2.28.3 Intento mediante la sulfuracion del C75

Se prepara una disolucién con el C75 (25 mg, 0,09 mmol) y el reactivo de Lawesson (27
mg, 0,07 mmol) en DCM anhidro (1,5 mL) en un vial de microondas purgado con N». Se
deja la mezcla reaccionar durante 10 minutos en un reactor de microondas a 100 °C. Se
diluye la disolucion con DCM (5 mL), se lava con una disolucidon acuosa 2M de HCl y
salmuera (10 mL), se seca con MgSQa y se filtra. El disolvente se elimina en el rotavapor
y se obtiene un aceite amarillo dende no se detecta la presencia del producto (57 mg).

8.1.2.29 Acido (#)-2-octil-5-oxo-4-((fenilselanil)metil)tetrahidrofuran-3-carboxilico (1)

Sobre una disolucion de C75 (19 mg, 0,08 mmol) en EtOH (0,25 mL) se afiade una mezcla
de NaBH4 (1,7 mg, 0,04 mmol) y Ph,Se; (14 mg, 0,04 mmol) en EtOH (0,25 mL). La
disolucion resultante se deja reaccionar durante 3 horas a temperatura ambiente. Se
afiade una disolucion acuosa 1M de HCI (2 mL) y se evapora el etanol a presién reducida.
La fase acuosa se extrae con DCM (3x5 mL), se lava con salmuera (10 mL), se seca con
MgSOs y se filtra. El disolvente se elimina en el rotavapor obteniéndose un aceite
incoloro (30 mg).

El crudo se purifica por cromatografia de columna (gel de silice, hexano/AcOEt/AcOH
7:3:0,1 elucidn isocratica) obteniéndose el producto en forma de sélido blanco (24 mg,
78%).

Pf: 116-118 °C

Rf = 0,44 (DCM/MeOH, 9:1).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7,45 — 7,43 (m, 2H), 7,19 —
7,17 (m, 3H), 4,37 (td, J = 8,8, 4,0 Hz, 1H), 3,38 - 3,32 (m,
1H), 3,15 - 3,09 (m, 1H), 3,03 (dd, J = 10,2, 9,2 Hz, 1H),
1,80-1,72 (m, 2H), 1,70 - 1,61 (m, 2H), 1,48 - 1,16 (m,
12H), 0,81 (t, /= 6,6 Hz, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) & 176,2, 174,7, 133,0, 129,3,
129,0, 127,6, 79,7, 51,3, 45,3, 34,9, 31,8, 29,3, 29,2,
29,1, 26,9, 25,1, 22,6, 14,0.
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IR: 2950-2920, 1762, 1694, 1173.
HRMS (ESI+) calculada para CyoH2304SeNa [M+Na]* =
435,1045 obtenida = 435,1042.

8.1.2.30 Intento de sintesis del dcido-S (%)-2-octil-5-oxo-4-
((fenilselanil)metil)tetrahidrofuran-3-carbotiénico (23)

Se disuelve el acido (+)-1 (12 mg, 28 mmol) en DCM (2 mL) junto al reactivo de Lawesson
(9,1 mg, 22 mmol) en un vial purgado con N; y se deja en un reactor de microondas
durante 5 minutos a 90 °C. Se diluye la mezcla con DCM (5 mL) y se lava con una
disolucién acuosa de HCl 2M (5 mL). Se seca la fase orgdnica con MgSOQa, se filtra y se
elimina el disolvente en el rotavapor obteniéndose un aceite amarillo que no se
corresponde con el producto deseado (13 mg).

8.1.2.31 trans-(+)-2-Octil-5-tioxotetrahidrofuran-3-carboxilato de metilo (25)

Se disuelve el éster (1)-21 (50 mg, 0,19 mmol) en acetonitrilo (1 mL) junto al P4Sio (12
mg, 0,05 mmol) y HMDSO (70 pL, 0,33 mmol) bajo N2 en un vial sellado y se deja
reaccionar en el reactor de microondas durante 5 h a 90 °C. Se afiade una disolucion
acuosa saturada en NaHCOs (5 mL) a la mezcla de reaccién y se agita durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Se extrae la disolucion con DCM (3x5 mL) y el conjunto de las
fases organicas se seca con MgS0, se filtra y se elimina el disolvente en el rotavapor,
obteniéndose un aceite amarillo (46 mg).

El crudo se purifica por cromatografia de columa (gel de silice, hexano/AcOEt 9:1 elucidn
isocratica) obteniéndose el producto en forma de aceite amarillo (40 mg, 79%).

Rf = 0,45 (Hexano/AcOEt, 9:1).
1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 5,04 — 4,93 (m, 1H), 3,76 (s,

0 3H), 3,41 — 3,34 (m, 2H), 3,18 — 3,05 (m, 1H), 1,87 — 1,77
i (m, 2H), 1,39 — 1,21 (m, 12H), 0,88 (t, J = 6,9 Hz, 3H).
MeO™ ™ s 13C NMR (101 MHz, CDCls) & 218,6, 171,0, 91,3, 52,7,
C.H 0 47,7,47,4,34,7,31,8,29,3, 29,2, 29,1, 25,1, 22,6, 14,1.
gH17 (x

IR 2924, 2855, 2359, 2343, 1739, 1436, 1311, 1189.
HRMS (ESI+) calculada para CisH2s0s3S [M+H]* =
273,1524 obtenida = 273,1522.

8.1.2.32 Intento de sintesis del dcido trans-(+)-2-octil-5-tioxotetrahidrofuran-3-
carboxilico (24)
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Una mezcla del éster (%)-25 (10 mg, 0,04 mmol), LiCl (8 mg, 0,19 mmol) y TEA (25,7 uL,
0,19 mmol) en THF (1 mL) y (60 uL) y se agita durante 3 h a temperatura ambiente. Se
afiade una disolucién acuosa 2M de HCI (3 mL) y se extrae con DCM (3x2 mL). La fase
orgdanica se lava con salmuera (5 mL), se seca con MgSQ, se filtra y se elimina el
disolvente a presidon reducida, obteniéndose un aceite incoloro en el que no se detecta
el producto buscado (10 mg).

8.1.2.33 trans-(1)-2-Octil-5-oxotetrahidrofuran-3-carboxilato de alilo (26)

Se calienta una muesta del acido (+)-20 (194 mg, 0,80 mmol), acido para-toluensulfénico
(38 mg, 0,22 mmol) y alcohol alilico (136 uL, 2,00 mL) en tolueno anhidro (7 mL) en un
montaje de tipo Dean-Stark bajo N». Se dejo reaccionar a reflujo con agitacion durante
16 h y se afiadié una disolucién acuosa saturada de NaHCOs (5 mL). La mezcla se extrajo
con DCM (3x5 mL) y el conjunto de fases organicas se lavé con salmuera (10 mL), se seco
con MgSO0y, se filtrd y se elimind el disolvente en el rotavapor obteniéndose un aceite
naranja (180 mg).

El crudo se purificé mediante cromatografia de columa (gel de silice, hexano/AcOEt 9:1
elucidn isocratica) obteniéndose el producto como un aceite amarillo (120 mg, 52%).

Rf = 0,15 (Hexano/AcOEt, 9:1).
1H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 6,03 — 5,83 (m, 1H), 5,38 —

S j 5,24 (m, 2H), 4,65 (d, J = 5,9 Hz, 2H), 4,62 — 4,55 (m, 1H),
o 3,12 - 3,01 (m, 1H), 2,98 — 2,88 (m, 1H), 2,84 — 2,74 (m,
O 1H),1,84—1,64 (m, 2H), 1,52 — 1,20 (m, 12H), 0,88 (t, J

CaHi” © (4 =6,9Hz 3H).

MS (ESI+) calculada para Ci6H2704 [M+H]* = 283.1909
obtenida = 283,21.

8.1.2.34 trans-(1)-2-Octil-5-tioxotetrahidrofuran-3-carboxilato de alilo (27)

Una mezcla de éster alilico (+)-26 (39 mg, 0,14 mmol), P4Sio (10 mg, 0,04 mmol) y
HMDSO (60 uL, 0,28 mmol) en acetonitrilo (1 mL) se dispone en un vial sellado bajo N..
La mezcla se deja reaccionar en un reactor de microondas durante 1 h a 90 °C. Se afiade
una disolucién acuosa saturada en Na>COs (3 mL) y se extrae con DCM (3x3 mL). La fase
orgdnica se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgS0,, se filtra y se elimina el
disolvente en el rotavapor obteniéndose un aceite amarillo (54 mg).

El crudo se purificd mediante cromatografia de columna (gel de silice, hexano/AcOEt 7:3
elucidn isocratica) obteniéndose el producto como un aceite amarillo (28 mg, 67%).
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Rf = 0,88 (Hexano/AcOEt, 7:3).
1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 6,00 — 5,82 (m, 1H), 5,40 —
5,25 (m, 2H), 4,65 (d, J = 5,9 Hz, 2H), 4,62 — 4,55 (m, 1H),

o 3,10 — 3,02 (m, 1H), 2,98 — 2,88 (m, 1H), 2,84 — 2,74 (m,
") 1H), 1,83 — 1,66 (m, 2H), 1,53 — 1,18 (m, 12H), 0,88 (t, J
© s =69Hz3H).
corn” O ) 13¢ NMR (101 MHz, CDCls) 6 218,6, 170,2, 131,2, 119,3,
*) 91,3, 66,3, 47,7, 47,5, 34,7, 31,8, 29,3, 29,2, 29,1, 25,1,
22,6, 14,1.

HRMS (ESI+) calculada para CigH2703S [M+H]* =
299,1645 obtenida = 299,1674.

8.1.2.35 Intento de hidrdlisis del éster alilico (+)-27

0
A,

HO

CgH17 o (2)

Una mezcla de éster ()-27 (28 mg, 0,09 mmol), Pd(Phs)s (4 mg, 4%mol.) y PPhs3 (2 mg,
8%mol.) se disuelve en DCM anhidro (1 mL). Una disoluciéon de pirrolidina (12 uL, 0,15
mmol) en DCM (0,5 mL) se afiade a la mezcla de reaccidn y se deja en agitacion a
temperatura ambiente durante 16 h. Se afiade una disolucidn acuosa saturada de
Na>COs (3 mL) y se extrae con DCM (3x5 mL). El conjunto de fases organicas se lava con
salmuera (10 mL), se seca con MgSQy, se filtra y se elimina el disolvente en el rotavapor
obteniéndose un aceite amarillo (43 mg) cuyo RMN no muestra sefiales
correspondientes al producto esperado.

8.1.2.36 (+)-2-Octil-5-oxo-4-((fenilselanil)metil)tetrahydrofuran-3-carboxilato de  4-
metoxibencilo (29)

El 4cido (+)-1 (160 mg, 0,38 mmol) se disuelve junto a EDC-HCI (129 mg, 0,67 mmol) y
DMAP (4 mg, 0,03 mmol) en DCM anhidro (2,7 mL). Se afiade el alcohol p-
metoxibencilico (47 uL, 0,38 mmol) y se deja agitar la mezcla durante 16 horas a
temperatura ambiente. Se aflade una disolucién acuosa saturada de NH4Cl (5 mL) y se
extrae con DCM (3x5 mL). La fase organica se lava con salmuera (10 mL), se seca con
MgSO0., se filtra y se evapora el disolvente obteniéndose un aceite amarillo (82 mg).

El crudo se purificé mediante cromatografia de columa (gel de silice, hexano/AcOEt 7:3
elucidn isocratica) obteniéndose el producto como un aceite amarillo (69 mg, 33%).

Rf = 0,45 (Hexano/AcOEt, 9:1).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7,49 — 7,44 (m, 2H), 6,92 —
6,85 (m, 2H), 5,08 (s, 3H), 4,45 — 4,33 (m, 1H), 3,82 (s,
3H), 3,44 - 3,31 (m, 2H), 3,16 —2,98 (m, 2H), 1,75-1,66
(m, 2H), 1,37 — 1,19 (m, 12H), 0,88 (t, J = 6,9 Hz, 3H).
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13C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 174,8, 170,6, 159,9, 133,0,
130,3, 129,2, 127,5, 127,1, 114,0, 79,9, 67,3, 55,3, 51,9,
45,7, 34,8, 31,8, 29,3, 29,1, 26,9, 25,0, 22,6, 14,1.

IR 2926, 2854, 2355, 2337, 1175, 1733, 1515, 1249,
1172.

HRMS (ESI+) calculada para CisH3;0sSe [M+H]* =
533,1806 obtenida = 533,1812.

8.1.2.37 Intento de sintesis del (1)-2-octil-4-((fenilselanil)metil)-5-tioxotetrahidrofuran-3-
carboxilato de 4-metoxibencilo (28)

Una mezcla del compuesto (+)-29 (69 mg, 0,13 mmol), P4Sio (15 mg, 0,04 mmol) y
HMDSO (47 pL, 0,22 mmol) en un vial sellado en acetonitrilo (0,7 mL) bajo N». La mezcla
se deja reaccionar en un reactor de microondas durante 4 h a 90 °C. Se afade una
disolucién acuosa saturada en NaHCOs (3 mL) y se extrae con AcOEt (3x3 mL). La fase
orgdanica se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgS0,, se filtra y se elimina el
disolvente en el rotavapor obteniéndose un aceite amarillo que no corresponde al
producto esperado (54 mg).

8.1.2.38 trans-(1)-2-Octil-5-oxotetrahidrofuran-3-carboxilato de 4-metoxibencilo (30)

El 4cido (+)-20 (168 mg, 0,69 mmol) junto a EDC-HCI (214 mg, 1,38 mmol) y DMAP (9 mg,
0,03 mmol) se disuelve en DCM anhidro (6 mL). Se afiade el alcohol p-metoxibencilico
(105 pL, 0,83 mmol) y se deja agitar la mezcla durante 16 horas a temperatura ambiente.
Se afade una disolucién acuosa saturada de NH4Cl (5 mL) y se extrae con DCM (3x5 mL).
La fase organica se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgSQ, se filtra y se evapora
el disolvente obteniéndose un aceite amarillo (318 mg).

El crudo se purificd mediante cromatografia en columna (gel de silice, hexano/AcOEt 7:3
elucidn isocratica) obteniéndose el producto como un aceite amarillo (201 mg, 80%).

Rf = 0,25 (Hexano/AcOEt, 7:3).

1H NMR (400 MHz, CDCls) § 7,28 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,89
(d, J = 8,8 Hz, 2H), 5,21 — 4,98 (m, 2H), 4,61 — 4,45 (m,
1H), 3,81 (s, 3H), 3,11-2,99 (m, 1H), 2,97 - 2,84 (m, 1H),

(0]
PMBO/”/" 2,82-2,67 (m, 1H),1,78-1,62 (m, 2H), 1,51 -1,18 (m,
| o 12H), 0,88 (t, J = 6,9 Hz, 3H).
0] 13C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 175,0, 170,3, 159,9, 130,6,
CgH47 (+

128,6, 127,1, 114,0, 80,6, 67,0, 55,2, 44,2, 31,8, 31,2,
29,3, 29,2, 25,7, 22,6, 14,1.

IR 2969, 2926, 2855, 2360, 2341, 1754, 1723, 1515,
1216, 1034, 823, 527.
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HRMS (ESI+) calculada para CoH290s5 [M+H]* = 349,2015
obtenida = 349,2010.

8.1.2.39 Intento de sintesis del trans-(+)-2-octil-5-tioxotetrahidrofuran-3-carboxilato de
4-metoxibencilo (31)

0
A,

PMBO

CeHir” © (£)

Una mezcla del éster (+)-30 (57 mg, 0,16 mmol), P4S10 (20 mg, 0,05 mmol) y HMDSO (60
uL, 0,28 mmol) se disuelve en acetonitrilo (1,3 mL) bajo N2 en un vial sellado. La mezcla
se deja reaccionar en un reactor de microondas durante 4 h a 90 °C. Se afade una
disolucién acuosa saturada en NaHCOs (3 mL) y se extrae con AcOEt (3x3 mL). La fase
orgdnica se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgS0,, se filtra y se elimina el
disolvente en el rotavapor obteniéndose un aceite amarillo (83 mg). En el RMN de 'H
del crudo no se detectd el producto esperado.

8.1.2.40 Intento de sintesis del trans-(+)-2-octil-5-oxotetrahidrotiofen-3-carboxilato de

metilo (33)

0
A,

MeO

CgHy7 S )

Se disuelve el compuesto (+)-25 (55 mg, 0,20 mmol) en tolueno anhidro (1 mL) bajo N2
y se anade el BFs-Et;0 (3 pL, 0,02 mmol). La disoluciéon resultante se calienta a reflujo
durante 24 horas. Una vez enfriada la mezcla, se afiade una disolucién acuosa satura de
NaHCOs (2 mL) y se extrae con DCM (3x5 mL). El conjunto de las fases orgdnicas se lava
con salmuera (10 mL), se seca con MgSO. vy se filtra. El disolvente se elimina en el
rotavapor obteniéndose un aceite amarillo (45 mg) que no contenia el producto
deseado.

8.1.2.41 (+)-2-(Dietoxifosforil)succinato de dietilo (34)

Se afiade NaHMDS (1M en THF, 4,9 mL, 4,90 mmol) a THF anhidro (5 mL) en un matraz
de fondo redondo provisto de agitador magnético bajo N,. Se enfria la mezcla a -78 °C
y se afiade el 2-(dietoxifosforil)acetato de etilo (0,9 mL, 4,46 mmol) disuelto en THF (5
mL) y se deja atemperar la mezcla para dejarla en agitacion durante 2 horas a
temperatura ambiente.

La mezcla se enfria a 0 °Cy se afiade el 2-bromoacetato de etilo (0,5 mL, 4,46 mmol). La
mezcla se deja entonces en agitacidén a temperatura ambiente durante 24 h. Se afiade a
la disolucién una mezcla (1:1) de hexano y agua (10 mL), se separan las fases y la fase
organica se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgS0a y se evapora el disolvente a
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presién reducida obteniéndose el producto en forma de aceite transparente (1,343 g,
97%).

Rf = 0,25 (Hexano/AcOEt, 7:3).
1H NMR (400 MHz, CDCl3) & 5,17 (ddd, J = 9,0, 6,0, 6,0
Hz, 1H), 4,30 — 4,07 (m, 8H), 2,93 (d, J = 6,6 Hz, 2H), 1,36
(td,J=7,2,1,2 Hz, 3H), 1,33 (td, J = 7,2, 1,2 Hz, 3H), 1,30
o) (t,J=7,2 Hz, 3H), 1,27 (t, J = 7,2 Hz, 3H).
13C NMR (101 MHz, CDCls) 6 169,0 (d, J = 4,4 Hz), 168,9,

0, 83 71,7 (d, J = 5,9 Hz), 64,3 (d, J = 5,7 Hz), 64,1 (d, J = 5,7
Eto’P\ Hz), 61,9, 61,1, 38,1 (d, J = 5,7 Hz), 16,0 (d, J = 7,2 Hz),
OEtQO () 14,1, 14,0.
IR 2984, 2940, 1737, 1447, 1374, 1239, 1178, 1094,
1019, 982.

HRMS (ESI+) calculada para Ci2H230sPNa [M+Na]* =
349,1023 obtenida = 349,1022.

8.1.2.42 Acido 2-Nonildenosuccinico (36)

El diéster (+)-34 (1,343 g, 4,30 mmol) se disuelve en THF anhidro bajo atmdsfera de N»
y se enfria a =78 °C. Sobre la disolucidon se afiade lentamente LDA (2M en THF, 3,5 mL,
7,00 mmol) y se deja alcanzar los 0 °C donde se mantiene en agitacién durante 40
minutos. Se afiade el nonanal (0,75 mL, 4,30 mmol) y se deja en agitacién a temperatura
ambiente durante 16 h. Se afiade agua (10 mL) a la mezcla de reaccién y se evapora el
THF a presidon reducida. La fase acuosa se extrae con AcOEt (3x5 mL), se lava con
salmuera (10 mL), se seca con MgS0.y se evapora el disolvente obteniéndose un aceite
transparente (1,311 g).

El crudo se disuelve en una mezcla 10:1 de agua y acido trifluoroacético (10 mL) y se
agita a temperatura ambiente durante 3 h. Se evapora el TFA en el rotavapor, se afiade
al residuo una disolucién acuosa al 10% de NaOH (10 mL) y etanol (10 mL) y la disolucién
resultante se calienta a reflujo con agitacion durante 16 horas. A la mafiana siguiente se
acidifica la disolucién con HCl concentrado hasta pH 1 y se extrae con AcOEt (3x5 mL).
La fase orgdnica se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgSOQa, se filtra y se elimina
el disolvente a presién reducida obteniéndose un aceite transparente (2,83 g).

El crudo se purifica por cromatografia de columna (gel de silice, hexano/AcOEt/AcOH
7:3:0,1 elucidn isocratica) obteniéndose el producto como un aceite transparente (262
mg, 25%).

0] Rf = 0,10 (Hexano/AcOEt/AcOH, 7:3:0,1).

H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 6,58 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 3,36
(s, 2H), 1,1 - 1,6 (m, 14H), 0,88 (t, J = 6,7 Hz, 3H).

MS (ESI+) calculada para CizH2304 [M+H]* = 243,1596
@) obtenida = 243,21.

OH

8.1.2.43 Acido trans-(+)-2-octil-5-oxotetrahidrotiofen-3-carboxilico (32)
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Una mezcla de diacido 36 (262 mg, 1,06 mmol) y acido tioacético (0,4 mL, 4,45 mmol)
se disuelve en THF anhidro (15 mL) bajo atmdsfera de N, y se mantiene a reflujo con
agitacion durante 3 dias. Se elimina el THF a presion reducida en el rotavapor. Se afiade
al aceite resultante una disolucién acuosa 6M de HCI (10 mL) y se deja reaccionar a
reflujo durante 6 h. Se elimina el agua de la mezcla a presidon reducida y se afiade acido
trifluoroacético (8 mL), la disolucion resultante se mantiene a reflujo durante 1 h. El
acido TFA junto al resto de volatiles se eliminan en el rotavapor para dar un aceite
amarillo (240 mg). El crudo se purifica por cromatografia de columna (gel de silice,
hexano/AcOEt/AcOH 6:4:0,5 elucién isocratica) obteniéndose el producto como un
aceite transparente (171 mg, 62%).

Rf = 0,25 (Hexano/AcOEt/AcOH, 6:4:0,5).

HO.C, 14 NMR (400 MHz, CDCls) & 4,13 (m, 1H), 3,10 (m, 1H),
0 2,83-3,04 (m, 2H), 1,1—2,1 (m, 14H), 0,86 (t, / = 6,9 Hz,

caHi” S, 3H).
= MS (ESI+) calculada para Ci3H2303S [M+H]* = 259,1368

obtenida = 259,11.

8.1.2.44 Acido trans-(+)-4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrotiofen-3-carboxilico (SC75)

Una mezcla de tiolactona (+)-32 (171 mg, 0,66 mmol) y solucién 2M de carbonato de
metil magnesio en DMF (3,7 mL) se calienta bajo agitacidon a 140 °C durante 3 dias. Se
enfria la mezcla de reaccién y se vierte sobre una disolucion acuosa fria 6M de HCI (10
mL). Se extrae con DCM y se seca la fase organica con MgSQ., se filtra y se evapora el
disolvente a presién reducida obteniéndose una pasta marrén (183 mg).

Al crudo resultante se le afiade una mezcla de acido acético (1 mL), acetato de sodio (30
mg, 0,37 mmol) N-metilanilina (0,75 mL, 2,39 mmol) y una disolucién al 37%de formol
en agua (0,75 mL). La suspension resultante se deja reaccionar durante 2 h a
temperatura ambiente.

Se extrajo el crudo con éter etilico (3x5 mL), se seca el disolvente con MgSQs, se filtray
se elimina el disolvente a presién reducida obteniéndose el producto en forma de aceite
amarillento (58 mg, 32%).

Rf = 0,13 (Hexano/AcOEt/AcOH, 8:2:0,1).

1H NMR (400 MHz, CDCls) § 6,18 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 5,60
(d, J = 2,5 Hz, 1H), 4,08 (dt, J = 9,3 5,1 Hz, 1H), 3,71 (dt,
J=2,3,5,1Hz, 1H), 1,1 - 2,1 (m, 14H), 0,86 (t, J =6,7 Hz,
3H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 195,4, 175,3, 142,1, 120,1,
53,0,47,0, 36,9, 31,7, 29,2, 29,1, 28,3, 27,6, 22,6, 14,0.
HRMS (ESI+) calculada para CigH2203S [M+H]* =
272,1446 obtenida = 272,1532.

8.1.2.45 trans-(1)-2-Octil-5-oxopirrolidin-3-carboxilato de metilo (39)
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A una disolucién de la cetona (%)-22 (500 mg, 1,75 mmol) en MeOH (10 mL) se le afiade
acetato de amonio (1,349 g, 17,48 mmol) y NaBHsCN (110 mg, 1,75 mmol) y se agita la
mezcla resultante durante 48 h a temperatura ambiente. Se elimina el metanol a presion
reducida y el crudo se suspende en tolueno (10 mL). La mezcla se deja en agitacion a
reflujo durante 48 horas. Se evapora el tolueno en el rotavapor y se redisuelve el crudo
en DCM (10 mL). Se lava la fase organica con salmuera (10 mL), se seca con MgSQa, se
filtra y se elimina el disolvente en el rotavapor, obteniéndose la lactama como un sélido
blanco (393 mg, 88%).

Pf: 55-58 °C

Rf = 0,30 (DCM/MeOH 98:2).

14 NMR (400 MHz, CDCl3) & 3,83 (dd, J = 13,0, 5,9 Hz,
1H), 3,72 (s, 3H), 2,95 — 2,86 (m, 1H), 2,73 —2,55 (m, 2H),

Meo— - 1,69 — 1,47 (m, 2H), 1,35 — 1,24 (m, 12H), 0,86 (t, J = 6,8
0 Hz, 3H).
CeHi” N 13C NMR (101 MHz, CDCl3) § 175,6, 173,2, 57,2, 52,3,
() 45,0, 36,4, 33,8, 31,8, 29,3, 29,2, 29,1, 25,6, 25,5, 14,0.

IR 2951, 2914, 2848, 1730, 1692.
HRMS (ESI+) calculada para CisH6NOs [M+H]* =
256,1907 obtenida = 256,1900.

8.1.2.46 trans-(+)-1-Benzoil-2-octil-oxopirrolidin-3-carboxilato de metilo (38)

Se disuelve el compuesto (+)-39 (100 mg, 0,39 mmol) en THF anhidro (4 mL) bajo N2 y
se enfria a =78 °C. Se afiade lentamente el n-BulLi (192 uL, 0,48 mmol) y se deja 1 h en
agitaciéon. Se afiade cloruro de benzoilo (56 uL, 0,48 mmol) y se deja otra hora en
agitacion a =78 °C. Después se deja que la mezcla alcance temperatura ambiente y se
afiade una disolucidon acuosa 2M de HCl (10 mL) y se deja en agitaciéon durante 30
minutos. Se extrae con DCM (3x5 mL) y el conjunto de las fases organicas se lava con
salmuera (10 mL), se seca con MgSQa y se filtra. El disolvente se evapora en el rotavapor
obteniéndose un aceite transparente (167 mg).

El crudo se purifica por cromatografia de columna (gel de silice, DCM elucién isocratica)
obteniéndose el producto como un aceite transparente (80 mg, 57%).

Rf = 0,35 (DCM).

1H NMR (400 MHz, CDCls) § 7,58 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 7,51
(t,J=7,8 Hz, 1H), 7,40 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 4,68 — 4,59 (m,
1H), 3,77 (s, 3H), 3,08 — 2,97 (m, 1H), 2,85 (d, J = 7,4 Hz,

0
yj 2H), 2,06 — 1,93 (m, 1H), 1,76 — 1,61 (m, 1H), 1,51 — 1,18
MeOQ™ ™ o (m, 12H), 0,87 (t, J = 6,8 Hz, 3H).
Cobion 13¢ NMR (101 MHz, CDCls) 6 175,6, 173,2, 57,2, 52,3,
=0 45,0, 36,4, 33,8, 31,8, 29,3, 29,2, 29,1, 25,6, 25,5, 14,0.
Ph () 13¢ NMR (101 MHz, CDCl3) 6 173,2, 172,5, 170,3, 134,5,

132,0, 128,8, 127,9, 60,7, 52,7, 40,2, 34,6, 33,2, 31,8,
29,4, 29,3, 29,1, 24,9, 22,6, 14,1.
IR 2923, 2853, 1736, 1674, 1448, 1437, 1284, 1199, 670.
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HRMS (ESI+) calculada para Cy1H3oNO2 [M+H]* =
360,2175 obtenida = 360,2232.

8.1.2.47 Intento de sintesis del dcido trans-(1)-1-benzoil-2-octil-5-oxopirrolidin-3-
carboxilico (37)

0
A,

HO
O

N
Ph):o(

CgH47

+)

Una muestra de éster metilico (+)-38 (80 mg, 0,22 mmol) se disuelve en una mezcla 2:1
de THF y H,0 (0,75 mL) y se aflade NaOH (9 mg, 0,22 mmol). La mezcla se mantiene en
agitacion a temperatura ambiente durante 2 h. Se acidifica la mezcla con HCI
concentrado hasta pH 1 y se extrae con DCM (3x5 mL). La fase organica se lava con
salmuera (10 mL), se seca con MgS0, se filtra y se elimina el disolvente a presién
reducida obteniéndose un aceite transparente (57 mg). El RMN de 'H del crudo es
complejo y no se corresponde al producto esperado.

8.1.2.48 Acido trans-(+)-2-octil-5-oxopirrolidin-3-carboxilico (40)

A una muestra de éster metilico (+)-39 (465 mg, 1,82 mmol) se afiade una mezcla 2:1 de
THF y H20 (10,5 mL) y NaOH (76 mg, 1,90 mmol). La mezcla se mantiene en agitacion a
temperatura ambiente durante 2 h. Se acidifica entonces con HCl concentrado hasta pH
1y se extrae con DCM (3x5 mL). La fase organica se lava con salmuera (10 mL), se seca
con MgS0s, se filtra y se elimina el disolvente a presion reducida obteniéndose el
producto en forma de aceite amarillo (426 mg, 97%).

Rf = 0,10 (DCM).
14 NMR (400 MHz, CDCls) & 3,89 (g, J = 6,1 Hz, 1H), 2,97
—2,87 (m, 1H), 2,82 = 2,71 (m, 1H), 2,71 — 2,59 (m, 1H),

0 1,73 -1,61 (m, 1H), 1,61 — 1,48 (m, 1H), 1,42 — 1,18 (m,
HO/“"« 12H), 0,88 (t, J = 6,6 Hz, 3H).
0 13C NMR (101 MHz, CDCls) & 177,1, 176,6, 57.8, 44.8,
CeHy? N 36,4, 33,5, 31,8, 29,4, 29,3, 29,2, 25,7, 22,6, 14,1.
(=) IR 3500-3100, 2924, 2854, 1736, 1674, 1448, 1436,

1284, 1199, 698.
HRMS (ESI-) calculada para Ci13H2:NO3 [M-H] = 240,1756
obtenida = 240,1607.

8.1.2.49 Acido trans-(+)-1-benzoil-2-octil-5-oxopirrolidin-3-carboxilico (37)
Se disuelve el acido (+)-40 (100 mg, 0,41 mmol) en THF anhidro (3 mL) bajo N, a-78 °C.

Se afade el n-BulLi lentamente (1,2 M en THF, 740 puL, 0,88 mmol) y se agita la disolucién
durante 1 h. Se afiade el cloruro de benzoilo (115 pL, 0,95 mmol) y se deja en agitacion
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durante 2 h a la misma temperatura. Se deja que la mezcla alcance temperatura
ambiente y se afiade una disolucién acuosa 2M de HCI (10 mL) manteniendo la agitacién
durante 30 minutos. La mezcla se extrae con DCM (3x5 mL) y el conjunto de las fases
orgdnicas se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgS0a y se filtra. El disolvente se
evapora en el rotavapor obteniéndose un aceite transparente (311 mg).

El crudo se purifica por cromatografia de columna (gel de silice, DCM/MeOH 98:2
elucidn isocratica) obteniéndose el producto como un aceite transparente (62 mg, 44%).

Rf = 0,18 (DCM/MeOH 98:2).
1H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 8,09 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,60
(t,J=7,7 Hz, 1H), 7,46 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 3,99 — 3,86 (m,
0 1H), 2,99 — 2,88 (m, 1H), 2,86 — 2,76 (m, 1H), 2,75 - 2,63
g (m, 1H), 1,77 = 1,17 (m, 14H), 0,88 (t, J = 6,7 Hz, 3H).
: o 13¢ NMR (101 MHz, CDCls) 6 177,3, 171,5, 133,6, 130,1,
CoH 128,4, 57,9, 44,8, 36,4, 33,5, 31,8, 29,4, 29,4, 29,3, 29,2,
8117
=0 29,2, 25,7, 22,6, 14,1.
Ph () IR 3500-3200, 2923, 2854, 1743, 1603, 1266, 1175, 711,
655.
MS (ESI-) calculada para CaoH26NO4 [M-H]" = 344,1862
obtenida = 344,19.

8.1.2.50 Intento de sintesis del trans-(+)-1-benzoil-4-metilen-2-octil-5-oxopirrolidin-3-
carboxilico (UB021)

=0

HO

C8H17

El tioacido (+)-19 (62 mg, 0,18 mmol) se disuelve en una disolucién 2M de carbonato de
metil magnesio en DMF (5,2 mL) y se deja en agitacion a 145 °C durante 48 h. Se enfria
la mezcla de reaccion y se afiade una disolucién acuosa 6M de HCI (10 mL). Se extrae
con DCM vy se seca la fase orgdnica con MgSQa, se filtra y se evapora el disolvente a
presion reducida obteniéndose una pasta marrén (94 mg). Al crudo resultante se le
afiade una mezcla de acido acético (0,5 mL), acetato de sodio (15 mg, 0,18 mmol) N-
metilanilina (0,38 mL, 1,20 mmol) y una disolucién al 37% de formol en agua (0,38 mL).
La suspension resultante se deja reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente. Se
afiadido una mezcla 10:1 (5 mL) de una disolucion preparada con salmuera y HCI
concentrado y DCM (10 mL). Se separaron las fases y la fase acuosa se extrajo con DCM
(3x10 mL). El conjunto de fases orgdnicas se lavd con salmuera (10 mL), se secé con
MgSO., se filtro y se evapord el disolvente en el rotavapor, obteniéndose un aceite
amarillo que no contenia el producto deseado (89 mg).

8.1.2.51 Intento de sintesis del dcido trans-(1)-1-benzoil-2-octil-5-oxopirrolidin-3-
carboxilico-4-d (D-37)
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La lactama (+)-37 (20 mg, 0,06 mmol) se disuelve en THF anhidro (0,30 mL) bajo
atmosfera de N, y se enfria la disolucidon a —78 °C. Se afiade lentamente la LIHDMS (1M
en THF, 280 pL, 0,28 mmol) y se deja reaccionar durante 1h.

Se afiade D;0 (1 mL) y se extrae con AcOEt (3x2 mL). Se lava con salmuera (5 mL) y se
seca la fase orgdnica con MgSQs, se filtra y se evapora el disolvente a presidn reducida.
Se obtienen un aceite amarillento (14 mg) que no se corresponde al producto esperado.

8.1.2.52 Acido (#)-3-(1,1-dihidroxinil)glutdrico di-y-lactona (38)

En un matraz de fondo redondo de dos bocas provisto de refrigerante se calienta el
anhidrido nonanoico (10,73 mL, 34,05 mmol) durante 8 h bajo atmdsfera de Nj. Se
afiade el acido tricarbalilico (1,8 g, 10,22 mmol) en tres porciones a lo largo de 1 h. Se
deja enfriar la mezcla a temperatura ambiente y se afiade hexano (30 mL). La disolucién
resultante se enfria en un bafio de hielo y el sélido precipitado se filtra y se lava con
hexano a 0 °C obteniéndose el producto deseado en forma de sélido blanco (1,1 g, 42%).

P:=201-202 °C
Rf = 0,45 (Hexano/AcOEt 6:4).
1H NMR (400 MHz, CDCl3) & 3,15 — 3,06 (m, 1H), 2,99 (dd,

2 J=18,4,9,5 Hz, 2H), 2,54 (dd, J = 18,4, 4,4 Hz, 2H), 2,03
C.H O -1,93 (m, 2H), 1,59 - 1,19 (m, 12H), 0,88 (t, J = 6,9 Hz,
g7
3H).
H
© 13C NMR (101 MHz, CDs0OD) & 175,5, 116,8, 38,5, 38,1,
(+) 36,2, 33,0, 30,5, 30,5, 30,3, 23,9, 23,7, 14,4.

IR 2853, 1789, 1225, 1474.
HRMS (ESI+) calculada para CiaH2304 [M+H]* = 255,1591
obtenida = 255,1589.

8.1.2.53 Acido (#)-trans-tetrahidro-2-octil-5-oxo-3-furanacético (39)

Se suspende la dilactona (+)-38 (1,070 g, 4,21 mmol) en una solucién acusa de KOH 2M
y se calienta la mezcla a 60 °C hasta la completa disolucion del compuesto. Se afiade el
NaBH4 (191 mg, 5,05 mmol) en pequefias porciones y se aumenta la temperatura a 85 °C,
manteniendo la mezcla en agitacién durante 5 h. Se deja enfriar la disolucion a
temperatura ambiente y se afiade HCl concentrado hasta pH 1. Se extrae con DCM (2x10
mL). El conjunto de las fases organicas se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgSQOa,
se filtra y se concentra a sequedad. El aceite que se obtiene se deja en agitacion con
hexano (5 mL) durante 10 minutos. Una vez evaporado el hexano, se resuspende el
aceite en THF (10 mL) y H,0 (2 mL) y se afiade 4cido trifluoroacético (0,1 mL, 1,30 mmol)
y se mantiene a reflujo durante 2 h. Se evapora el THF a presidn reducida, se afiade agua
(5 mL) y se extrae con DCM (3x5 mL). La combinacién de las fases organicas se lava con
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salmuera (10 mL), se seca con MgSQy, se filtra y se elimina el disolvente obteniéndose
el producto en forma de sdlido blanco (980 mg, 91%).

Ps=57-59 °C

Rf = 0,22 (Hexano/AcOEt/AcOH 8:2:0,1).

1H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 4,30—4,06 (m, 1H), 2,85 (dd,
J=17,7, 8,4 Hz, 1H), 2,69 — 2,42 (m, 3H), 2,32 (dd, J =

HO,C— " 17,7, 7,5 Hz, 1H), 1,87 — 1,12 (m, 14H), 1,14 — 0,67 (m,
0 3H).

CeHy” O 13¢ NMR (101 MHz, CDCl3) & 176,7, 176,3, 85,1, 77,5,

(=) 77,2, 76,8, 37,0, 37,0, 34,9, 34,5, 31,9, 29,5, 29,4, 29,3,

25,5, 22,7, 14,2.

IR 3072, 2923, 2858, 1773, 1715, 1399.

HRMS (ESI+) calculada para Ci4H2504 [M+H]* = 257,1747
obtenida = 257,1742.

8.1.2.54 5,5-Dibromo-2,2-dimetil-1,3-dioxan-4,6-diona (44)

Se disuelve el acido de Meldrum (3,0 g, 20,81 mmol) en una disolucién acuosa 2M de
NaOH (20 mL). Se enfria la disolucién a 0 °C y se afade el Br,(8,0 g, 50,06 mmol) gota a
gota. Se deja en agitacidon durante 20 minutos y el sélido obtenido se filtra y se lava con
agua enfriada a 0 °C. Se obtiene asi el producto en forma de sélido amarillento (4,4 g,
70%).

Br. Br
0] (0] 1H NMR (400 MHz, CDCls) 6 1,88 (s, 6H).
o 0 MS (ESI+) calculada para Ce¢H7Br,04 [M+H]* = 302,9247
7< obtenida =302,91.

8.1.2.55 (+)-2-Bromodecanal (43)

Se disuelve el compuesto 44 en éter (3,894 g, 12,90 mmol) junto al decanal recién
destilado (3,340 g, 21,38 mmol) y se afiade una disolucién acuosa 3,7 mM de H;SO4 en
éter (0,10 mL). La mezcla resultante se deja en agitacion a temperatura ambiente
durante 5 horas. Se afade una disolucién acuosa saturada en NaHCOs y se separan las
fases. La fase acuosa se extrae con AcOEt (3x5 mL) y el conjunto de las fases organicas
se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgSQy, se filtra y se elimina el disolvente por
destilaciéon a presidon reducida obteniéndose un aceite amarillento (4,480 g).

El crudo se purifica por cromatografia de columna (gel de silice, Hexano/AcOEt 95:5
elucidn isocratica) obteniéndose el producto como un aceite transparente (2,800 g,
56%).

Br Rf = 0,38 (Hexano/AcOEt 95:5).
)vo 1H NMR (400 MHz, CDCl3) § 9,43 (d, J = 3,1 Hz, 1H), 4,26
CgH17 — 4,17 (m, 1H), 2,11 — 1,98 (m, 1H), 1,96 — 1,85 (m, 1H),

1,64 -1,17 (m, 12H), 0,88 (d, J = 6,9 Hz, 3H).
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13C NMR (101 MHz, CDCl5) 6 192,8, 55,5, 31,8, 31,7,
29,2, 29,1, 28,9, 26,9, 22,6, 14,1.

IR 2923, 2856, 1805, 1729, 1464, 1377, 1197, 722.
HRMS (ESI+) calculada para CioH20BrO [M+H]* =
235,0619 obtenida = 235,0619.

8.1.2.56 4-(2-Etoxi-2-oxoetil)-5-octil-2-oxotetrahidrofuran-3-carboxilato de etilo (42)

Se prepara una disolucién con el aldehido (%)-43 (4,263 g, 18,12 mmol), monoetil
malonato de potasio (6,000 g, 35,25 mmol) y BusNBr (283 mg, 0,88 mmol) en una mezcla
1:1 de THF y H,0 (34 mL). La mezcla resultante se deja reaccionar a reflujo durante 24
h. Se enfria la disolucidn y se separan las fases. La fase acuosa se extrae con éter etilico
(3x10 mL). El conjunto de las fases orgdnicas se lava con salmuera (3x10 mL), se seca con
MgSO., se filtra y se evapora el disolvente en el rotavapor, obteniéndose un aceite
amarillento (5,341 g).

El crudo se purifica por cromatografia de columna (gel de silice, Hexano/AcOEt 85:15
elucidn isocratica) obteniéndose el producto como un aceite transparente (3,318 g,
51%).

Rf = 0,13 (Hexano/AcOEt 85:15).
1H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 4,33 — 4,08 (m, 5H), 3,52 (d,
J=11,0 Hz, 1H), 3,03 — 2,88 (m, 1H), 2,64 — 2,41 (m, 2H),

CO,Et 1,80 —1,19 (m, 20H), 0,92 — 0,82 (m, 3H).
EtO,C~ 13C NMR (101 MHz, CDCls) § 170,8, 170,4, 167,4, 84,0,
0 83,4, 62,1, 61,0, 53,0, 41,4, 35,8, 34,0, 31,8, 29,3, 29,2,
CeHy7 O 29,1, 25,6, 25,5, 22,6, 14,0.

IR 2926, 2856, 1781, 1752, 1374, 1178, 1029
HRMS (ESI+) calculada para Ci9H3306 [M+H]* =357,2199
obtenida = 357,2282.

8.1.2.57 Acido 4-(carboximetil)-5-octil-2-oxotetrahidrofuran-3-carboxilico (41)

El diéster 42 (818 mg, 2,29 mmol) se disuelve en una mezcla de 1:1 de THF y una
disolucion acuosa 2M de NaOH (24 mL), y se deja en agitacidén durante 4 h. Se elimina el
THF mediante destilacion a presion reducida y la fase acuosa remanente se acidifica con
HCI concentrado hasta pH 1. Se extrae con DCM (3x10 mL) y el conjunto de fases
organicas se lava con salmuera (2x5 mL), se seca con MgSQg, se filtra y se elimina el
disolvente en el rotavapor, obteniéndose un aceite transparente (464 mg, 67%).

Rf = 0,05 (Hexano/AcOEt 8:2).
1H NMR (400 MHz, CDsOD) & 4,30 — 4,21 (m, 1H), 3,32 —

-, FOH 3,27 (m, 1H), 2,95 — 2,85 (m, 1H), 2,67 — 2,49 (m, 2H),
HOC™ ™ o) 1,89 -1,74 (m, 1H), 1,71 - 1,60 (m, 1H), 1,59 — 1,49 (m,
CeHy” O 1H), 1,46 — 1,23 (m, 11H), 0,90 (t, J = 8,8 Hz, 3H).
IR 3200-3000, 2920, 2853, 1740, 1666, 1255, 1201,
1162.
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HRMS (ESI-) calculada para CisH2306 [M-H] = 299,1573
obtenida = 299,1501.

8.1.2.58 Intento de obtencion de los dcidos (4S,5R)-4-(2-((R)-4-benzil-2-oxooxazolidin-3-
il)-2-oxoetil)-5-octyil-2-oxotetrahidrofuran-3-carboxilico y (4R,5S)-4-(2-((R)-4-
benzil-2-oxooxazolidin-3-il)-2-oxoetil)-5-octyil-2-oxotetrahidrofuran-3-
carboxilico (44a y 44b)

Ph Ph

O/\/ CO,H o/\2 CO,H
N N_

\a mo Va N 0

O O .-o O O 0
CgH47 a CgH47 b

El didcido 41 (50 mg, 0,17 mmol) se disuelve en DCM anhidro (5 mL) bajo atmésfera de
nitrégeno. Se afiade DMF anhidra (5 uL, 0,07 mmol) y cloruro de oxalilo (30 uL, 0,37
mmol) ambos recién destilados. La disolucidn resultante se deja en agitacion a
temperatura ambiente durante 3 hy se elimina el disolvente a presién reducida. El crudo
se usa directamente en la siguiente etapa.

En paralelo, se prepara una disolucién de la (S)-4-benciloxazolidin-2-ona (61 mg, 0,34
mmol) en THF anhidro (3 mL) bajo atmdsfera de nitrégeno y se enfria la mezcla a -78 °C.
Se aflade lentamente una disolucion de n-BuLi en THF (175 uL, 0,52 mmol.) y se deja en
agitacion durante 40 minutos.

Una vez transcurrido el tiempo, se canula sobre la disolucién una mezcla preparada
anteriormente con el cloruro de acido intermedio disuelto en THF anhidro (3 mL) y se
deja reaccionar durante 30 minutos a baja temperatura. Se afiade una disolucidn acuosa
saturada de NH4CI (5 mL), se separan las fases y la fase acuosa se extrae con AcOEt (3x5
mL). El conjunto de las fases organicas se lava con salmuera (10 mL), se seca sobre
MgSO., se filtra y se elimina el disolvente en el rotavapor, obteniéndose un aceite
amarillo (115 mg).

El crudo se separd por cromatografia de columna (gel de silice, DCM/MeOH 97:3 elucién
isocratica) pero ninguna de las fracciones aisladas se corresponde con la mezcla de
productos.

8.1.2.59 Acido trans-(2-(-4-(etoxicarbonil)-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-il)acético (45)

Se disuelve el diéster 42 (120 mg, 0,34 mmol) en MeOH (6 mL) junto a H,0 (0,5 mL) y
K2COs3 (78 mg, 0,54 mmol) y se agita la disoluciéon durante 2 h a 40 °C. Se afiade una
disolucién 1M de HCI (10 mL) y se extrae con AcOEt (3x5 mL). La fase orgdnica se lava
con salmuera, se seca con MgSQs, se filtra y se evapora el disolvente en el rotavapor
obteniéndose un aceite transparente (130 mg).

El crudo se purifica por cromatografia de columna (gel de silice, DCM/MeOH 9:1 elucién
isocratica) obteniéndose el producto como un aceite transparente (40 mg, 36%).
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Rf = 0,05 (Hexano/AcOEt 8:2).
1H NMR (400 MHz, CD30D) 6 4,31 — 4,24 (m, 1H), 4,20 -

Et
HOL.C— o0z 4,09 (m, 2H), 3,66 — 3,64 (d, J = 2,9 Hz, 1H), 2,94 - 2,84
2 ' 0 (m, 1H), 2,70 - 2,51 (m, 2H), 1,86 — 1,75 (m, 2H), 1,67 —
CgH7 @) 1,59 (m, 2H), 1,46 —1,23 (m, 13H), 0,91 (t, J = 8,8 Hz, 3H).

MS (ESI-) calculada para Ci7H2706 [M-H]- = 327,1808
obtenida =327,21.

8.1.2.60 Intento de sintesis del (4S,5R)-4-(2-((R)-4-benzil-2-oxooxazolidin-3-il)-2-oxoetil)-
5-octil-2-oxotetrahidrofuran-3-carboxilato y (4R,5S)-4-(2-((R)-4-benzil-2-
oxooxazolidin-3-il)-2-oxoetil)-5-octil-2-oxotetrahidrofuran-3-carboxilato de etilo
(44c y 44d)

Ph Ph

O/\NH CO,Et O/\NH CO,Et
r mo r " 0
(0] o) o O o) o

CeHi7" c CgH17 d

El 4cido 45 (22 mg, 0,07 mmol) se disuelve en DCM anhidro (3 mL) bajo atmdsfera de
nitrégeno. Se afiade DMF anhidra (5 pL, 0,07 mmol) y cloruro de oxalilo (7 pL, 0,08
mmol) ambos recién destilados. La disolucidén resultante se deja en agitacion a
temperatura ambiente durante 3 hy se elimina el disolvente a presién reducida. El crudo
se usa directamente en la siguiente etapa.

En paralelo, se prepara una disolucién de la (S)-4-benciloxazolidin-2-ona (12 mg, 0,07
mmol) en THF anhidro (2 mL) bajo atmdsfera de nitrégeno y se enfria la mezcla a -78 °C.
Se afiade lentamente una disolucidon de n-Buli en THF (95 uL, 0,10 mmol) y se deja en
agitacién durante 40 minutos.

Una vez transcurrido el tiempo, se canula sobre la disolucién una mezcla preparada
anteriormente con el cloruro de acido intermedio disuelto en THF anhidro (2 mL) y se
deja reaccionar durante 30 minutos a baja temperatura. Se afiade una disolucidn acuosa
saturada de NH4CI (5 mL), se separan las fases y la fase acuosa se extrae con AcOEt (3x5
mL).

El conjunto de las fases orgdnicas se lava con salmuera (10 mL), se seca sobre MgS0a, se
filtra y se elimina el disolvente en el rotavapor, obteniéndose un aceite amarillo (33mg).
El crudo se separd por cromatografia de columna (gel de silice, DCM/MeOH 99:1 elucién
isocratica) pero ninguna de las fracciones aisladas se corresponde con la mezcla de
productos.

8.1.2.61 Intento de obtencion del (+)-(4S,5R)-5-octil-2-oxo-4-(2-oxo-2-((1-fenilprop-2-in-

1-il)oxi)etil)tetrahidrofuran-3-carboxilato y (+)-(4R,5S)-5-octil-2-oxo0-4-(2-oxo0-2-
((1-fenilprop-2-in-1-il)oxi)etil)tetrahidrofuran-3-carboxilato de etilo (46 y 47)
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0] @)
m Y/[&

0] 0]
0] 0] o

CSH17\\‘A O(t) CSH17 (i)

El 4cido 45 (43 mg, 0,13 mmol) se disuelve bajo atmdsfera de nitrégeno en un matraz
de fondo redondo provisto de agitacion en DCM anhidro (2 mL) junto a EDC-HCI (40 mg,
0,21 mmol) y DMAP (1 mg, 0,01 mmol). Se afiade el alcohol propargilico (9 uL, 0,15
mmol) y se deja la mezcla en agitacion a temperatura ambiente durante 16 h.

Se diluye la mezcla de reaccion con DCM (5 mL) y se lava con agua (10 mL) y salmuera
(10 mL). Se seca la fase orgdnica con MgS0,, se filtra y se evapora el disolvente a presién
reducida obteniéndose un aceite naranja (250 mg).

El crudo se separd por cromatografia de columna (gel de silice, DCM/MeOH 95:5 elucién
isocratica) pero ninguna de las fracciones aisladas se corresponde con la mezcla de
productos.

8.1.2.62 Acido (+)-2((2S,3R)-2-octil-5-oxo-4-((fenilselanil)metil)tetrahidrofuran-3-il)
acético (40)

Sobre una disolucion de una mezcla 8:2 de (+)-UB207 y (+)-UB207b (99 mg, 0,37 mmol)
en EtOH (0,6 mL) se afiade una mezcla de NaBH4 (84 mg, 2,22 mmol.) y Ph,Se; (348 mg,
1,11 mmol) en EtOH (0,6 mL). La disolucidn resultante se deja reaccionar durante 3 horas
a temperatura ambiente. Se afiade una disolucién acuosa 2M de HCI (2 mL) hasta pH 1
y se evapora el etanol a presidn reducida. La fase acuosa se extrae con DCM (3x5 mL),
se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgSQa y se filtra. El disolvente se elimina en
el rotavapor obteniéndose un aceite incoloro (140 mg).

El crudo se purifica por cromatografia de columna (gel de silice, hexano/AcOEt 97:3
elucidn isocratica) obteniéndose el producto en forma de sélido blanco como una
mezcla 8:2 de los productos (+)-40 y (+)-40b. (41 mg, 26%).

Rf = 0,22 (DCM/MeOH 97:3).

14 NMR (400 MHz, CDCls) 6 7,57 — 7,51 (m, 2H), 7,33 —
7,26 (m, 3H), 4,14 (td, J = 8,4, 3,4 Hz, 1H), 3,43 (dd, J =
13,0, 4,2 Hz, 1H), 3,11 (dd, J = 13,0, 7,3 Hz, 1H), 2,92 —
2,82 (m, 1H), 2,65 — 2,45 (m, 2H), 2,40 — 2,31 (m, 1H),
1,76 — 1,53 (m, 2H), 1,41 — 1,18 (m, 12H), 0,88 (t, J = 6,4
Hz, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCls) & 176,5 176,10, 133,00,
129,34,127,51, 126,9, 82,73, 46,29, 42,55, 34,34, 31,80,
29,36, 29,30, 29,16, 27,19, 25,50, 22,62, 14,08.

MS (ESI-) calculada para C,1H2904Se [M-H]" = 425,1231
obtenida = 425,11.
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8.1.2.63 Acido  (#)-((2S,35)-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-il)-3-(fenilselanil)propanoico
(40b)

El producto se obtiene en la reaccion de formacion de proteccion del doble enlace de la
mezcla de compuestos (1)-UB207 y (1)-UB207b 8:2 y se aisla por cromatografia de
columna (gel de silice, hexano/AcOEt 97:3 elucidn isocratica) obteniéndose el
compuesto en forma de sélido blanco como una mezcla 8:2 de los productos (+)-40 y
(£)-40b. (41 mg, 26%). Aunque se ha podido determinar la presencia del compuesto, la
pequefia cantidad obtenida no ha permitido su caracterizacidon optima.

_-SePh
Rf = 0,22 (DCM/MeOH 97:3).
HO,C™ o MS (ESI-) calculada para Cz1H290sSe [M-H] = 425,1231

o obtenida = 425,11.
CgH47 (%)

8.1.2.64 Acido (+)-trans-2-(4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-il)acético (UB207)
8.1.2.64.1 A partir del compuesto (+)-39

El acido (%)-39 (310 mg, 1,21 mmol) se disuelve en una disolucion 2M de carbonato de
metil magnesio en DMF (24 mL) y se deja en agitacién a 145 °C durante 48 h. Se enfria
la mezcla de reaccion y se afiade una disolucién acuosa 6M de HCI (10 mL). Se extrae
con DCM vy se seca la fase organica con MgSQ0,, se filtra y se evapora el disolvente a
presion reducida obteniéndose una pasta marrén (364 mg). Al crudo resultante se le
afiade una mezcla de acido acético (3 mL), acetato de sodio (90 mg, 1,11 mmol.) N-
metilanilina (0,8 mL, 7,38 mmol.) y una disolucién al 37% de formol en agua (2,2 mL). La
suspension resultante se deja reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente. Se
afiadido una mezcla 10:1 (10 mL) de una disolucidon preparada con salmuera y HCI
concentrado y DCM (15 mL). Se separaron las fases y la fase acuosa se extrajo con DCM
(3x10 mL). El conjunto de fases orgdnicas se lavd con salmuera (10 mL), se secé con
MgSO0, se filtré y se evapord el disolvente en el rotavapor, obteniéndose el producto
como mezcla de los compuestos (+)-UB207 y (+)-UB207b 8:2 de en forma de sdlido
amarillento (245 mg, 64%).

8.1.2.64.2 A partir del compuesto 41

Se disuelve el dcido 41 (66 mg, 0,22 mmol) junto a AcONa (69 mg, 0,84 mmol), 4cido
acético glacial (2,3 mL, 40,22 mmol), N-metilanilina (0,6 mL, 5,54 mmol) y una disolucién
al 37% de formol en agua (1,7 mL). La mezcla resultante se deja en agitacién vigorosa
durante 3,5 h. Se afiade al crudo una disolucién 10:1 de salmuera y HCI concentrado (10
mL) y se separan las fases. La fase orgdnica se lava con una disolucién acuosa al 5% de
LiCl (3x5 mL), una disolucidon acuosa 2M de HCI (2x5 mL) y agua (2x5 mL) antes de
extraerse con una disolucién acuosa saturada en NaHCO3 (3x10 mL).

La fase acuosa se acidifica hasta pH 1 con HCl concentrado y se extrae con DCM (3x10
mL). El conjunto de las fases orgdnicas se lava con salmuera (2x10 mL), se seca con
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MgSO0,, se filtra y se elimina el disolvente a presion reducida obteniéndose el producto
puro en forma de sélido amarillento (18 mg, 30%).

8.1.2.64.3 A partir de la desproteccion de los compuestos (+)-40 y (+)-40b

Una mezcla de los compuestos (+)-40 y (+)-40b 8:2 se disuelve en THF anhidro (0,47 mL)
bajo atmdsfera de N, y se afiade una disolucidon acuosa al 30% de H,0, (45 pL, 0,37
mmol). Tras 3 h de agitacién se afiadié una disolucidn acuosa saturada de NaHCOs y se
lavo la fase acuosa con DCM (3x5 mL). Se acidificé la fase acuosa con HCl concentrado
hasta pH 1y se extrajo con DCM (3x5 mL). El conjunto de las fases organicas se lavd con
salmuera (10 mL), se secé con MgSQa, se filtré y se evapord el disolvente a presion
reducida obteniéndose el producto en forma de sélido amarillento como una mezcla de
los compuestos (+)-UB207 y (+)-UB207b 8:2 (30 mg, 80%).

Rf=0,23 (DCM/MeOH 96:4).

1H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 6,32 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 5.70
(d, J=2,6 Hz, 1H), 4,31 — 4,22 (m, 1H), 3,16 — 3,06 (m,
1H), 2,76 —2,58 (m, 2H), 1,77 -1,58 (m, 2H), 1,56 - 1,18
(m, 12H), 0,88 (t, / = 7,0 Hz, 3H).

13C NMR (101 MHz, CDCl3) 6§ 176,0, 169,6, 137,9, 123,4,
82,8, 40,4, 38,0, 35,7, 31,8, 29,4, 29,3, 29,2, 24,9, 22,6,
14,2.

IR 3300-3000, 2924, 2854, 1740, 1712, 1410, 1269,
1154.

HRMS (ESI-) calculada para CisH2304 [M-H] = 267,1675
obtenida = 267,1598.

8.1.2.65 Acido (#)-trans-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-il)acrilico (UB207b)
8.1.2.65.1 A partir del compuesto (+)-39

El compuesto se aisla como subproducto de la metilenacién de la lactona ()-39 en
forma de aceite amarillo como mezcla de los compuestos ()-UB207 y (+)-UB207b 8:2
de en forma de sélido amarillento (245 mg, 64%).

8.1.2.65.2 A partir de la desproteccion de los compuestos (+)-40 y (+)-40b

El compuesto se obtiene tras la desproteccion de la mezcla 8:2 de los compuestos (1)-
40 y (+)-40b en forma de sdlido amarillento como una mezcla de los productos (t)-
UB207 y (+)-UB207b 8:2 (30 mg, 80%).

Rf = 0,23 (DCM/MeOH 96:4).
Hoch"« 1H NMR (400 MHz, CDCl3) & 6,51 (s, 1H), 5,85 (s, 1H),
0 4,44 — 4,39 (m, 1H), 3,16 — 3,06 (m, 1H), 2,65 — 2,58 (m,
CeHy7 O 2H), 1,77 — 1,58 (m, 2H), 1,56 — 1,18 (m, 12H), 0,88 (t, J
) = 7,0 Hz, 3H).
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HRMS (ESI-) calculada para CisH2304 [M-H] = 267,1675
obtenida = 267,1598.
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8.2 Materiales y métodos en biologia

8.2.1 Animales

8.2.1.1 Determinacion del peso corporal y la ingesta

Para los experimentos descritos a continuacion, se emplearon ratones C57BL/6JR]
adquiridos en Janvier. El peso corporal se determind mediante pesadas individuales en
una balanza de precisién en el momento indicado en cada experimento. El cambio de
peso se obtuvo como la diferencia entre dos pesadas consecutivas en un intervalo de
tiempo determinado.

Para calcular la ingesta de los roedores se pesé la cantidad de pellet inicial en una
balanza de precisidn y se realizaron pesadas consecutivas en los intervalos de tiempo
que se indican en cada experimento.

8.2.1.2 Canulacion del tercer ventriculo

La canulacidn consiste en alcanzar una regién profunda del cerebro previamente
definida por sus coordenadas en los 3 planos del espacio con una canula que penetra en
el craneo por un orificio de trepanacion.

Los ratones se anestesiaron con una mezcla de ketamina (Richter pharma, Ketamidor
100 mg/mL) y xilazina (Bayer, Rompun 20 mg/mL) en suero salino segun el peso del
ratdn como se detalla a continuacion:

Compuesto Volumen (pL)
Ketamina X
Xilazina x/2
Suero fisioldgico (c.s.p) 100

Donde x es el peso del ratén en gramos.

Una vez anestesiados se practicé una incision longitudinal en la cabeza utilizando un
bisturi hasta dejar al descubierto el craneo del animal. En el craneo se localizé el punto
bregma, que corresponde a la unién de los huesos frontales y occipitales, que se utilizé
como referencia.Utilizando un atlas del cerebro de ratén adulto se establecieron las
coordenadas, respecto a bregma para alcanzar el tercer ventriculo; 0,5 mm caudal y 1
mm lateral. Una vez localizado se procedid a frotar el craneo con un hisopo de algoddn
(para facilitar la unién de la canula) y se procedio a realizar un pequefio orificio de 1 mm
aproximadamente con una aguja de 19G.En ese orificio se introdujo una canula de
polietileno de 1,09 x 0,38 mm (Bilaney, #C315CT) a una profundidad de 2,5 mm
conseguida mediante la colocacion de un tope de cinta adhesiva alrededor de la cdnula
(Figura 81). Para la correcta fijacion de esta, se usé gel de cianoacrilato (Henkel,
#2640076) que asegura el cierre de la incisién y la inmovilizacion de la canula sin afectar
a la recuperacién del animal.

183



2,5 mm

2,0 mm

Figura 81. Cdnula de polietileno. Se puede observar el bisel que mide 2,5 mm en su
extremo largo y 2,0 mm en el corto, y el tope hecho con cinta adhesiva.

Al dia siguiente de la intervencion se realizé una inyeccidn de 3 uL de una disolucién 0,6
mM de angiotensina Il (Sigma, #4474-91-3) empleando una jeringuilla de 10 plL
(Hamilton, #21322-U) y se comprobd la correcta colocacién de la cdnula analizando la
aparicion de polidipsia en los animales en los 5-10 minutos posteriores a la
administracién de la hormona.?**

8.2.1.3 Disefio experimental

8.2.1.3.1 Estudio de los efectos de la administracion ICV

Para el estudio del efecto de la administracidon central del (+)-C75 y el (+)-UB207 los
ratones de 8 semanas, se estabularon a su llegada con el ciclo de luz-oscuridad de 12 h
invertido en jaulas de 4 animales y se dejaron aclimatar durante 4 semanas. Una vez
aclimatados, a dia -2 del experimento, se llevd a cabo la intervencién de colocacién de
la canula y se estabularon en jaulas individuales. A dia -1 se comprobd su buena
colocacion mediante la administracion de 3 pL de angiotensina Il. En el caso de que los
ratones bebieran una cantidad abundante de liquido en los 5-10 minutos posteriores a
la inyeccidn se consideré la canula estaba bien insertada y en la posicion correcta.

El dia de inicio del experimento, se pesaron tanto los ratones como la comida y media
hora antes del inicio de la fase oscura (8:30) se llevd a cabo la administracién ICV de los
compuestos, a una concentracién de 30 puM, disueltos en una mezcla de DMSO 10% y
Kolliphor (20%) (Sigma, #C5135) en PBS 1X.Se monitorizé la ingesta de los roedores cada
hora durante 4 horas y luego una ultima vez a las 24 h de la inyeccion. También se
pesaron los ratones a las 24 y 36 h posteriores a la inyeccion. Los animales fueron
sacrificados a la finalizacion del experimento mediante el método de dislocacidn cervical.

8.2.1.3.2 Estudio de los efectos de la administracion IP

Para el estudio de los efectos de la administracidn intraperitoneal del (+)-C75 y el (1)-
UB207 los animales, de 12 semanas, se estabularon a su llegada con un ciclo de luz-
oscuridad de 12 h en jaulas de 4 animales y se dejaron aclimatar durante 1 semana.

El dia del inicio del experimento, media hora antes del inicio de la fase oscura (19:30) se

pesaron tanto los ratones como el pellet y se llevd a cabo la administracion IP de los dos
compuestos (15 mg/kg de raton) disueltos en una mezcla de DMSO 10% y Kolliphor 20%
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en PBS 1X. Alas 12,5 h de la inyeccion (8:00) se pesaron los ratones y el resto del pellet
y se repitio durante 3 dias.

Al finalizar el experimento los ratones se sacrificaron por dislocacién cervical sin
anestesia y los tejidos se extrajeron y se guardaron a —80 °C hasta su posterior analisis.

8.2.2 Células

Todas las lineas celulares se cultivaron a 37 °C en una atmédsfera humidificada con un
5% de CO, en un medio completo. La linea OVCAR-3 se crecié en medio completo DMEM
(4,5 g/L de glucosa y glutamina) (Thermo Fisher Scientific, #41965) suplementado con
un 10% de suero fetal bovino inactivado al calor (Thermo Fisher Scientific, #10500064)
y 100 unidades/mL de penicilina y 100 mg/mL de estreptomicina (Thermo Fisher
Scientific, #15140148).La linea HepG2 se crecidé en un medio completo DMEM (4,5 g/L
de glucosa, glutamina y piruvato) (Thermo Fisher Scientific, #41966) suplementado con
un 10% de suero fetal bovino inactivado al calor y 100 unidades/mL de penicilina y 100
mg/mL de estreptomicina.

8.2.2.1 Mantenimiento de las células

Para crecer las células de un vial congelado, las células se pusieron en un bafio a 37 °C
para su rapida descongelacion. EIl DMSO (Sigma, #D2438) presente en el medio de
congelacion se elimind mediante la centrifugacién a 1000 rpm durante 5 minutos en un
tubo de 15 mL (Corning, #11765075) con 5 mL de medio de crecimiento segun la linea
celular. Después de la centrifugacion se aspird el medio, las células se suspendieron en
2 mL de medio de crecimiento y se sembraron en placas de 55 cm? (Corning, #430167).
El medio de cultivo se cambid cada 2 o 3 dias o al llegar al 90% de confluencia celular.
La amplificacidn de las células se realizd aspirando el medio y lavando las placas con
PBS 1X (Gibco, #10728775). El PBS 1X se aspird, se afiadieron 2 mL de tripsina-acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) con rojo fenol (Gibco, #11590626) a la placa y se
incubaron durante 2-3 minutos a 37 °C. A continuacién, se afadieron 9 mL de medio de
crecimiento y se centrifugaron las células en un tubo de 15 mL a 1000 rpm durante 5
minutos. Se aspird el medio y el pellet en 2 mL de medio de crecimiento. Se tomaron 10
uL del volumen y se contaron las células con 10 pL de solucién de azul de tripano en un
portaobjetos Countess (Invitrogen, #C10312) de cdmara de recuento celular The
Countess™ Automated Cell counter (Invitrogen) para sembrarlas a la densidad deseada
en las placas de cultivo.

Para la congelacion de las células se preparé un medio de cultivo de congelacién que
consiste en el medio de crecimiento correspondiente a la linea celular con un 10% (v/v)
de DMSO. Las células se tripsinizaron, y tras la incubacién se suspenden en 9 mL de
medio de crecimiento en un tubo de 15 mL. Se centrifugaron a 1000 rpm durante 5
minutos y el pellet se resuspendié en 17 mL de medio de congelacion. Se afadieron
alicuotas de 1 mL a los crioviales (Corning, #10418571) y se guardaron en un Mr. Frosty
(Nalgene, #479-3200) lleno con isopropanol (Acros, #12556817) que se guardd
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inmediatamente a -80 °C durante 16 h. Al dia siguiente las células se guardaron en un
tanque de nitrégeno liquido.

8.2.2.2 Ensayo de viabilidad celular MTT

Para determinar la citotoxicidad de los compuestos estudiados se utilizdo el método
colorimétrico MTT. EI MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazolio) es un compuesto amarillo que, al reducirse, da lugar a su forma abierta
conocida como formazan, de color violeta intenso. La reduccion de la molécula afiadida
en cultivos celulares depende de la actividad de las enzimas de tipo reductasas, asi que
solo las células metabdlicamente viables son capaces de llevar a cabo la transformacién,
lo que permite emplear este método como una estimacion de la cantidad de células
vivas en el cultivo.

El protocolo seguido se detalla a continuacién:

1. Contar las células y preparar una solucién a densidad 2 x 10* — 8 x 10* células/mL
de medio, dependiendo de la linea celular empleada.

2. Sembrar 100 pL de la solucién las células en una placa de 96 pocillos (Corning,
#3598) y dejar en el incubador a 37 °C durante toda la noche para una correcta
adherencia.

3. Aspirar el medio de los pocillos, lavar con PBS 1X y afiadir 90 pL de medio de
crecimiento y 10 plL del stock previamente preparado de los compuestos a
analizar a diferentes concentraciones. Para el control se utiliza PBS 1X. Todos los
pocillos contienen menos de un 1% de DMSO final. Las medidas se realizan por
triplicado.

4. Incubar las células a 37 °C durante 3 dias.

5. Aspirar el medio de los pocillos, lavar con PBS 1X y afiadir 20 pL de una solucién
stock de MTT (Sigma, #M2128) preparada con PBS 1X y esterilizada por filtracion
con un filtro de 0,2 um (Thermo Fisher Scientific, #15181499) a una
concentracion final de 0,83 mg/mL.

6. Dejar incubando durante 3 h.

Aspirar el medio con cuidado de no aspirar los cristales de formazan formados.

8. Disolver con 100 uL de DMSO y asegurarse de que no quedan burbujas ni
cristales sin disolver.

9. Medir la absorbancia a 560 nm de los pocillos en un espectrofotémetro
Multireader Varioskan Lux (Thermo Fisher Scientific, #VL001).

N

Los resultados permiten calcular el valor de ICso de los compuestos, que se define
como la concentracion a la que se produce un 50% de muerte celular. El calculo se
llevd a cabo utilizando el programa Prism 9 de GraphPad.

8.2.2.3 Determinacion de la actividad CPT1A en células por HPLC-MS

Para determinar la actividad de CPT1A en cultivos celulares por el medio de HPLC-MS se
siguio el siguiente protocolo:
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1. Eldia anterior al experimento, sembrar las células en las placas de 96 pocillos a
la densidad adecuada en medio de crecimiento. En el caso de las HepG2, se
sembraron 100 pL a 20.0000 células/mL. Sembrar 3 pocillos extra para la
determinacidén de proteina en las células.

2. A la mafana siguiente, descartar el medio de cultivo de las células y lavar con
100 pL de PBS 1X atemperado a 37 °C.

3. Extraer y cuantificar la proteina, por el método de Bradford, de los 3 pocillos
destinados a ello.

4. Afadir 40 pL de mezcla de reaccién y dejar en agitacion a 37 °C durante 4

minutos en un agitador Thermo-Shaker PTS-100HL (Biosan, #BS-010142-AAl).

Detener la reaccion con 100 pL de MeOH a -20 °C.

Tapar la placa con Parafilm y dejar reposar a -20 °C por 1-2 horas.

Centrifugar la placa durante 15 minutos a 4000 rpm durante 15 minutos.

Coger 90 pL del sobrenadante vy filtrarlo usando la placa filtrante Pall AcroPrep

Advance 96-well (Thermo Fisher Scientific, #17184611).

9. Coger 50 pL del sobrenadante y afiadirlo a un vial de HPLC con micro-insert (Tisch
Scientific, #CV1891).

10. Afiadir 5 pL de la solucién de patrén interno de palmitoil-carnitina de 5 pg/mLy
homogeneizar asegurando que no queden burbujas.

11. Realizar las inyecciones de las muestras en el HPLC-MS empleando la columna
Kinetex C8 de 2,6 um (Phenomenex, #00B-4497-E0) con la precolumna
SecurityGuard ULTRA (Phenomenex, #AJ0-8770) y el filtro SecurityGuard ULTRA
Holder (Phenomenex, #AJ0-9000). Las condiciones de elucidn son las siguientes:

© N oW

Tiempo (minutos) Disolvente A (%) Disolvente B (%)
0,00 60,0 40,0
0,50 60,0 40,0
7,00 0,0 100,0
9,00 0,0 100,0
10,0 60,0 40,0
12,0 60,0 40,0

Donde el disolvente A es H.O Milli-Q con un 0,1% de &acido férmico (Sigma,
#5438040100) y el disolvente B es acetonitrilo (Sigma, #34851) con un 0,1% de acido
férmico.

12. Calcular la actividad teniendo en cuenta la siguiente férmula:

Ao~ (H9). 7. . 1000
T2 Crg (mL) 7 0.14 (L)

g
5 ( pmol ) _ Mwpg (W)
minuto - mg de proteina U MYproteina

Donde:

A409/A400 = Relacion entre dreas de la integracién de los picos correspondientes a las
masas de la palmitoil-carnitina-d® y palmitoil-carnitina respectivamente

Crc = Concentracion del patrén interno en el vial de HPLC

Vi = Volumen final en el vial de HPLC
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Vi = Volumen de muestra antes de afiadir el patrén interno
MWops = Masa molecular de la palmitoil-carnitina-d®
t=Tiempo de reaccién en minutos

MEproteina = Masa de proteina en mg

Mezcla de reaccion:

- HEPES11mMapH7,2
- Sucrosa 70 mM

- NaCl 100 mM

- KCI3,6 mM

- MgS040,8 mM

- KH2P0O4 0,56 mM

- CaCl3mM

- ATP4mM

- Glutatién reducido 250 uM
- Palmitoil-CoA 50 uM

- BSA deslipidizado 0,1%
- L-carnitina-d® 400 uM
- Digitonina 46,5 uM

8.2.2.4 Estudio de la inhibicion de CPT1A en células por HPLC-MS

El protocolo que se detalla a continuacién fue utilizado para el estudio de la capacidad
de inhibicidon de diferentes compuestos en las células HepG2 permeabilizadas sin
necesidad de extraer las mitocondrias:

v

El dia anterior al experimento, sembrar las células en las placas de 96 pocillos a
la densidad adecuada en medio de crecimiento. En el caso de las HepG2, se
sembraron 100 pL a 20.0000 células/mL. Sembrar 3 pocillos extra para la
determinacidn de proteina en las células.

A la mafana siguiente, descartar el medio de cultivo de las células y lavar con
100 pL de PBS 1X atemperado a 37 °C.

Anadir el volumen necesario de una disolucidn stock de los inhibidores y ajustar
el volumen a 100 pL con medio de crecimiento.

Incubar las células durante 1 h.

Descartar el medio y lavar los pocillos con PBS 1X atemperado a 37 °C.
Continuar a partir de aqui desde el punto 3 de la determinacién de la actividad
de CPT1A en células por HPLC-MS.

8.2.3 Levaduras y vectores plasmidicos

Para la expresion de la proteina recombinante CPT1Awt se utilizo la cepa YPH499 de
Saccharomyces cerevisiae (Invitrogen, #K500053). El genotipo/fenotipo de la cepa es el
siguiente: MAT a ura3-52 leu2-DI ade2-101 lys2-801 his3-D200 trp1-D63. El vector
empleado para la expresion proteica fue el pYES2 (Invitrogen, #V825-20) que se trata un
pldsmido episomal de alto numero de copias. En levaduras el marcador de seleccién del
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pldsmido es el gen URA3 que codifica el enzima orotidina-5’-fosfatodecarboxilasa y
permite una seleccidn por auxotrofia, consiguiendo que solo las células que hayan
incorporado el plasmido puedan crecer en un medio sin uracilo. La expresion del gen
estd bajo el control del promotor GAL1, inducible por galactosa que se encuentra
reprimido cuando la fuente de carbono es glucosa.

8.2.3.1 Crecimiento

La cepa YPH499 se crecié en medio completo YPD esterilizado que se compone de 1%
de extracto de levadura, 2% de peptona y 2% de glucosa (pH ajustado a 6,6 antes de
autoclavar). En el caso del medio sélido, se afiade ademas un 2% de agar (pH ajustado a
7,2 antes de autoclavar). Los medios de cultivo se almacenan a 4 °C.

El crecimiento en medio liquido se realizé a 30 °C en agitacion continua. La densidad del
cultivo se determind por espectrofotometria utilizando la siguiente regla: 0,1 DOsso = 3
x 108 células/mL, donde DOseo s la densidad dptica del cultivo a 660 nm.

8.2.3.2 Transformacion

El plasmido de expresion pYES-CPT1Awt se transformé en la cepa S. cerevisiae mediante
la modificacion del método descrito por Schiestl et al. que se basa en el uso de acetato
de litio como disruptor parcial de la pared celular. En esta metodologia la captacion de
DNA transformante por las células viables se produce tras la adicion de polietilenglicol
(PEG) y un choque térmico. El procedimiento se describe con detalle a continuacion:

1. Inocular 15 pL del cultivo liquido de la cepa de interés en 15 mL de medio YPD
liquido. Se dejan crecer a 30 °C con agitacidén durante aproximadamente 16 h,
hasta que la DOsso Se encuentre entre un valor de 2 y 9.

2. Inocular 5 mL del preindculo en 50 mL de medio YPD liquido y se deja crecer

durante 3 h a 30 °C en agitacidn hasta obtener una DOgso de 0,2 —0,3.

Para el calculo de x se puede aplicar la férmula: Viniciat X DOinicial = Vfinal X DO¥inal.

Centrifugar las células a 100 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente.

4. Llavar las células con 30 mL de H,O Milli-Q, resuspendiendo las células por
inversion. Centrifugar a 100 x g durante 5 minutos.

5. Resuspender las células en 200 uL de soluciéon tamponada de acetato de litio (TE
1X/AcOLi 1X).

6. Transformar en tubos “eppendorf” con 1 uL de TE 1X/AcOLi 1X, 100 ng de DNA
plasmidico y 100 uL de levaduras. Mezclar sin vortex.

7. Afadir 600 pL de solucién de PEG (TE 1X/AcOLi 1X/PEG 4000 40%). Mezclar sin
vortex y dejar incubando durante 30 minutos a 30 °C.

8. Aiadir 70 pL de DMSO, previamente esterilizado por filtracion, y mezclar por
inversion.

9. Someter el cultivo a un choque térmico mediante la incubacién a 42 °C durante
15 minutos y seguidamente enfriar en hielo durante 1-3 minutos.

10. Centrifugar las células unos segundos a velocidad maxima y descartar el
sobrenadante. Se resuspenden las células en 100 uL de TE 1X.

w
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11. Sembrar los 100 pL en una placa selectiva para el marcador plasmidico en medio
CMura™ e incubar a 30 °C hasta la aparicidn de colonias.

Todo el proceso se llevd bajo condiciones de esterilidad y los diferentes reactivos fueron
preparados de manera extemporanea. Las soluciones stock a partir de las que se
prepararon son las que se detallan a continuacién:

e Tampodn TE 10X esterilizado por filtracion:
- Tris-HCI 100 mM a pH 7,5.
- EDTA 10 mM a pH 8.

e Acetato de litio 10X esterilizado por filtracion:
- Acetato de litio 1M (Sigma, #L6883) en H,O Milli-Q a pH 7,5.

e PEG 4000 al 50% (p/v), esterilizado por filtracion.

e DNA transportador (100 mg/mL):
- DNA (sal sédica de esperma de salmén) (Sigma, #D1626).
- TE1XapHS§,0.

e Plasmido (100 ng):
- Si es necesario concentrar o diluir con H,O Milli-Q esterilizada.

e CMura:
Para el medio liquido:
- 0,5% de (NH4)2SO0a.
- 0,17% de YNB (yeast nitrogen base).
- 0,077% de yeast synthetic drop-out sin uracilo (CSM-Ura).
- 2% de glucosa o acido lactico.
Se ajusta el pH a 5,0 antes de autoclavar.

Para el medio sdlido:
- Adadir 2% de agar al medio liquido.
Se ajusta el pH a 6,0 antes de autoclavar.

8.2.3.3 Seleccion de los transformantes

Los transformantes se pueden seleccionar mediante el crecimiento en placas con medio
sin uracilo (CMura’) donde Unicamente pueden crecer las levaduras que han
incorporado el plasmido. Tras la transformacién de las levaduras, se inocula una colonia
en 30 mL de emdio CMura" liquido suplementado con un 2% de glucosa. El cultivo se
mantiene en agitacion a 30 °C hasta obtener una DOeeo < 1.

Una vez alcanzado este punto, como la enzima CPT1A se localiza en mitocondrias, las
levaduras transformadas se crecen en un medio con un de acido lactico como fuente de
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carbono para favorecer la biosintesis de las mismas. Para ello se inocula la cantidad
adecuada del cultivo de glucosa en medio CMura" liquido con un 2% de acido lactico
para obtener un DOegso de 0,1. Se dejan las levaduras en agitacién a 30 °C hasta llegar a
un DOeeso de 1 aproximadamente.

En este punto se induce la expresion de proteina afiadiendo un 2% de galactosa al medio
liquido, dejando las levaduras en agitacién a 30 °C durante 20 h.

Estudio de actividad CPT1

8.2.3.3.1 Método radiométrico

Para la determinaciéon radiométrica de la actividad de CPT1 se llevd a cabo la reaccion
enzimatica segun se detalla en el siguiente protocolo:

1. Preparar la mezcla de reaccion en un tubo de 15 mL y mantenerla en hielo. El
GSH se debe preparar de manera extemporanea inmediatamente antes de
utilizarlo.

2. Preparar la mezcla de proteina correspondiente a la fraccion mitocondrial de los
extractos. La muestra se prepara por duplicado en un tubo eppendorf de 1,5 mL
como se describe a continuacion:

Mezcla de proteina

Proteina 10-15 pg
Tampon de reaccion CPT1 4X 10 uL
H.0 Milli-Q (c.s.p.) 40 plL

3. Adadir a cada tubo de reaccion con la proteina 160 plL de la mezcla de reaccién.
Mezclar con vortex e incubar durante 4 minutos a 30 °C.

4. Parar la reaccion con 200 pL de HCI 1,2 M.

5. Extraer la 3H-palmitoil-carnitina con 600 uL de n-butanol saturado con agua.
Mezclar con vortex y centrifugar a 16000 x g durante 2 minutos.

6. Separar 400 pL de la fase butandlica con 200 uL de H,O Milli-Q. Mezclar con
vortex las muestras y centrifugar a 16000 x g durante 2 minutos.

7. Traspasar 250 pL de la fase superior a un vial de plastico con 5 mL de liquido de
centelleo Ultima Gold MV (PerkinElmer, #6013159). El contador empleado es el
liquid scintillation analyzer (Packard, TRI-CARB 2100TR) del servicio de
radioisotopos de la Facultat de Farmacia de la Universitat de Barcelona.

Para el calculo de la actividad enzimatica (A.E.) de la CPT1 se aplicé la formula:

2 ( nmol )_ c.p.m 1 1000
"~ \min-mg deproteina)  R.E t pug

Donde:

C.p.m: cuentas por minuto
R.E: radioactividad especifica de la carnitina (3000 c.p.m/nmol aproximadamente)
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t: tiempo de reaccidén del ensayo en minutos

Las disoluciones y reactivos necesarios se preparan de manera extempordnea y se
pueden almacenar entre -80 y 4 °C. Su preparacién y composiciéon se detalla a
continuacion:

e L-3H-carnitina 16 mM (30 uCi)
- 6,6 mg de L-carnitina.
- 1964,6 uL de una mezcla de etanol 95%:H,0 destilada (1:1).
- 125 plL de L-3H-carnitina hidrocloruro (de 80 Ci/mmol).
Almacenada a -80 °C.

e Tampdn CPT1 4X
- Tris-HCI 420 mM a pH 7,2
- KCI 60 mM
- MgCl; 16 mM
Almacenada a 4 °C.

e Mezcla de reaccidn:
- Tris-HCI 105 mM a pH 7,2
- KCI15 mM
- MgCl;,4 mM
- ATP4mM
- Glutatién reducido (GSH) 250 uM
- Palmitoil-CoA 50 uM
- BSA deslipidizado 0,1%
- L-3H-carnitina (30 uCi) 400 pM
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8.2.3.3.2 Ensayo radiométrico con inhibidores

En el caso del estudio de actividad en presencia de inhibidores, estos se afiaden a la
mezcla de proteina con tampdn de CPT1 4X segun se indica a continuacion:

Mezcla de proteina

Proteina 10-15 pg
Tampon de reaccion CPT1 4X 10 uL
Inhibidor X puL
H.0 Milli-Q (c.s.p.) 40 plL

Donde x es el volumen necesario del inhibidor para conseguir la concentracion deseada.

El volumen que se afade dependera de la concentracién deseada. En el caso de
inhibicidn con malonil-CoA se afiaden un volumen tal que la concentracién final en el
medio de reaccion sea de 100 uM.La mezcla se preincuba durante 1 minuto a 30 °C antes
de continuar con el paso 3 del protocolo del estudio de la actividad.

8.2.3.3.3 Método HPLC-MS

Para la determinacién por HPLC-MS de la actividad de CPT1 se llevd a cabo la reaccion
enzimatica segun se detalla en el siguiente protocolo:

13.

14.

Preparar la mezcla de reaccién en un “eppendorf” de 5 mL (Eppendorf,
#0030119401) y mantenerla en hielo.

Preparar la mezcla de proteina correspondiente a la fraccion mitocondrial de los
extractos, ya sean de levaduras o de tejidos de ratédn, como se describe a
continuacion:

Mezcla de proteina

Proteina 10 ug
Tampon de reaccion CPT1 4X 2,5uL
H.0 Milli-Q (c.s.p.) 10 pL

15.
16.

17.
18.
19.
20.

21.

22.

Anadir los 10 uL de la mezcla de proteina a cada pocillo.

Afadir 40 uL de mezcla de la mezcla de reaccion a cada pocillo previamente
atemperada a 37 °Cy dejar en agitacion a 30 °C durante 4 minutos en un agitador
Thermo-Shaker PTS-100HL (Biosan, #BS-010142-AAl).

Detener la reaccion con 150 pL de MeOH a -20 °C.

Cubrir la placa con Parafilm y dejar reposar durante 1-2 h a -20 °C.

Centrifugar la placa durante 15 minutos a 4000 rpm durante 15 minutos.

Coger 120 pL del sobrenadante vy filtrarlo usando la placa filtrante Pall AcroPrep
Advance 96-well (Thermo Fisher Scientific, #17184611).

Coger 60 pL del sobrenadante y afiadirlo a un vial de HPLC con micro-insert (Tisch
Scientific, #CV1891).

Afiadir 5 pL de la solucién de patrén interno de palmitoil-carnitina de 5 pg/mLy
homogeneizar asegurando que no queden burbujas.
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23. Realizar las inyecciones de las muestras en el HPLC-MS empleando la columna
Kinetex C8 de 2,6 um (Phenomenex, #00B-4497-E0) con la precolumna
SecurityGuard ULTRA (Phenomenex, #AJ0-8770) y el filtro SecurityGuard ULTRA
Holder (Phenomenex, #AJ0-9000). Las condiciones de elucidn son las siguientes:

Tiempo (minutos) Disolvente A (%) Disolvente B (%)
0,00 60,0 40,0
0,50 60,0 40,0
7,00 0,0 100,0
9,00 0,0 100,0
10,0 60,0 40,0
12,0 60,0 40,0

Donde el disolvente A es H.O Milli-Q con un 0,1% de &acido férmico (Sigma,
#5438040100) y el disolvente B es acetonitrilo (Sigma, #34851) con un 0,1% de acido

férmico.

24. Calcular la actividad teniendo en cuenta la siguiente formula:

V
Asgo Cpc (ﬂ) L.014 (mL) - 1000

mL Vi

Mwos ()

(minuto *mg de proteina

Donde:

pmol )

t: mgproteina

A409/A400 = Relacion entre dreas de la integracién de los picos correspondientes a las
masas de la palmitoil-carnitina-d® y palmitoil-carnitina respectivamente

Crc = Concentracidn del patrén interno en el vial de HPLC

Vi = Volumen final en el vial de HPLC
Vi = Volumen de muestra antes de afiadir el patrén interno
MWope = Masa molecular de la palmitoil-carnitina-d®
t=Tiempo de reaccién en minutos
Mgproteina = Masa de proteina en mg

e Mezcla de reaccion:

Tris-HCI 105 mM a pH 7,2
KCI 15 mM

MgCl; 4 mM

ATP 4 mM

Glutation reducido 250 uM
Palmitoil-CoA 50 uM

BSA deslipidizado 0,1%
L-carnitina-d® 400 uM
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8.2.3.3.4 Ensayo HPLC-MS con inhibidores

En el caso del estudio de actividad en presencia de inhibidores, estos se afiaden a la
mezcla de proteina con tampdn de CPT1 4X segun se indica a continuacion:

Mezcla de proteina

Proteina 10 ug

Tampon de reaccion CPT1 4X 2,5uL
Inhibidor X puL

H.0 Milli-Q (c.s.p.) 10 pL

Donde x es el volumen necesario del inhibidor para conseguir la concentracion deseada.
El volumen que se afade dependera de la concentracién deseada. En el caso de
inhibicién con malonil-CoA se afiaden un volumen tal que la concentracién final en el
medio de reaccion sea de 100 pM.

La mezcla se preincuba durante 1 minuto a 30 °C antes de continuar con el paso 4 del
protocolo del estudio de la actividad por el método de HPLC-MS.
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8.3 Materiales y métodos en biologia molecular

El andlisis de los tejidos y extractos celulares se llevé a cabo empleando técnicas de
biologia molecular. Estas técnicas ayudan a entender los procesos biolégicos que estan
ocurriendo en organismos vimos. En esta seccidn se explicaran las diferentes técnicas
empleadas durante la presente Tesis.

8.3.1 Meétodos con proteinas

8.3.1.1 Extraccion de proteina de levaduras

Para el aislamiento de la proteina CPT1A sobreexpresada en las levaduras
recombinantes se llevd a cabo la rotura mecdanica de las células mediante el vorteado
de las mismas con bolas de vidrio (Sigma, #G8772). El protocolo se detalla a
continuacion:

1. Centrifugar las levaduras inducidas a 4000 x g durante 5 minutos a 4 °C.

2. Hacer dos lavados con H,O destilada fria centrifugando después de cada
lavado.

3. Descartar el sobrenadante y resuspender las levaduras en 700 pL de tampon
con inhibidores de proteasas (Roche, #11697498001) por cada 250 mL de
cultivo.

4. Afadir a cada tubo el mismo volumen de bolas de vidrio (RPI, # 9831)
previamente enfriadas a 4 °C.

5. Romper las levaduras mediante agitacion en vortex durante 5-10 minutos,
intercalando 30 segundos de vortex con 30 segundos de enfriamiento en
hielo para evitar el calentamiento del medio.

6. Centrifugar los tubos a 4000 x g durante 15 minutos a 4 °C para separar las
bolas de vidrio y los restos de las paredes celulares.

7. Centrifugar el sobrenadante a 17000 x g durante 30 minutos a 4 °C para
obtener la fraccién mitocondrial.

8. Resuspender las mitocondrias con tampon con inhibidores de proteasas a la
concentracion deseada. Almacenar las alicuotas a -20 °C.

e Tampodn de extraccidn con inhibidores de proteasas:
Hepes 10 mM a pH 7,8.

- EDTA1mM.

Glicerol al 10% en H,0 destilada.

Inhibidores de proteasas, 1 pastilla por cada 50 mL.

8.3.1.2 Extraccion de la proteina celular

El protocolo detallado en este apartado se corresponde a la obtencidén de extractos
proteicos de una placa de cultivo celular de 96 pocillos:

1. Lavar las células con PBS 1x.
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Anadir 100 pL de tampon de homogenizacion al pocillo.

Levantar las células con ayuda de una espatula.

Recoger el volumen en un tubo y centrifugar a 4 °C durante 10 minutos a 13200
rpm.

Guardar a4 °Csi su uso es inmediato o0 a-20 °C si se van a usar en otro momento.

Tampon de extraccion con inhibidores de proteasas:
Hepes 10 mM a pH 7,8.

- EDTA1mM.

Glicerol al 10% en H,0 destilada.

Inhibidores de proteasas, 1 pastilla por cada 50 mL.

8.3.1.3 Extraccion de la proteina de tejidos

El protocolo que se detalla a continuacién se refiere a la extraccidon de la fraccion
proteica de tejidos de ratones C57BL/6JR]j extraidos en fresco.

PwnNpE

Extraer el tejido y pesar aproximadamente 100 mg del mismo.

Cortar el tejido en trozos mas pequeios.

Introducirlo en 1 mL de tampdn de extraccion de proteinas y mantener en hielo.
Homogeneizar utilizando el una trituradora de teflén Potter-Elvehjem (KIMBLE,
#SCERSP886000-0020) en ciclos de 30 segundos de triturar y 30 segundos de
enfriar.

Traspasar el lisado a un tubo y centrifugar durante 15 minutos a 2500 rpm a 4 °C.
Transferir el sobrenadante a otro tubo y centrifugar a 11600 rpm durante 20
minutos a 4 °C.

Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en el volumen deseado de
tampdn de extraccion.

Usar inmediatamente o almacenar los extractos a -20 °C.

Tampon de extraccion con inhibidores de proteasas:
Hepes 10 mM a pH 7,8.

- EDTA1mM.

Glicerol al 10% en H,0 destilada.

Inhibidores de proteasas, 1 pastilla por cada 50 mL.

8.3.1.4 Cuantificacion de la proteina

Para la determinacién de la cantidad de proteina se siguié el método desarrollado por
Bradford que se basa en los cambios de absorcidn a 595 nm del azul Coomassie brillante
G-250 en respuesta a las diferentes concentraciones de proteina.?*> Para ello se siguié
el siguiente protocolo:

Preparar la dilucién del reactivo de Bradford (Bio-Rad, #5000006) en una
proporcién 1:5 con agua.

Filtrar la disolucidon resultante con un filtro de 0,2 um (Thermo Fisher Scientific,
#15181499).
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3. Preparar patrones de proteina con BSA utilizando una disolucién stock de 1
mg/mL de BSA segun se describe:

Cantidad de proteina (pg) Volumen de stock (pL) Volumen de Bradford (uL)

Blanco 0 1000

2 2 998

5 5 995

10 10 990

15 15 985

20 20 980
Muestra 2-10 1000 (c.s.p)

4. Medir la absorbancia los patrones y la muestra a 595 en un espectrofotémetro.

5. Obtener la recta de calibrado con los patrones y la regresion lineal. Interpolar el
valor de absorbancia de las muestras en la ecuacion y calcular la cantidad de
proteina en la muestra.

8.3.2 Métodos con RNA

8.3.2.1 Extraccion del RNA de tejidos

Se introducen 30-70 mg de tejido en un tubo de 2 mL (Fiser Scientific, #11393613) junto
a 1 mLde Trizol (Invitrogen, #15596-018). El tejido se lisa con perlas de acero inoxidable
de 3,2 mm (Qiagen, #69997) en el Tissuelyser LT (Qiagen, #85600) a una frecuencia de
50 Hz durante 3-5 minutos dependiendo del tejido. Para el aislamiento del RNA se siguid
el protocolo descrito por Invitrogen.

De manera resumida:

1. Incubar el lisado durante 5 minutos a 4 °C para permitir la completa disociacion
del complejo de nucleoproteinas.

2. Afadir 200 pL de cloroformo (Sigma, #34854) por cada 1 mL de Trizol empleado
y mezclar por agitacién vigorosa.

3. Incubar durante 2-3 minutos a 4 °C.

4. Centrifugar la muestra durante 15 minutos a 12000 x g a 4 °Cy transferir la fase
acuosa superior a un nuevo tubo evitando arrastrar las proteinas de la interfase.

5. Afadir 500 pL de isopropanol (Thermo Fisher Scientific, #447080010) a la fase

acuosa por cada 1 mL de Trizol.

Incubar durante 10 minutos a 4 °C.

Centrifugar la muestra durante 10 minutos a 12000 x g a 4 °C.

Descartar el sobrenadante.

Resuspender el pellet en 1 mL de etanol (Thermo Fisher Scientific, #124790010)

al 75% por cada 1 mL de Trizol.

10. Mezclar con el vortex la muestra durante 5 minutos a 7500 x g a 4 °C.

11. Descartar el sobrenadante y repetir el levado con etanol 75%.

12. Dejar secar el pellet de RNA a temperatura ambiente.

©®~No
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13. Resuspender el pellet en 20-50 pL de agua tratada con dietilpirocarbonato
(DEPC) (Ambion, #9906) y cuantificar el RNA en el espectrofotometro (Nanodrop
Thermo NanoDrop 1000).

8.3.2.2 Sintesis de cDNA

El mRNA purificado se retrostrancribe a cDNA usando la transcriptasa reversa del virus
murino Moloney de leucemia (M-MLV) (Invitrogen, #10338842) siguiendo las
instrucciones de la casa comercial.

De manera resumida:

1. Incubar 500 ng de mRNA en un tubo junto a 1 puL de dNTPs mix (10 mM cada
uno) (Invitrogen, #16498753), 0,5 uL de hexameros aleatorios 50 uM (Applied
Biosystems, #10609275) y 0,5 plL de oligo d(T)is 50 UM y se incuba durante 5
minutos a 65 °C.

2. Afadir 4 pL de tampdn de primera cadena 5X (Invitrogen, #10338841), 2 ulL de
ditiotreitol 100 mM (DTT) (Invitrigen, #103338843) y 1 uL del inhibidor de la
ribonucleasa recobinante RNAseOUT 40U/uL (Invitrogen, #10338843). Se incuba
durante 2 minutos a 37 °C.

3. Seafiade 1 plL de transcriptasa reversa M-MLV 200U/uL y se mezcla por pipeteo.
La mezcla resultante se incuba en un termociclador siguiente el siguiente

protocolo:
Temperatura (°C) Tiempo (minutos)
25 10
37 50
70 15

4. ElcDNA resultante se diluye con agua tratada con DEPC hasta una concentracién
final de 5 ng/pL.

Se incluyen 2 controles negativos en el procedimiento:
RT1: Una mezcla de todas las muestras de mRNA sin la enzima M-MLV.
RT2: Una muestra con agua en lugar de mRNA que incluya la enzima M-MLV.

8.3.3 PCR cuantitativa a tiempo real

La PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR) se trata de una técnica de biologia molecular
que amplifica fragmentos especificos de DNA mediante la utilizacién de moléculas como
el SYBR Green | permitiendo la cuantificacion de los niveles de DNA de un gen en un
tejido. El SYBR Green | es un colorante que se asocia a la molécula de DNA por su
interaccion con la hendidura menor de la cadena provocando la emisién de
fluorescencia por parte de la molécula. Durante la amplificacion del material genético
de la PCR, la cantidad de DNA amplificado aumenta exponencialmente y, por lo tanto,
aumenta la cantidad de SYBR Green | que se asocia a la doble hebra, causando por ende
un aumento de la fluorescencia en el medio de reaccién que se puede medir en cada
ciclo de la PCR y se puede utilizar para cuantificar la cantidad de DNA amplificado.
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Para cuantificar los niveles de expresion del gen elegido mediante la PCR, se necesita
disefiar un cebador especifico para la regién del cDNA que se quiera amplificar. Tras los
sucesivos ciclos de PCR, se aumenta la cantidad de material genético bicatenario y por
tanto la cantidad de fluorescencia derivada de la unién entre este y el SYBR Green |, lo
gue permite la cuantificaciéon del cDNA presente y, por comparacion, obtener valores de
expresion génica relativos respecto a un grupo de control.

El proceso se encuentra ilustrado esquematicamente en la Figura 82:

SYBR Green | no unido
SYBR Green | unido

Transcriptasa Amplificacion

r DNA
& eversa ﬁ c

. s
\\v \‘\‘U;}:‘ o

MRNA extraido cDNA Aumento en la
fluorescencia

Figura 82. Proceso de cuantificacion del cDNA por qRT-PCR a partir de mRNA extraido
de tejidos.

La gRT-PCR se llevé a cabo con el instrumento LightCycler 480 Il (Roche, #05015243001)
siguiendo las instrucciones del fabricante.
De manera resumida:

1. 2,5-5ng/uL de cDNA se mezclan con 5 uL de SYBR Green PCR Master Mix Reagent
Kit 5X (Roche, #4887352001), 0,5 pL de mezcla de cebadores (forward y reverse,
10 uM cada uno) y 2 plL de agua tratada con DEPC. Se incluye un control negativo
sin cDNA.

2. Se lleva a cabo la reaccién en una placa de 384 pocillos (Roche, #04729749001)
gue se incuba durante 5 minutos a 95 °C, seguido de 45 ciclos de 95 °C durante
15 segundos, 60 °C durante 10 segundos y 72 °C durante 10 segundos.

3. Los niveles de mRNA se normalizan utilizando diferentes genes de referencia
segun el tejido analizado: proteina ribosomal L7 (Rpl7) para el hipotalamo,
peptidil propil isomerasa A (Ppia) para el higado e hipoxatina-guanina
fosforibosiltransferasa (Hprt) para el tejido adiposo marrén. Los cebadores
utilizados se detallan en la Tabla 8:
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Tabla 8. Lista de oligonucledtidos utilizados para la gqRT-PCR. Todos han sido adquiridos

en Merck.
Gen Secuencia 5'—3’ Secuencia 3'—5’
Hprt TCCTCCTCAGACCGCTTTT CCTGGTTCATCATCGCTAATC
Ppia TGCCAAGACTGAATGGCTGG ATTCCTGGACCCAAAACGCT
Rpl7 TCGCAGAGTTGAAGGTGAAG GCCTGTACTCCTTGTGATAGTG
Agrp CGGAGGTGCTAGATCCACAGA AGGACTCGTGCAGCCTTACAC
Bsx CACTGCCCTCAGCCTCTC CGCTTTCGGTTCGTCTTG
Cptla GACTCCGCTCGCTCATTC AAGGCCACAGCTTGGTGA
Cptlc TATGCAGTCGCCCTTCCT ACATCAATCAGGTGTGTCTGCT
Creb GGAAGAGAGAGGTCCGTCTAATG CACATATTCTTTCTTCTTTCTACGACA
Fas CAGATGATGACAGGAGATGGAA CACTCACACCCACCCAGA
Fox01 CTTCAAGGATAAGGGCGACA GACAGATTGTGGCGAATTGA
Gad1 ATACAACCTTTGGCTGCATGT TTCCGGGACATGAGCAGT
Glutl TTACAGCGCGTCCGTTCT TCCCACAGCCAACATGAG
Glut3 TTGCCCTGAGAGTCCAAGA ACAAGCGCTTGCAGGATCT
G6Pasa AGGAAGGATGGAGGAAGGAA TGGAACCAGATGGGAAAGAG
Hsl GCGCTGGAGGAGTGTTTTT CGCTCTCCAGTTGAACCAAG
Hmgcr TGCCACACTCTGCACTAAA CTGAGAGGTCCGACTTGCTT
Hmgcs1 GTTGGAGTGTCTCTTACGGTTCTG  AGTTCTCGAGTCAAGCCTTGATTTA
Hmgcs2 GAGATGCAGCGGCTTTTGGC TCCTGGACCGAACAGAAGC
Mgl TCTTCCTCCTGGGCCACT AAAGTAGGTTGGCCTCTCT
Pdk4 TTTCTCGTCTCTACGCCAAG GATACACCAGTCATCAGCTTCG
Pepck GTCAACACCGACCTCCCTTA CCCTAGCCTGTTCTCTGTGC
Plin2 GAGTCCCACTGTGTTGAGCA CCAGGACAGTCTGGCATGT
Plin5 TGTGTGTAGTGTGACTACCTGTGC GGCAAGATCATTCACTGTGG
Pomc ACCTCACCACGGAGAGCAA CGGGGGTTTTCAGTCAGGG
Ucpl GGCCTCTACGACTCAGTCCA TAAGCCGGCTGAGATCTTGT
Vgat GGCAACCACCATGTACTCTTCT TGAGGAACAACCCCAGGTAG
Vglutl AAAAGCAGCAGCCAAGGTT CGCAGTTTAGCATTTCAGGAC
Vglut2 CTGGGGTCCTTGTGCAGTAT CCGAAGCTGCCATAGACATAG
Npy CCGCTCTGCGACACTACAT TGTCTCAGGGCTGGATCTCT
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8.4 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 9 (Version
9.3.2). Se utilizé el andlisis t de Student de dos colas para comparar dos grupos bajo la
misma condicion. Se realizd un andlisis de ANOVA de una via seguido de la prueba de
Tukey cuando se comparaba una variable entre mas de dos grupos. Se utilizé un analisis
de ANOVA de dos vias seguido de la prueba de comparaciones multiples de Sidak cuando
se comparaban dos variables entre dos 0 mas grupos.
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