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@Resumen:

Compuestos bioactivos polifendlicos conteniendo
azufre o selenio y sus uso.

La invencidén se refiere a compuestos que contienen
al menos un grupo polifenol y azufre o selenio y sus
usos como antioxidantes y captadores de radicales
libres. Ademas, se refiere a las composiciones
farmacéuticas, nutracéuticas y cosméticas que los
incluyen.



10

15

20

25

30

ES 2392915 Al

DESCRIPCION

COMPUESTOS BIOACTIVOS POLIFENOLICOS CONTENIENDO AZUFRE
O SELENIO Y SUS USOS

La presente invencion se refiere a unos compuestos que contienen al menos
un grupo polifenol y azufre o selenio y sus usos como potentes antioxidantes
y captadores de radicales libres, y por tanto de aplicacién en la industria
alimentaria, industria cosmética e industria farmacéutica. Por tanto, la

presente invencién se enmarca en el campo quimico-farmacéutico.
ESTADO DE LA TECNICA

Los polifenoles son una amplia familia de compuestos que se encuentran,
entre otros alimentos, en la fruta, la verdura, el vino, el té, el cacao y el
aceite de oliva virgen extra y que muestran una marcada actividad
antioxidante. Uno de los polifenoles mas abundantes y mas efectivos como
antioxidante y atrapador de radicales libres es el hidroxitirosol, 2-(3,4-
dihidroxifenil)etanol, un polifenol que predomina en el olivo (Olea europea), y
que muestra una contrastada actividad en la prevencién y tratamiento de
enfermedades cardiovasculares, como la aterosclerosis, cancer,

enfermedades neurodegenerativas, diabetes u osteoporosis.

El hidroxitirosol muestra actividad anticancerigena, previene de la
degeneracién macular relacionado con la edad, actia como fotoprotector
evitando el dafo inducido por la radiacion ultravioleta, y presenta actividad
como anti-inflamatorio. También presenta actividad antimicrobiana frente a
patégenos, como el Helicobacter pyloriy el Mycoplasma neumoide. También
posee actividad anti-VIH.

Por otro lado, el azufre es un elemento quimico esencial, ya que compuestos
que contienen azufre como aminoacidos, proteinas, enzimas Yy
micronutrientes poseen importantes funciones en la bioquimica celular. Los

compuestos organosulfurados naturales se encuentran frecuentemente en
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vegetales, particularmente en los vegetales Allium y Cruciferous. En especial
ajo, cebolla, cebolleta, cebollinos y puerro son ricos en dialil sulfuro, dialil
disulfuro, dialil trisulfuro, S-alil-L-cisteina sulféxido y ajoeno. El brécoli, la col

y las coles de Bruselas son ricas en sulforafano.

Ademas, se ha estudiado la influencia de los compuestos sulfurados en la
prevencion de enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas,
inflamatorias y cancer, habiéndose comprobado como ciertos compuestos
organosulfurados presentan propiedades antioxidantes (Battin, Erin E.;
Brumaghim, Julia L. Cell Biochem. Biophys. 2009, 55, 1-23),
antiaterosclerética, antiproliferativa, antibacteriana, inhibicion de la
agregacion plaquetaria, reduccién de la presion sistélica de la sangre y
reduccioén de los niveles de colesterol (Vazquez-Prieto, M. A.; Miatello, R. M.
Mol. Aspects Med. 2010, 31, 540-545). Por ejemplo, el sulfuro de bis[2-(3,4-
dihidroxifenil)etilo] ha sido descrito como un agente terapéutico util para la

nefritis.

En derivados organoselénicos, estudios epidemiolégicos y clinicos en
humanos, asi como ensayos de laboratorio, apoyan el papel protector del
selenio frente al desarrollo del cancer. Los resultados han demostrado que
un suplemento de selenio en la dieta inhibe la proliferacion de células
cancerigenas, induce la apoptosis de las células tumorales, suprime la
metastasis en animales y reduce en humanos el riesgo de cancer de
préstata, de pulmén, de mama y colorrectal. Se ha demostrado que tanto la
dosis, como la forma quimica en la que se administre el selenio, son factores
criticos en la respuesta celular. Existen evidencias de que muchas de las
numerosas actividades que tiene el selenio en los sistemas biologicos se
deben a su capacidad de actuar como antioxidante (Naithani, R. Mini-Rev.
Med. Chem. 2008, 8, 657-668). Los selenocompuestos han mostrado una
mayor actividad anticancerigena en comparacién con sus isésteros de

azufre.
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Las selenoureas son compuestos de interés tanto desde el punto de vista
biolégico como sintético. En relacién con su actividad biol6égica, se ha
descrito el uso de selenoureas como agentes despigmentantes, debido a su
capacidad de inhibicién de la tirosinasa, como atrapadores de radicales
superdéxido y como potenciales agentes radioprotectores. El método mas
utilizado para la obtencibn de selenoureas es Ila reaccidn de

isoselenocianatos con aminas.

Determinados selenuros y diselenuros han mostrado actividad antioxidante,
antinociceptiva, antiinflamatoria y antidepresiva. En concreto, el diselenuro
de difenilo (PhSe-SePh) inhibe la peroxidaciéon lipidica, actia como
antinociceptivo, antiulceroso, ansiolitico, antiinflamatorio y antidepresivo, y
tiene efecto neuroprotector e hipoglucémico. Dicho compuesto y otros
analogos han exhibido actividad hemolitica y genotéxica en células del

plasma humano.

El campo de aplicacién de este tipo de compuestos con poder antioxidante,
es tan amplio que puede ser de interés la busqueda de compuestos
alternativos o que tengan propiedades mejoradas a los anteriormente
citados.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a compuestos cuya estructura resulta de la
combinacion de la funcién polifenélica (monohidroxi, dihidroxi o polihidroxi
fendlicas, por ejemplo hidroxitirosilo) con grupos funcionales conteniendo
azufre y/o selenio, dando lugar a estructuras tales como tiol, disulfuro,
tioacetato, tiourea, selenuro, diselenuro, selenonio y selenourea, para la
potenciacibn y mejora de la actividad biolégica de polifenoles. Estos
compuesto mejoran de forma notable las propiedades como antioxidante y
secuestrante de radicales libres en distintos sistemas y matrices, por ejemplo
en medio acuoso, medio lipéfilo, en emulsién y en células microsomales.
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Los compuestos de la presente invenciéon también han mostrado actividad
como inhibidores de la tirosinasa, implicada en reacciones de pardeamiento

enzimatico.

Los compuestos de la invencién son potentes antioxidantes y captadores de
radicales libres y de esta manera son utiles para su aplicacion en los
siguientes sectores de actividad: industria alimentaria, industria cosmética e
industria farmacéutica. En concreto para la industria farmacéutica, el uso de
estos compuestos ira encaminado a la obtencién de nuevos farmacos o
formulaciones que los contengan, y serian utiles en la prevenciéon y
tratamiento de enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas, y

tumorales; ademas como antiinflamatorios, antimicrobianos y antivirales.

Dentro de la industria alimentaria pueden ser Utiles para la formulacion de
alimentos funcionales o como aditivos para prevenir el deterioro del alimento
mejorando sus propiedades fisico-quimicas, organolépticas o nutricionales.
Y en la industria cosmética, estos compuestos podran utilizarse como
componentes de cremas solares y antienvejecimiento por su capacidad de

captacioén de radicales libres.

Por tanto, un primer aspecto de la presente invencién se refiere al uso de un
compuesto de férmula general (l) para la elaboracién de una composicién

antioxidante o como oxidante:

R'O X—R3

R?0
()
donde: R' y R? son iguales o diferentes y se seleccionan

independientemente de entre hidrégeno (H), alquilo (C4-C4) o acetilo
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(-COCHs3). Preferiblemente R’ y/o R? son hidrégeno, metilo o acetilo y mas
preferiblemente R' y R? son hidrégeno.
R® se selecciona de entre hidrégeno, alquilo (C4-C4), acetilo,

-C(=2)-NH-R’, el grupo de formula (I1) o el grupo de férmula (1l1):

ORS ORS

2————\( OR® "‘1,’ ORS
(n ()

X se selecciona de entre S, Se, NH o X-R* donde X’ es S 0 Se y R*
es el grupo de férmula (l11);

R®y R® son iguales o diferentes y se seleccionan independientemente
de entre hidrégeno, alquilo (C1-C4) o acetilo. Preferiblemente R® y/o R® son
hidrégeno, metilo o acetilo;

Y es S 0 Se;

ZesSoSe;y

R’ se selecciona de entre alquilo (C1-C+g), fenilo (-CeHs), sustituido o

sin sustituir o bencilo (-CH»-CgHs), sustituido o sin sustituir.

El término “alquilo” se refiere en la presente invencion a cadenas alifaticas,
lineales o ramificadas, sustituidas o no sustituidas, en el caso de R', R%, R?,
R’y R® tienen de 1 a 4 atomos de carbono, preferiblemente se selecciona de
entre un alquilo C4-C,, mas preferiblemente el grupo alquilo es un metilo y en
el caso de R’ tienen de 1 a 18 atomos de carbono, preferiblemente se
selecciona de entre un alquilo C4-Cg, mas preferiblemente el grupo alquilo es
un butilo. Ejemplos de grupos alquilo, pero sin limitarse, son metilo, etilo, n-
propilo, i-propilo, n-butilo, tert-butilo o sec-butilo. Opcionalmente el grupo

alquilo puede estar sustituido.
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Por “fenilo” se entiende al grupo -CgHs, que puede estar sustituido o sin
sustituir. El grupo fenilo sustituido puede estar sustituido con al menos un
sustituyente, preferiblemente esta sustituido con un sustituyente y mas
preferiblemente el sustituyente estaria en posiciéon para. Los sustituyentes
pueden ser seleccionados de lista que comprende, pero no limita, hidrégeno,
alquilo (C4-C,), sustituido o sin sustituir, hidroxilo, alcoxilo, amina, tiourea o
selenourea, y estos sustituyentes a su vez pueden estar opcionalmente
sustituidos. Preferiblemente los sustutiyentes son hidrégeno, alquilo como se

ha definido anteriormente y alcoxilo.

Por “bencilo” se entiende el grupo (-CH2-CsHs), que puede estar sustituido o
sin sustituir. El grupo fenilo sustituido puede estar sustituido con al menos un
sustituyente que se puede ser seleccionados de lista que comprende, pero
no limita, hidrégeno, alquilo (C4-C4) sustituido o sin sustituir, hidroxilo,
alcoxilo, amina, tiourea o selenourea, y estos sustituyentes a su vez pueden
estar opcionalmente sustituidos. Preferiblemente el grupo bencilo no esta

sustituido.

Por “alcoxilo” se entiendo el grupo —ORa, donde Ra es un grupo alquilo(C+-

C4) como el descrito anteriormente. Preferiblemente el alcoxilo es metoxilo.

En una realizacién preferida X es S o Se, y mas preferiblemente R® es
hidrégeno, acetilo.

En otra realizacién preferida X es S o Se y R® es el grupo de férmula (1),
dando lugar al compuesto (la):

1 —_
R10 X—Y. OR®

5
R20 OR

(la)
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donde: R', R% R® R®e Y se han definido anteriormente.
En otra realizacion preferida X es S o Se y R® es el grupo de formula (1l),
dando lugar al compuesto (Ib):

RO X
OR®

RZO OR5

(Ib)
donde: R, R?, R, R® se han definido anteriormente.

En otra realizaciéon preferida, X es X'-R* y mas preferiblemente R® es el
grupo de formula (Ill), dando lugar al compuesto de féormula (Ic):

5
REO OR

OR®

R20 OR?
(lc)
donde: X', R', R?, R® R® se han definido anteriormente, R® y R® pueden ser
iguales o diferentes entre si o entre los R®y R*a los que pertenecen. A es
un anién que preferiblemente es un halégeno y aun mas preferiblemente el

anion es de bromo. Aun mas preferiblemente X’ es Se.

En otra realizacion preferida X es NH, mas preferiblemente R® es el grupo -
C(=Z)-NH-R” dando lugar a un compuesto de férmula (Id):
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R'O NH\“/NH—R7
Z
R?0

(Id)

donde: Z, R, Rzy R’ se han definido anteriormente. Preferiblemente cuando
Z es S, R’ se selecciona de entre butilo, fenilo, fenilo sustituido por al menos
un grupo alquilo (C4-C4) o bencilo, mas preferiblemente R se selecciona de
entre butilo, fenilo, fenilo sustituido por un metilo o bencilo. Cuando Z es Se,
preferiblemente R’ es un fenilo, sustituido o sin sustituir, mas
preferiblemente el grupo fenilo no esta sustituido o esta sustituido por un
grupo alquilo (C4-C4) o un grupo alcoxilo, tal y como se han definido

anteriormente.

En una realizacion preferida, el compuesto se selecciona de la lista que
comprende:

4-(2-Acetiltioetil)-1,2-diacetoxibenceno (8)
4-(2-Sulfaniletil)benceno-1,2-diol (10)

Disulfuro de bis(3,4-dihidroxifenetilo) (11)

Diselenuro de bis (3,4-dihidroxifenetilo) (13)

Bromuro de tris(3,4-dihidroxifenetil)selenonio (17)
1-Butil-3-(3,4-dihidroxifenetil) tiourea (24)
1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-(p-tolil) tiourea (25)
1-Bencil-3-(3,4-dihidroxifenetil)tiourea (26)
1-Fenil-3-(3,4-dihidroxifenetil) tiourea (27)
1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-fenil selenourea (31)
1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-(p-tolil) selenourea (32)
1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-(p-metoxifenil) selenourea (33)
Diselenuro de bis(3,4-diacetoxifenetilo) (12)

Selenuro de bis (3,4-dimetoxifenetilo) (15)

Diselenuro de bis(3,4-dimetoxifenetilo) (16) o
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Bromuro de tris (3,4-diacetoxifenetil)selenonio (18).

Los compuestos de la invencion descritos anteriormente al poseer
propiedades antioxidantes se puede utilizar como aditivos para alimentos,
para la elaboracion de una composicion farmacéutica, alimenticia,
nutracéutica o cosmetica. Ademas, debido a sus propiedades estos

compuestos se pueden utilizar como bloqueadores de radicales libres.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso del compuesto de
formula general (I) descrito anteriormente, para la elaboracién de un

medicamento.

Otro aspecto de la invencién se refiere al uso del compuesto de férmula
general (I), descrito anteriormente para la elaboracion de un medicamento
para el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades inflamatorias,
tumorales, neurodegenerativas, relacionadas con la coagulacién sanguinea
actuando como antiagregante plaquetarios, como por ejemplo pero sin
limitarse trombosis o enfermedades cardiovasculares, como el infarto de
miocardio, infecciosas, actuando como agente antimicrobianos o antivirales,

o para su uso como inhibidor de tirosinasa.

Otro aspecto de la presente invencidén se refiere al compuesto de férmula

general (l):

R'O X—R3

R20

donde: R' y R? son iguales o diferentes y se seleccionan
independientemente de entre hidrégeno (H), alquilo (C4-C4) o acetilo
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(-COCHy). Preferiblemente R' y/o R? son hidrégeno, metilo o acetilo y mas
preferiblemente R' y R? son hidrégeno.
R® se selecciona de entre -C(=Z)-NH-R’, el grupo de férmula (il) o

el grupo de formula (l11):

ORS
ORS

— Y OR® VLLL OR®

1) ()

X se selecciona de entre S, Se, NH o X’-R*: donde X’ es S 0 Se y R*
es el grupo de féormula (111);

R®y R® son iguales o diferentes y se seleccionan independientemente
de entre hidrogeno, alquilo (C1-C4) o acetilo. Preferiblemente R® y/o R® son
hidrégeno, metilo o acetilo;

Y es S o Se;

ZesSoSe;y

R’ se selecciona de entre alquilo (C4-C1g), fenilo (-CgHs), sustituido o
sin sustituir o bencilo (-CH2-CgHs), sustituido o sin sustituir.

En una realizacién preferida el compuesto de la invencién puede ser un
compuesto de férmula (la), (Ib), (Ic) o (Id), tal y como se ha definido
anteriormente.

En otra realizacién preferida, el compuesto de la invencion se selecciona de
la lista que comprende:

Disulfuro de bis(3,4-dihidroxifenetilo) (11)

Diselenuro de bis (3,4-dihidroxifenetilo) (13)

Bromuro de tris(3,4-dihidroxifenetil)selenonio (17)
1-Butil-3-(3,4-dihidroxifenetil) tiourea (24)
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1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-(p-tolil) tiourea (25)
1-Bencil-3-(3,4-dihidroxifenetil)tiourea (26)
1-Fenil-3-(3,4-dihidroxifenetil) tiourea (27)
1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-fenil selenourea (31)
1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-(p-tolil) selenourea (32)
1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-(p-metoxifenil) selenourea (33)
Diselenuro de bis(3,4-diacetoxifenetilo) (12)

Selenuro de bis (3,4-dimetoxifenetilo) (15)

Diselenuro de bis(3,4-dimetoxifenetilo) (16) o

Bromuro de tris (3,4-diacetoxifenetil)selenonio (18).

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion que

comprende al menos un compuesto de formula (I) descrito anteriormente.

En una realizacion preferida la composicién es una composicién alimentaria,

nutracéutica, cosmética o farmacéutica.

En la presente invencion se entiende como “nutracéutica” o “alimento
funcional’, a aquellos alimentos que son elaborados no sélo por sus
caracteristicas nutricionales sino también por poseer un efecto beneficioso
sobre la salud, es decir, que pueden cumplir una funcién especifica como
puede ser el mejorar la salud y reducir el riesgo de contraer enfermedades.
Para ello se les agregan componentes biolégicamente activos, como
minerales, vitaminas, acidos grasos, fibra alimenticia o antioxidantes, etc., en

este caso concreto un antioxidante.

Por “alimento” entendemos cualquier composicién liquida, sélida o

semisélida apta para el consumo humano o animal.

Cuando tenemos una composicién farmacéutica, esta composicién ademas
puede comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Esta
composicién también puede contener otro principio activo.
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Los “vehiculos farmacéuticamente aceptables” que pueden ser utilizados en
dichas composiciones son los vehiculos conocidos por un experto en la

materia.

Como ejemplos de preparaciones farmacéuticas se incluye cualquier
composicion soélida (comprimidos, pildoras, capsulas, granulos, etc.) o
liquida (geles, soluciones, suspensiones o emulsiones) apropiadas para su
administracién oral, nasal, tépica o parenteral, preferiblemente oral, tépica o

parenteral.

La presente invencién también se refiere a un método de tratamiento y/o
prevencion de las enfermedades descritas anteriormente en un mamifero,
preferiblemente un humano, que comprende la administracion de una
cantidad terapéuticamente efectiva de una composicién que comprende al
menos un compuesto de formula (I) de la invencion. Preferiblemente, la
administracién de la composicion se puede realizar por via oral, nasal, tpica

o parenteral, mas preferiblemente por via oral, tdpica o parenteral.

En el sentido utilizado en esta descripcion, el término "cantidad
terapéuticamente efectiva" se refiere a la cantidad de la composicion
calculada para producir el efecto deseado y, en general, vendra
determinada, entre otras causas, por las caracteristicas propias de la
composicion, la edad, estado y antecedentes del paciente, la severidad de la

enfermedad, y de la ruta y frecuencia de administracion.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y
sus variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos,
componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos,
ventajas y caracteristicas de la invencién se desprenderan en parte de la

descripcion y en parte de la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos
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y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean

limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1.- Representa el efecto inhibidor de la actividad tirosinasa del

diselenuro, compuesto 13, utilizando tirosina como sustrato.

EJEMPLOS

Ejemplo 1.- Sintesis de los compuestos de la invencién.

A continuacién se muestran a modo de ejemplo ilustrativo y no limitativo,

algunas rutas sintéticas para obtener los compuestos derivados del

hidroxitirosol.

Ejemplos de sintesis de tioderivados del hidroxitirosol (1).

Se han preparado los derivados 2, 3 y 4 por reaccion de hidroxitirosol con

CCly y PPhs, CBry y PPh3, y una mezcla de l;, PPhs e imidazol,

respectivamente (Esquema 1). Asi mismo, se han preparado sus

correspondientes derivados acetilados 5, 6 y 7, por tratamiento con Ac,O

(Esquema 1).

HOU\/OH
HO

1

CCly, PPh3

H | Al |
O:©/\/C Ac,0 COD/\/C
HO AcO 5

2
BBry, PPhg HO:@/\/l Ac,0 ACOD/\/ Br
HO 3 AcO 6

]2' ImH, PPh3 HO:©/\/| Ac,0 AcO
HO 4 AcO

4
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Esquema 1

Siendo Ph fenilo, Ac acetilo e ImH imidazol.

Se llevd a cabo la introduccion del atomo de azufre por tratamiento con
AcSK de los haloderivados 2-7 (Esquema 2).

Medio acido HOD/\/SAC
ACSK AcO SAc HO 9

227 ——— > —

AcO 8 Medio 4cido HO:@/VSH
HO

Medio acido 10
0 bésico

/\/©[OH
OH

Esquema 2

La des-O-acilacion de 4-(2-acetiltioetil)-1,2-diacetoxibenceno (8) en medio
acido condujo, segun las condiciones de reaccion, al etanotioato de S-2-(3,4-
dihidroxifenil)etilo (9), al 4-(2-sulfaniletillbenceno-1,2-diol (10) y al disulfuro
de bis(3,4-dihidroxifenetilo) (11) (Esquema 2).

Llevando a cabo la des-O-acilacién de 8 en medio basico, se obtuvo el
disulfuro 11 (Esquema 2). Dado el interés que presenta el disulfuro de
hidroxitirosolo 11, que incorpora dos fragmentos de catecol y dos atomos de
azufre en su estructura y del que no existe ningin antecedente, se ha
llevado a cabo su sintesis por tratamiento de 2-7 con NaSH, en solo dos

pasos, con un rendimiento casi cuantitativo (Esquema 3).

OH
2 Nar /\/@
HT ——— 27 » HO S
~s OH
1
HO

Esquema 3
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Se ha llevado a cabo la primera sintesis de selenuros y diselenuros
derivados de hidroxitirosol utilizando selenuro y diselenuro de sodio. Se ha
generado in situ el selenuro por reaccibn de selenio elemental con
5 borohidruro de sodio bajo atmésfera inerte. Para la obtencién del diselenuro
Na,Se, se hace reaccionar el Na,Se con un equivalente extra de Se

elemental.

Las soluciones fuertemente basicas en las que se prepara el selenuro y el
10 diselenuro sédico se neutralizan afadiendo CO, sélido hasta formar un
tampon carbénico/bicarbonato. Sobre estas soluciones se afade bajo
atmésfera inerte 5, 6 o 7 formandose el diselenuro de bis(3,4-
diacetoxifenetilo) 12 tanto a partir del diselenuro sédico como del selenuro
sodico. La desacetilacién del diselenuro 12 dio lugar al diselenuro de bis(3,4-
15 dlacetOX|fenet|Io) (13) (Esquema 4).
D/\/ Na,Sey AcO:©/\/Se Se OAc
§X=CI AO 12\/\@0/\(:

6 X=Br
7X=1

HO:©/\/SG Se/\CEOH
HO 13 OH
Esquema 4

La reaccién de los haluros de 3,4-dimetoxifenetilo 14a-c con Se? y con Sex”

20 permitié obtener el selenuro 15 y el diselenuro 16 (Esquema 5).
MeOD/\/X NagSex Meoj@/\/Sex/\@OMe
MeO MeO _ OMe
14a X = C| el
14b X = Br
14c X = |

Esquema 5
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Estos mismos procedimientos se llevaron a cabo a partir de los haluros 2-4
para obtener directamente el diselenuro, pero los rendimientos de reaccion
fueron bajos, ademas de detectarse la presencia de impurezas.

En la desproteccion del diselenuro O-metilado 16 se obtuvo el diselenuro 13
(Esquema 6). Sin embargo, a partir del selenuro 15 se obtuvo el bromuro de
selenonio 17 (Esquema 7).

MeO Se'se/\©i0Me HO SeISe/\C[OH
MeO 16 OMe HO 13 OH

Esquema 6

OH
HO

Br
S +
MGOD/\/ e/\@:OMe BBy HO: : A~Se_~ : :OH
MeO OMe

15 HO 17 OH

Esquema 7

Con objeto de obtener selenoderivados mas lipéfilos y estables se procedio
a la acetilaciéon del diselenuro 13 y del la sal de selenonio 17 obteniéndose
12 y 18, respectivamente (Esquema 8).

HO:@/\/Se'Se\/\@[OH Ac,0 Acoj@/\/se'Se/\C[OAc
HO 13 OH AcO 12 OAc

OH OAc
HO AcO
Br Br
HOD/\/Sei/\C[OH A0 ACOD/\/Se:'/\@OAC
HO 17 OH AcO 18 OAc

Esquema 8
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Tioureas y selenoureas derivadas de la dopamina

Se prepararon una serie de tioureas y selenoureas derivadas de la
dopamina. Para la sintesis de tioureas se hizo reaccionar la dopamina
hidrocloruro 19 con alquil y aril isotiociantos. Por ejemplo, las nuevas
tioureas 24-27 se obtuvieron por reaccién de los isotiocianatos 20-23 con
dopamina hidrocloruro 19, utilizando trietilamina como base y metanol como
disolvente (Esquema 9).

HO NH,HCl HO H R
:@/\/ ¢ RONCS & D/\/ \n/ R
HO HO S
19 20: R = n-Bu- 24: R = n-Bu-
21: R = p-CH3CgH,- 25: R = p-CH;CgHy-
22: R = PhCH,- 26: R = PhCH,-
23. R = Ph- 27: R=Ph-
Esquema 9

De manera similar, se describen las primeras selenoureas derivadas de la
dopamina por reaccion de aril isoselenocianatos con dopamina hidrocloruro.
Los aril isoselenocianatos se prepararon a partir de las correspondientes
formamidas segun un procedimiento descrito (Lépez O.; Maza, S.; Ulgar, V.;
Maya, |.; Fernandez-Bolafios, J. G. Tetrahedron 2009, 65, 2556-2566).

Se obtuvieron las selenoureas 31-33 por reaccion de los correspondientes
isoselenocianatos 28-30 con clorhidrato de dopamina con rendimientos casi
cuantitativos (Esquema 10).

NCSe
HO NH,. HCI HO H K
02 Q —— LT
HO HO Se R
19 ;; R=H 31R=H
29R = Me 32R=Me
30 R = OMe 33R=OMe
Esquema 10

ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE IN VITRO
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A continuacion se representan los resultados obtenidos en las pruebas de
poder reductor, actividad antirradical DPPH, actividad antirradical ABTS,
inhibiciéon de la oxidacién primaria e inhibiciéon de la oxidacién secundaria
para los compuestos 8-11 (Tabla 1), el diselenuro 13, el selenonio 17, las
selenoureas 31-33 (Tabla 2) y las tioureas 24-27 (Tabla 3).

Poder reductor del hierro.

Este método se basa en la capacidad de los antioxidantes para facilitar la
reduccion del hierro. Se empleé de FeCl; como oxidante. El i6n Fe?* formado
en la reaccion redox forma un complejo coloreado con el 2,2-bipiridilo, el
cual es medido espectrofotométricamente. El poder reductor (Pgr) se calculd
de la ecuacién obtenida por regresiéon linear para el Trolox, segun la
modificacion del método de Psarra y col.(Psarra, E.; Makris, D. P
Kallithraka, S.; Kefalas, P. J. Sci. Food Agric. 2002, 82, 1014-1020.) descrita
por Jiménez y col., (Jiménez, A.; Rodriguez, R.; Jaramillo, S.; Rodriguez, G.;
Espejo, J.A.; Guillén, R.; Fernandez-Bolafios J.; Heredia, A. J. Agric. And
Food Chem. 2005, 53, 5212-5217) y se expresa como equivalentes Trolox
(mM trolox): Pr = 1932 x Aggo — 177.48

Actividad antirradical. Captacion de radicales DPPH.

La actividad antirradical expresada como ECsg frente al DPPH representa la
cantidad de antioxidante necesario para disminuir la concentracién de DPPH
al 50%. Se utilizé6 el método de Sanchez-Moreno (Sanchez-Moreno, C.;
Larrauri, J. A.; Saura-Calixto, F. J. Sci. Food Agric. 1998, 76, 270-276) con
las modificaciones de Jiménez y col. ((Jiménez, A.; Rodriguez, R.; Jaramillo,
S.; Rodriguez, G.; Espejo, J.A.; Guillén, R.; Fernandez-Bolafios J.; Heredia,
A. J. Agric. And Food Chem. 2005, 53, 5212-5217).

Actividad antirradical. Captacion de radicales ABTS.
La actividad antirradical expresada como ECs frente al ABTS representa la

cantidad de antioxidante necesario para disminuir la concentracién de ABTS
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al 50%. Se empled una modificacién de los métodos descritos por Re y col.
(Re, R.; Pellegrini, N.; Proteggente, A.; Pannala, A.; Yang, M., Rice-Evans,
C. Free Radic. Biol. Med. 1999, 26, 1231-1237 y Gulgin. (Gulgin, I. Chemico-
Biological Interactions, 2009, 179, 71-80)

Inhibicién de la oxidaciéon primaria del acido linoleico en emulsion.
Método del tiocianato férrico.

Se empled el método de Mitsuda y col. (Mitsuda, H.; Yasumoto, K.; Iwami,
K. Eiyo to Shokuryo, 1966, 19, 210-214) con algunas modificaciones,
basado en la oxidacién del acido linoleico en emulsién, inducida por ABAP y
por calentamiento. Durante este proceso se forman radicales perdxido que
oxidan el Fe?* a Fe*, el cual forma un complejo de color rojo con el anién
SCN", el cual se mide espectrofotométricamente. La funcién de los
antioxidantes consiste en reducir el Fe**, con lo que se evita la formacién de
complejos coloreados.(Gllgin, I. Life Sci. 2006, 78, 803 — 811) Los valores
obtenidos se representaron en funcidén del ECsy, es decir, la concentracion
de oxidante a la cual la oxidacién primaria desciende en un 50%, expresado

en unidades mM.

Inhibicién de la oxidacion secundaria del acido linoleico en emulsién.
Método del acido tiobarbitarico (TBA).

Se utilizé el procedimiento descrito por Moon y col.,(Moon, J.K.; Shinamoto,
T. J Agric Food Chem. 2009, 57, 1655-1666) con algunas modificaciones,
basado en la medida de la cantidad de malondialdehido formado por
oxidacion del acido linoleico (inducida por ABAP vy calentamiento
prolongado), que reacciona con acido tiobarbiturico (TBA) formando un
complejo coloreado. Con este método se mide la concentracion de las
especies reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS). Los resultados obtenidos

se expresaron en funcién del ECsp en unidades mM.
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Tabla 1: Valores obtenidos para las pruebas de actividad biolégica in vitro de
8,9, 10, 11.

Actividad Ox Ox.
Pr (MM antirradical S Secundaria
Compuesto 1 jox)  DPPH E"é'"‘(fn’ W TBARS:
ECso (mM) % (mM)
- - 6,74 -
0,84 1,87 2,37 1,61
10 2,76 0,98 1,34 0,80
11 2,58 1,18 0,33 0,71
HT 1,11 1,43 4,92 0,94

En cuanto al poder reductor, el mejor resultado con diferencia se consiguié
con el tiol 10, seguido del disuifuro 11 (2,76 mM y 258 mM,
respectivamente, medido en equivalentes de Trolox), que han mostrado un
incremento superior al 200% con respecto al poder reductor de 9 (0,85 mM),
es decir, tres veces el del HT. El derivado 9 presenta un poder reductor
similar al del HT (1,11 mM), mientras que el compuesto 8 no muestra poder

reductor.

En relacién con la actividad antirradicalaria el mejor resultado se consiguid
con el tiol 10, seguido del disulfuro 11. La capacidad antirradicalaria de 9 no

es destacable, mientras que el compuesto 8 es inactivo.

Respecto a la inhibicién de la oxidacién primaria, cabe destacar el elevado
potencial del disulfuro 11, mas de diez veces superior al del HT. También
son destacables los datos obtenidos para el tiol 10 y el tioacetato 11,
mejores que los del hidroxitirosol. Aunque el derivado 8 mostré inhibicién, su
valor no mejora al del HT, si bien es destacable al tratarse un derivado con

su grupo catecol protegido.

Y respecto a la oxidaciéon secundaria, son los que presentan de nuevo un
mayor potencial con respecto al HT (hidroxitirosol).
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De los datos de la tabla para la oxidacién secundaria, se deduce el elevado
poder inhibidor de los compuestos sulfurados, especialmente el tiol 10 y el
disulfuro 11, con ECsode 0,80 y 0,71 mM, respectivamente.

Tabla 2: Valores obtenidos para las pruebas de actividad biolégica in vitro
del selenuro 13, el selenonio 17, y las selenoureas 48-20 31-33.

Actividad Actividad Ox.

Compuesto (rfrill antli)r;?:t::cal anﬁpréa_rdsical PriErgaria Secg::iaria
Trolox) ECso(mM)  ECso (mM) (ml\?lo) ECs0 (mM)

13 5,61 0,64 0,031 0,43 0,26

17 6,02 0,51 0,021 0,42 0,17

31 2,78 0,77 0,055 1,34 0,40

32 2,03 0,72 0,059 1,09 0,38

33 2,29 0,80 0,028 1,99 0,22

HT 1,11 1,43 0,210 4,92 0,94

El poder reductor de las selenoureas es aproximadamente el doble que el
del hidroxitirosol. Para el selenuro 13 y el selenonio 17 se obtuvieron valores
hasta mas de 5 veces superiores, lo cual indica el elevado potencial reductor

de los derivados del selenio.

Los valores de captacibn de radicales DPPH obtenidos para los
selenocompuestos 13, 17 y 31-33 demuestran que todos los
selenocompuestos son buenos captadores de radicales a baja
concentracién, y en todos los casos esta capacidad es mayor que la del
hidroxitirosol (HT). Especialmente significativo es el resultado obtenido para
el selenonio 17, el cual presenta un potencial de captacion de radicales

libres casi tres veces mayor que el del HT.
De los datos obtenidos para la captaciéon de radicales ABTS se deduce que

al igual que en el caso del DPPH, el selenonio 17 es el que presenta menor
ECso, lo cual indica su elevada capacidad para secuestrar radicales libres, 10
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veces mayor que el hidroxitirosol. Los compuestos testados poseen todos un
poder de captacion de radicales ABTS mucho mayor que el del HT. Dentro
de las selenoureas, el derivado 33 es el que presenta un valor superior a sus

homélogos selenoureidos

Los resultados obtenidos muestran la elevada capacidad e inhibicion de la
oxidacién primaria del diselenuro 13 y del selenonio 17, mas de 10 veces
superior al HT. También son destacables los datos obtenidos para las
selenoureas 31-33. En todos los casos los valores obtenidos superan a los
del hidroxitirosol. Los selenoderivados 13 y 17 muestran un poder de

reduccion de la oxidacion primaria superiores a las selenoureas.

De los datos de la tabla para la oxidacién secundaria, se deduce el elevado
poder inhibidor de los compuestos del selenio, especialmente el selenonio
17, cuyo ECsp es tan sélo 0,17 mM. Las diferencias entre los valores de ECsg
obtenidos para los organoselenoderivados 13 y 31-33 y el hidroxitirosol
muestran el magnifico poder antioxidante en cuanto a oxidacién secundaria,
y por tanto de inhibicion de formacién de especies reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS) de estos compuestos.

Tabla 3: Valores obtenidos para las pruebas de actividad biolégica in vitro de
las tioureas 24-27.

Actividad Actividad Ox.

Compuesto (m?\ll antli)rll;a;:(:'i'cal antiAréaTdsical Prli_:_ncl:aria Sectcl)rziaria
Trolox) ECso(mM)  ECso (mM) (mni‘; ECso (mM)

24 2,30 1,12 0,050 2,50 0,55

25 2,38 1,01 0,040 1,20 0,30

26 1,43 1,00 0,029 1,32 0,36

27 2,86 1,20 0,057 1,01 0,32

HT 1,11 1,43 0,210 4,92 0,94
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Para el poder reductor de los tioderivados, en todos los casos se obtuvieron
valores superiores a los del hidroxitirosol. La tiourea 27 muestra un poder

reductor unas 25 veces superior al del HT.

Los valores de ECso (mM) obtenidos en la prueba de captacion de radicales
DPPH para las tioureas 24-27 indican que en todos los casos el poder

antirradical es superior al del hidroxitirosol.

Los resultados obtenidos para el ECso (mM) en la prueba de captacion de
radicales libres ABTS superan con creces a los del HT, entre 3 y 7 veces

mejores. La tiourea 26 es la que presenta un mejor valor.

En el ensayo de inhibicion de la oxidacién primaria para las tioureas 24-27,
éstas muestran mejores valores que en el HT, entre 2 y 5 veces mejores que
el HT.

Los datos obtenidos en las pruebas de inhibicién de la oxidacién secundaria
del acido linoleico para las tioureas 24-27 muestran que éstas son entre 1,7
y 3 veces mejores que el HT.

ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EX VIVO

Inhibicion de peroxidacion microsomal

Los productos a ensayar se incubaron, siguiendo el protocolo de Mitchell y
col.(Mithchel, J.H.; Gardner, P.T.; McPhail, D.B.; Morrice, P.C.; Collilns, A.R;
Duthie, G.G. Archiv. Biochem. Biophys. 1998, 360, 142-148), con
microsomas hepaticos (vesiculas que resultan de la fragmentacion del
reticulo endoplasmatico de las células del higado de ratas), tras 20 minutos
de estrés oxidativo inducido por el quelato de Fe(ll)-ADP y ascorbato. El
dafio oxidativo se midié entonces por la formacién de TBARS (productos de
la degradacion oxidativa incluido el malonaldehido procedente de Ila

peroxidacién mediada por radicales libres de los acidos grasos insaturados
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de la membrana lipidica): cuanto menor sea la cantidad de TBARS formado,
mayor efecto protector en la membrana. Los microsomas obtenidos de ratas
deficientes en vitamina E (—VE) se emplearon para determinar el diferente
efecto protector de los compuestos a testar, comparandolos con microsomas
obtenidos de ratas sometidas a una adecuada dieta en VE (+VE), y con la
vitamina E, que es el principal antioxidante lipidico soluble en membranas
biolégicas (Duthie, G.G.; Gonzalez, B.M.; Morrice, P.C.; Arthur, J. R. Free
Raci. Res. Commun. 1991, 15, 35-40), y finalmente microsomas —VE a los
que se adicioné tocoferol en las mismas concentraciones que los
compuestos a ensayar.

Los resultados obtenidos en los ensayos de inhibicién de oxidacién lipidica
en microsomas para el tiohidroxitirosol 10, comparados con el HT y el a-
tocoferol, utilizando como referencias microsomas de ratas con dieta
deficiente en vitamina E (-VE), y ratas con dieta adecuada en vitamina E
(+VE), aparecen representados en la Tabla 4.

Tabla 4. Inhibicién de la oxidacion lipidica en células de microsomas con el
tiohidroxitirosol 10, HT y a-tocoferol.

Compuesto Concentracion % de inhibicion a la oxidacion
(mM) lipidica en células de microsomas
Control (-VE) - 0
(+VE) - 72,60

10° 0,250 85,94

10 0,100 84,84

10 0,050 39,72

HT® 0,250 -35,18

HT 0,100 -16,66

HT 0,050 25,8
a-Tocoferol 0,250 91,6
a-Tocoferol 0,100 89,51
a-Tocoferol 0,050 81,27
Disolvente® 19,07
Disolvente® 27,31

210 disuelto en EtOH/MeOH 1:1. °HT y a-tocoferol disueltos en EtOH.
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El tioderivado 10 muestra unos valores de inhibicidn extraordinarios,
practicamente iguales a los del a-tocoferol, a concentraciones de 0,250 y
0,100 mM. A concentraciéon 0,050 mM los valores de inhibicién siguen siendo
importantes, alcanzando casi el 40%. En todos los casos estos valores son
5 superiores a los del HT, que a concentraciones elevadas se comporta como

prooxidante, favoreciendo la oxidacién en lugar de inhibirla.

Los datos obtenidos a partir de las pruebas de inhibicién de la peroxidacion
microsomal para el disulfuro 11 en un amplio rango de concentraciones,

10 comparado con el a-tocoferol se expresan en la Tabla 5.

Tabla 5. Inhibicion de la oxidacién lipidica en células de microsomas con el
disulfuro 11 y a-tocoferol.

Compuesto Concentracion % de inhibicion a la oxidacion
(uM) lipidica en células de microsomas
Control (-VE) - 0
(+VE) - 89,25

11° 2000 81,23

11 1000 87,11

11 500 86,95

11 250 86,18

11 100 84,8

11 50 78,54

11 40 81,42

11 20 70,08

11 5 243

11 0,5 -4,82
a-Tocoferol® 40 35,97
a-Tocoferol 20 31,85
a-Tocoferol 5 6,73
a-Tocoferol 0,5 3,91

211 y a-tocoferol disueltos en EtOH
15
Los resultados fueron excelentes, ya que para bajas concentraciones el
efecto del compuesto es incluso mejor que el del a-tocoferol. Para el rango
de concentraciones entre 1000 y 100 uM, los microsomas tratados con el

tiohidroxitirosol muestran valores analogos a los microsomas +VE.
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Los resultados obtenidos para el diselenuro 13 en concentraciones 0,250
mM, 0,100 mM y 0,050 mM, y el selenonio 17 en concentraciones finales de
152 mg/l, 60,8 mg/l y 30,4 mg/l se muestran en las Tabla 6.

Tabla 6. Inhibicién de la oxidacién lipidica en células de microsomas con el
selenuro 13 y el selenonio 17.

% de inhibicion a la oxidacion

Compuesto Concentracion lipidica en células de microsomas
Control (-VE) - 0

(+VE) - 76,36
13° 0,250 mM 90,95
13 0,10 mM 85,69
13 0,050 mM 84,56
17° 0,250 mM 43,67
17 0,100 mM -5,54
17 0,050 mM -75,93
a-Tocoferol® 0,25 mM 92,31
a-Tocoferol 0,100 mM 89,63
a-Tocoferol 0,050 mM 90,37
Disolvente -11,75

13, 17 y a-tocoferol disueltos en EtOH

El selenonio 17 presenta una inhibicién significativa a concentracion 6,266
0,250 mM, y cuando es menor se convierte en prooxidante, es decir,
favorece la oxidacién en lugar de inhibirla. Sin embargo, el diselenuro 13 es
un potentisimo inhibidor de la oxidacién en microsomas a cualquiera de las
concentraciones de ensayo, presentando valores analogos a los que
proporcionan el a-tocoferol o los microsomas +VE, provenientes de ratas
que no han sido sometidas a estrés oxidativo debido a una deficiencia de

vitamina E.

Los valores obtenidos para las selenoureas 31-33 aparecen representados
enla Tabla7.
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Tabla 7. Inhibicién de la oxidacién lipidica en células de microsomas con las
selenoureas 31-33.

Concentracion % de inhibicién a la oxidacion

Compuesto (mM) lipidica en células de microsomas
Control (-VE) - 0
(+VE) - 78,66
312 0,25 88,58
31 0,1 77,85
31 0,05 66,76
322 0,25 88,42
32 0,1 87,55
32 0,05 78,98
33 0,25 89,11
33 0,1 73,57
33 0,05 64,24
a-Tocoferol® 0,25 91,94
a-Tocoferol 0,1 93,52
a-Tocoferol 0,05 93,05
Disolvente® - 33,11

431-33 y a-tocoferol disueltos en EtOH.

5 Todas las selenoureas muestran una inhibicién practicamente total a una
concentracion 0,250 mM, casi idéntica a la que proporciona el tocoferol. A
concentraciéon 0,100 mM el efecto inhibidor, aunque menor, contintia siendo
alto para las selenoureas 31 y 33, y total para 32. Para disoluciones de
selenoureas 0,050 mM en microsomas, se sigue observando una importante

10 inhibicién, algo mayor nuevamente para el selenoderivado 32.

En las pruebas realizadas con los microsomas hepaticos tratados con las
tioureas 24-27, se utilizaron concentraciones finales de los mismos de 0,250,
0,100 y 0,050 mM. También se emplearon los controles con +VE, y o-

15 tocoferol. Los resultados obtenidos se expresan en la Tabla 9.

Tabla 9. Inhibicion de la oxidacion de microsomas con las tioureas 24-27.
Concentracion % de inhibicion a la oxidacion

Compuesto (mM) lipidica en células de microsomas
Control (-VE) - 0
(+VE) i 87,94
243 0’25 59,77

24 0,1 56,77
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24 0,05 46,73
252 0,25 34,97
25 0,1 18,79
25 0,05 26,57
26° 0,25 65,59
26 0,1 64,88
26 0,05 61,89
272 0,25 44 .54
27 0,1 44,37
27 0,05 34,68
a-Tocoferol® 0,25 96,22
a-Tocoferol 0,1 96,47
a-Tocoferol 0,05 95,79
Disolvente® - 17,51

324-27 y a-tocoferol disueltos en EtOH.

Las cuatro tioureas ensayadas se comportan como buenos inhibidores de la
oxidacion microsomal a las concentraciones ensayadas, siendo el potencial
inhibidor 26>24>27>25, es decir, mayor con las tioureas preparadas a partir

de aminas alifaticas que a partir de aminas aromaticas.

Inhibicion de la actividad tirosinasa

Se estudiaron las caracteristicas inhibidoras de los derivados
organoselénicos 13 y 17 sobre la tirosinasa de hongo y se compararon con
las del hidroxitirosol. Este enzima cataliza las primeras dos reacciones de la
sintesis de la melanina, la hidroxilacién de la L-tirosina para dar 3,4-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) y la oxidacién de la L-DOPA a dopaquinona.
Esta quinona es altamente reactiva y puede polimerizar espontaneamente a

melanina.

Los efectos de los compuestos 13 y 17 sobre las actividades de
monofenolasa, utilizando L-tirosina como sustrato y difenolasa sobre L-
DOPA, se siguieron mediane la inhibicién de la formacién del dopacromo
mediante medidas espectrofotométricas. Se comprueba que los compuestos

ensayados incluido el hidroxitirosol ralentiza la formacién de dopacromo
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cuando L-tirosina se utiliza como sustrato, comportandose por tanto como

inhibidor de la actividad monofenolasa de la tirosinasa del hongo.

Cuando se estudia la actividad difenolasa, usando L-DOPA como sustrato en
presencia de los compuestos también se confirma que todos producen una
reduccién de actividad difenolasa, siendo quizas el efecto sobre la actividad
monofenolasa mas importante que sobre la difenolasa.

En la Figura 1 se representa el efecto inhibidor del diselenuro 13 utilizando
tirosina como sustrato. Con los datos de la grafica puede verse el efecto
inhibidor del diselenuro 13 a diferentes concentraciones en el rango 8-55 uM,

cuando el estudio se realiza durante tiempo prolongado.

SINTESIS DE LOS COMPUESTOS

4-(2-Cloroetil)benceno-1,2-diol (2)

HO cl

Hojij/v
A una disolucién de hidroxitirosol (100 mg, 0.65 mmol) en CH3CN seco (5 ml)
se afadi6 PPh; (238.3 mg, 0.91 mmol) y CCls (171 pl, 1.77 mmol) y se agitd
a t.a. durante 10 horas. A continuacién, se evapor6 el disolvente, el residuo
se disolvié en CH.Cl, (8 ml) y se lavé con agua (15 ml). La fase acuosa se
lavé con CH2Clz (3 x 7 ml) y el conjunto de las fracciones organicas se secé
con MgSO,4 anhidro, se filtré6 y se concentré a sequedad, resultando un
sirupo de color rojo vino que se purific6 mediante cromatografia en columna
(AcOEt-hexano 1:5). Se obtuvo un sélido incoloro que corresponde al
derivado clorado 2.
Rendimiento: 67 mg, 60%; Rr 0.39 (hexano-AcOEt 2:1); p.f.: 102-104 °C.

IR vmax 3448, 3321, 2953, 2924, 2865, 1617, 1531, 1451, 1378,
1280, 1273 cm™.
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(300 MHz, CD3OD): & (ppm) 6.69 (d, 1H, Jss = 8.0 Hz, H-6),
6.66 (d, 1H, J35= 2.0 Hz, H-3), 6.54 (dd, 1H, H-5), 3.64 (t, 2H,
Jr2=7.5Hz, CH,CI), 2.87 (t, 2H, CH2Ar).
(75.5 MHz, CD3;0D): & (ppm) 146.2, 145.1 (C-1, C-2), 131.3 (C-
4), 121.2 (C-5), 116.9 (C-3), 116.4 (C-6), 46.1 (CH.CI), 39.8
(CH:Ar).

m/z 172 ([M-HT, 54%).

m/z calculado para [M]" CgHoClO2: 172.0291. Encontrado:
172.0296.

4-(2-Bromoetil)benceno-1,2-diol (3)

HOD/vBr
HO

Una disolucién enfriada a 0 °C de hidroxitirosol (500 mg, 3.246 mmol),

tetrabromuro de carbono (6.491 mmol, 1.958 g, 2 equiv.), trifenilfosfina
(9.737 mmol, 2.688 g, 3 equiv.) y ascorbato sédico (3.246 mmol, 642.8 mg, 1
equiv.) en DMF (10 ml), bajo atmésfera de argén, se agité una horaa0°C,y

seguidamente otras 7 horas a t.a.. Se concentrd a sequedad, y el residuo se

purific6 mediante cromatografia en columna (AcOEt-hexano 1:20 — AcOEt-

hexano 1:5), obteniéndose el bromuro como un sélido.

Rendimiento 5.64 mg, 80 %; Rr 0.28 AcOEt/Hex (1:2); p.f.: 76-78 °C.

IR

"H-RMN

13C-RMN

(KBr): vmax: 3439, 3323, 2926, 1617, 1531, 1449, 1375, 1269, 1210,
1122, 944, 863, 820, 790, 760 cm™.

(300 MHz, CDCls): § 6.81 (d, Js6 8.0 Hz, 1H, H-6), 6.73 (d, J35 1.8
Hz, 1H, H-3), 6.65 (dd, Js¢ 8.0 Hz, J35 1.8 Hz, 1H, H-5), 5.20 (s.a.,
2H, OH), 3.51 (t, Jy-> 7.6 Hz, 2H, CH2Br), 3.04 (t, Jy» 7.6 Hz, 2H,
CHaAr), ppm.

(75.5 MHz, CDCls): 143.6 (C-2), 142.3 (C-1), 132.1 (C-4), 121.2 (C-
5), 115.8 (C-6), 115.5 (C-3), 38.7 (CH,Br), 33.2 (CHAr) ppm.
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EIMS m/z 346 (IM]*, 27%), 137 ((M-Br]*, 23%).
HREIMS m/z calculado para CgHo"°BrO, ([M+]*): 215.9786. Encontrado:
215.9793.

4-(2-Yodoetil)benceno-1,2-diol (4)
HO |
ST
A una disolucién de hidroxitirosol (300 mg, 1.95 mmol) en THF seco (5 ml) y
atmésfera inerte, se afiadi6 PPh3 (510 mg, 1.95 mmol), imidazol (265 mg,
3.89 mmol), I, (741 mg, 2.92 mmol) y tamiz molecular 4A y se calenté a
reflujo durante 3 horas. A continuacién, se filtré6 la mezcla de reaccion, se
evapor6 el disolvente, el residuo resultante se disolvié en AcOEt (20 ml) y se
anadié una disolucion saturada de NaHCO3 (5 ml) y una disolucién saturada
de NayS,03 (5 ml), agitandose durante unos minutos hasta desaparicion del
color amarillento. La fase organica se separé de la acuosa y esta Ultima se
extrajo con AcOEt (3 x 15 ml). El volumen total de fase organica se sec6 con
MgSOQO,4 anhidro, se filtr6 y se concentré a sequedad. El residuo se purificd
mediante cromatografia en columna (AcOEt-hexano 1:5—1:3) y se obtuvo
un solido incoloro que corresponde al derivado yodado 4.
Rendimiento: 356 mg, 69%; Rr 0.42 (hexano-AcOEt 2:1); p.f.: 110-112 °C.
IR Vmax 3486, 3332, 3033, 2949, 1732, 1601, 1515, 1454, 1346,
1275 cm™.
'H-RMN (300 MHz, CD;0OD): 8 (ppm) 6.69 (d, 1H, Js5 = 8.0 Hz, H-6),
6.64 (d, 1H, J35= 2.0 Hz, H-3), 6.52 (dd, 1H, H-5), 3.30 (t, 2H,
Jiy2=7.7 Hz, CH,l), 2.97 (t, 2H, CH2Ar).
®C-RMN  (75.5 MHz, CD30D): & (ppm) 146.2, 145.0 (C-1, C-2), 133.9 (C-
4), 120.7 (C-5), 116.4 (C-3, C-6), 41.0 (CHAr), 39.8 (CH.l).
EIMS m/z 264 ((M]*, 32%).

HREIMS m/z calculado para [M]" CgHglO,: 263.9647. Encontrado:
263.9648.
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1,2-Diacetoxi-4-(2-cloroetil)benceno (5)
AcO cl

Una disolucién de 2 (55 mg, 0.32 mmol) en Ac,O-Py 1:1 (2.0 ml) se mantuvo

a 5 °C durante 24 h. A continuacion, se eliminé el disolvente a presion

reducida, coevaporando con tolueno y EtOH. El residuo se purific6 mediante

cromatografia en columna (AcOEt-hexano 1:5), aislandose 4 en forma de

sirupo incoloro.

Rendimiento: 65 mg, 79%; Rr 0.46 (hexano—-AcOEt 2:1).

IR vmax 3369, 3220, 2962, 2919, 2380, 2346, 1764, 1502, 1428,
1371, 1259, 1201, 1177, 1104, 1007 cm™.

'H-RMN (300 MHz, CDCls): 8 (ppm) 7.13 (d, 1H, Js¢= 8.2 Hz, H-6), 7.09
(dd, 1H, J35= 2.1 Hz, H-5), 7.06 (d, 1H, H-3), 3.69 (t, 2H, J;- > =
7.4 Hz, CH)CI), 3.05 (t, 2H, CHyAr), 2.28, 2.27 (2s, 6H,
2CH;CO).

®C.RMN  (75.5 MHz, CDCls): & (ppm) 168.4, 168.3 (2CH3CO), 142.1,
141.1 (C-1, C-2), 137.0 (C-4), 127.1 (C-5), 123.9 (C-3), 123.5
(C-6), 44.5 (CH,CI), 38.5 (CHzAr), 20.7 (2CH5CO).

EIMS m/z 256 (IM]*, 5%).

HREIMS m/z  calculado para M]* C12H43ClO,: 256.0502.
Encontrado: 256.0504.

1,2-Diacetoxi-4-(2-bromoetil)benceno (6)

ACO:©/\/Br

AcO
A una disolucion del 4-(2-bromoetil)benceno-1,2-diol 2 (250 mg, 0.856 mmol)
en piridina (2 ml) a 0 °C, se fue afadiendo gota a gota anhidrido acético (2

ml). Se agité a 0 °C durante una hora, y se dejé6 en congelador toda la

noche. Se concentré6 a sequedad a presiéon reducida. Se disolvié en agua
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destilada (40 ml) y se extrajo con 3 x 40 ml de diclorometano. La fraccion
organica se secé sobre MgSO, y se concentré a sequedad. El residuo se
purificé mediante cromatografia en columna (AcOEt-hexano 1:20 — AcOEt-
hexano 1:5), obteniéndose un aceite amarillento.

Rendimiento 237.1 mg, 92 %. Rr: 0.42 AcOEt/Hex (1:2).

IR vmax. 2925, 2848, 1766, 1591, 1507, 1427, 1368, 1256, 1203, 1175,
1107, 1010, 901 cm™.
'"H-RMN (300 MHz, CDCl): 5 7.14 (d, Jsg 8.1 Hz, 1H, H-5), 7.10 (d, J35 1.7

Hz, 1H, H-3), 7.06 (dd, J35 1.7 Hz, Js¢ 8.1 Hz, 1H, H-5), 3.54 (t, Jy2
7.6 Hz, 2H, CHBr), 3.15 (t, J127.6 Hz, 2H, CHAr), 2.28 (2 s, 2 x
3H, OAc) ppm.

3C-RMN (75.5 MHz, CDCls): 168.2 y 168.1 (2 C=0, OAc) 142.0 (C-2), 140.9
(C-1), 137.6 (C-4), 126.7 (C-5), 123.6 y 123.4 (C-3 y C-6), 38.6
(CH.Br), 32.0, (CH,Ar) 20.6 (2 CH3, OAc) ppm.

FABMS m/z 301 ((M+H]", 45%), 221 ([M-Br]*, 20%).

HRFABMS  Calc. para C12H14 °BrOy4 ((M+H]*): 301.0075. Encontrado: 301.0078.

1,2-Diacetoxi-4-(2-yodoetil)benceno (7)
AcO I
Una disolucién de 5 (300 mg, 1.14 mmol) en Ac,O-Py 1:1 (5.0 ml) se
mantuvo a 5 °C durante 24 h. A continuacion, se eliminé el disolvente a
presién reducida, coevaporando con tolueno y EtOH. El residuo se purificd
mediante cromatografia en columna (AcOEt-hexano 1:4), aislandose 7 en
forma de sirupo amarillento.
Rendimiento: 267 mg, 75%; Rr 0.51 (hexano-AcOEt 2:1).
IR vmax 3369, 3229, 2962, 2938, 2350, 1759, 1589, 1502, 1429,
1366, 1255, 1192, 1113, 1012 cm™.
'H-RMN (300 MHz, CDCl3): 3 (ppm) 7.13 (d, 1H, Js¢= 8.2 Hz, H-6), 7.07
(dd, 1H, J35= 2.0 Hz, H-5), 7.03 (d, 1H, H-3), 3.34 (m, 2H, J; >
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= 7.7 Hz, CHal), 3.17 (m, 2H, CHAr), 2.28, 2.28 (2s, 6H,
2CHsCO).

BC.RMN  (75.5 MHz, CDCl): & (ppm) 168.3, 168.3 (2CHsCO), 142.1,
141.0 (C-1, C-2), 139.4 (C-4), 126.5 (C-5), 123.6 (C-8), 123.4
(C-3), 39.8 (CH,Ar), 20.7 (2CH3CO), 4.3 (CHl).

EIMS m/z 348 ((M]", 9%).

HREIMS m/z calculado para [M]" C12H13104: 347.9859. Encontrado:
347.9865.

4-(2-Acetiltioetil)-1,2-diacetoxibenceno (8)
AcO SAc

A una disolucién de 7 (1 equiv.) en butanona se afnadi6 tioacetato potasico

(1.4 equiv.) y se calenté a reflujo durante 2 h. A continuacion, se eliminé el

disolvente a presion reducida, el residuo se disolvié en AcOEt y se lavéd con

agua. La fase acuosa se extrajo con AcOEt y el conjunto de los extractos

organicos se sec6 con MgSO, anhidro, se filtré y se concentré a sequedad.

El crudo se purific6 mediante cromatografia en columna (AcOEt-hexano

1:6), aislandose 6 en forma de sélido de color pardo rojizo.

Rendimiento: 111 mg, 76%; Rr 0.36 (hexano-AcOEt 2:1), p.f.: 39-41 °C.

IR Vmax 3374, 3316, 3239, 2977, 2919, 1774, 1682, 1502, 1424,
1366, 1264, 1192, 1133, 1104, 1012, 896, 623 cm™.

'H-RMN (300 MHz, CDCl3): & (ppm) 7.11-7.05 (m, 3H, H-3, H-5, H-6),
3.09 (m, 2H, CH.S), 2.85 (m, 2H, CHAr), 2.33 (s, 3H,
CH;COS), 2.28, 2.27 (2s, 6H, 2CH3CO).

C-RMN  (75.5 MHz, CDCly): & (ppm) 195.6 (SCOCH3), 168.4, 168.3
(2CH;CO0), 142.0, 140.7 (C-1, C-2), 138.9 (C-4), 126.8 (C-5),
123.6 (C-6), 123.4 (C-3), 35.4 (CH.S), 30.7 (CHAr), 20.7
(2CH5CO).

EIMS m/z 296 (IM]*, 1%).
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HREIMS m/z calculado para [M]" C12H13104: 296.0718. Encontrado:
296.0714.

Etanotioato de S-2-(3,4-dihidroxifenil)etilo (9)
HO SAc
S
A una disolucién de 8 (100 mg, 0.34 mmol) en MeOH (2.0 ml) se afadié HCI
2N (1.0 ml) y, en atmosfera de argdn, se agité a t.a. durante 12 h en la
oscuridad. A continuacién, se neutralizé con una disolucion saturada de
NaHCO3; hasta pH 5 y se eliminé el disolvente a presién reducida. El residuo
resultante se purific6 mediante cromatografia en columna (AcOEt-hexano
1:5—1:3), aislandose 7 en forma de sirupo de color pardo rojizo.
Rendimiento: 58 mg, 86%; Rr 0.35 (hexano-AcOEt 2:1).
IR vmax 3335, 2924, 2850, 2375, 2346, 1715, 1652, 1604, 1517,
1444, 1366, 1279, 1250, 1192, 1114, 1051 cm™.
'H-RMN (300 MHz, CDCls): 6 (ppm) 6.79 (d, 1H, Jsg = 8.1 Hz, H-5'),
6.74 (d, 1H, J> ¢ = 1.9 Hz, H-2’), 6.62 (dd, 1H, H-6"), 5.70 (s.a.,
2H, 20H), 3.06 (m, 2H, CH2S), 2.71 (m, 2H, CHAr), 2.34 (s,
3H, CH;CO).
3C.RMN  (75.5 MHz, CDCl3): & (ppm) 197.3 (SCOCHs>), 143.7, 142.4 (C-
3, C-4), 133.0 (C-1"), 121.1 (C-6’), 123.6 (C-2), 123.4 (C-5),
35.0 (CH,S), 30.8 (CHAr), 30.8 (CH3CO).
EIMS m/z 212 (IM]*, 6%).

HREIMS m/z  calculado  para [M]*  CyoH1203S: 212.0507.
Encontrado: 212.0506.

4-(2-Sulfaniletil)benceno-1,2-diol (10)

HO:©/\/SH
HO
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A una disolucién del compuesto 8 (100 mg, 0.34 mmol) en MeOH (2.0 ml) se

anadié HCI 2N (1.0 ml) y, en atmésfera de argén y en la oscuridad, se agitd

calentando a 40 °C durante 34 h. A continuacién, se neutralizé6 con una

disolucién saturada de NaHCO; hasta pH 5 y se elimind el disolvente a

presion reducida. El residuo resultante se purificé mediante cromatografia en

columna (AcOEt-hexano 1:5), aislandose el compuesto 10 en forma de

sélido amarillento.

Rendimiento: 57 mg, 100%; Rr 0.30 (hexano-AcOEt 2:1), p.f.: 77-78 °C.

IR vmax 3466, 3347, 3132, 3030, 2962, 2928, 2904, 2850, 2568,
2360, 1658, 1609, 1517, 1438, 1352, 1273, 1250, 1187, 1134,
1104, 958 cm”™.

'H-RMN (300 MHz, (CD5)2CO): & (ppm) 6.74 (d, 1H, Js6 = 8.0 Hz, H-6),
6.71 (d, 1H, J35= 2.0 Hz, H-3), 6.55 (dd, 1H, H-5), 3.06 (2s.a.,
2H, 20H), 2.72 (m, 4H, CH,S, CHAr), 1.64 (t, 1H, Jygu= 7.2
Hz, SH).

BC-RMN  (75.5 MHz, (CD3)2CO): & (ppm) 145.8, 144.4 (C-1, C-2), 132.8
(C-4), 120.7 (C-5), 116.5 (C-6), 116.0 (C-3), 40.5 (CH,S), 26.7
(CH:Ar).

EIMS m/z 170 (M]", 37%).

HREIMS m/z calculado para [M] CgHmOzS: 170.0402. Encontrado:
170.0396.

Disulfuro de bis(3,4-dihidroxifenetilo) (11)
/\/©[0H
OH
A una suspensién de NaHS (170 mg, 3.03 mmol) en DMF y en atmoésfera de

argon, se afadié una disolucion de 3 (200 mg, 0.76 mmol) en DMF y se

calent6 a 55 °C en la oscuridad durante 5 h. Posteriormente, se concentr6 a
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sequedad y el residuo se purific6 mediante cromatografia en columna

(CH2Cl,-MeOH 20:1), aislandose 9 en forma de sirupo de color pardo-rojizo.

Rendimiento: 128 mg, 90%; Rr 0.37 (CH2Cl,—MeOH 10:1).

IR vmax 3335, 2924, 2850, 2375, 2346, 1715, 1653, 1605, 1517,
1444, 1366, 1279, 1250, 1192, 1114, 1051 cm™.

'H-RMN (300 MHz, (CD30OD): & (ppm) 6.68 (d, 2H, Jsg = 8.0 Hz, H-6),
6.64 (d, 2H, J35 = 2.0 Hz, H-3), 6.51 (dd, 2H, H-5), 4.93 (s.a.,
4H, 40H), 2.84 (m, 8H, 2CH,S, 2CHAr).

C-RMN  (75.5 MHz, (CDsOD): 5 (ppm) 146.2, 144.7 (C-1, C-2), 133.2
(C-4), 120.9 (C-5), 116.7 (C-6), 116.4 (C-3), 41.6 (CH2S), 36.1
(CH2Ar).

EIMS m/z 338 ([M]", 16%).

HREIMS m/z  calculado para [M]* Ci16H1804S2: 338.0647.
Encontrado: 338.0651.

Diselenuro de bis(3,4-diacetoxifenetilo) (12)

AcO Se-Se/\C[OAC

ACOD/\/ OAc
A una disolucién de selenio negro (150 mg, 1.901 mmol) en etanol (11 ml),
bajo atmésfera de argén, se fue afiadiendo borohidruro sédico, en pequefas
porciones, hasta que el color de la disolucién cambié a blanco y ademas
persisti6. El exceso de basicidad se neutralizd con CO, sélido, y a
continuacion se adicion6 4-(2-bromoetil)benceno-1,2-diacetoxi 6 (520.2 mg,
1.728mmol) disuelto en tetrahidrofurano (11 ml) y se agité en oscuridad a
temperatura ambiente bajo atmésfera de argdén durante 2.5 horas. Se
concentré a sequedad. Se disolvié en agua destilada (75 ml) y diclorometano
(75 ml). Se separ6 la capa organica y la acuosa se extrajo con 2x75 ml de
diclorometano. La fraccién organica se lavé con 2x75 ml de cloruro sédico
saturado, se seco sobre MgSO, y se concentré a sequedad. El residuo se
purific6 mediante cromatografia en columna (AcOEt-hexano 1:20—AcOEt-

hexano 1:3), obteniéndose un sélido amarillo.
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Rendimiento 265 mg, 51 %; Rr: 0.22 AcOEt-Hex (1:2); p.f.: 98-100 °C.

IR vmax 1768, 2914, 2851, 1502, 1427, 1368, 1258, 1192, 1124,
10107, 894, 825,669 cm™.
"H-RMN (300 MHz, CDCly): & 7.11 (d, Jsg 8.1 Hz, 2H, H-5), 7.09 (d, J»6 1.6

Hz, 2H, H-2), 7.05 (dd, Jss 8.1 Hz, Jog 1.7 Hz, 2H, H-6), 3.12 (m,
4H, CH,Se), 3.03 (t, 4H, CH,Ar), 2.28 (2 s, 2x3H, OACc) ppm.

3C-RMN (75.5 MHz, CDCl): 168.3 y 168.2 (2 C=0, OAc) 142.0 (C-3), 140.5

(C-4), 139.6 (C-1), 126.6 (C-6), 123.3 (C-2 y C-5), 36.9 (CH,Se),

29.9, (CH.Ar), 20.6 (4 CH3, OAC) ppm.
FABMS m/z 521 (M - HI*, 12%), 545 (M+Na]*, 5%).

HRFABMS Calc. para CaHzs 0.°SeNa ([M+Na]'): 545.0688 Encontrado:

545.0691.

Diselenuro de bis (3,4-dihidroxifenetilo) (13)
HO Se'SeACEOH
Procedimiento A:

A una disoiucién de diselenuro de bis (3,4-diacetoxifenetilo) 12 (150
mg, 0.25 mmol) en diclorometano-metanol 1:1 (7 ml) se afiadié una cantidad
catalitica de K;COs;, y la mezcla se agitd a temperatura ambiente, en
oscuridad y en atmésfera de argén durante 1h. Se neutralizé6 el medio de
reaccion con acido acético diluido hasta pH 6 y se concentr6 a sequedad.
Rendimiento 55 mg, 51 %.

Procedimiento B:

A una disolucién enfriada a -78 °C de diselenuro de bis(3,4-
dimetoxifenetilo) 16 (250 mg, 0.512 mmol), en diclorometano seco (8.5 ml),
en atmoésfera de argdn y con tamiz molecular de 4 A, se afadié tribromuro
de boro (2.046 mmol, 193 uL) y la mezcla se agité en oscuridad a -78 °C
durante 30 minutos, y una hora a temperatura ambiente. Se adicidéné

entonces 1 ml de agua y se agité 15 minutos mas. Se concentré a sequedad.
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El residuo obtenido se disolvié en metanol y se filtré6 sobre celita, evaporando
posteriormente el disolvente en el rotavapor. Rendimiento 122 mg, 55 %.

El residuo obtenido por cualquiera de los dos métodos se purificé
mediante cromatografia en columna (CH,Cl,—CH.Cl--MeOH 25:1),
obteniéndose un sélido amarillento. R 0.39. CH,Cl>-MeOH (10:1). p.f.: 104-
108 °C.

IR vmax. 1281, 3451, 3249, 2918, 1605, 1524, 1439, 1374, 1253, 1179,
1119, 927, 864, 812, 786, 656 cm”™.
'H-RMN (300 MHz, MeOH-d,): 3 6.68 (d, Jsg 8.0 Hz, 2H, H-6), 6.64 (d, J35

2.0 Hz, 2H, H-3), 6.51 (dd, Js5 2.0 Hz, Js¢ 8.0 Hz, 2H, H-5), 3.09 (m,
4H, CH,Se), 2.87 (m, 4H, CH.Ar), ppm.

3C-RMN (75.5 MHz, MeOH-dy,): 146.3 (C-2), 144.8 (C-1), 134.0 (C-4), 120.6
(C-5), 111.6y 111.4 (C-6, C-3), 38.0 (CH.Se), 32.3, (CH2Ar) ppm.

CIMS m/z 435 (M + H]*, 2%, 217 ((M/2]", 30%).

HRCIMS Calc. para CgHg02%°Se ([M/2]*): 216.9776. Encontrado: 216.9768.

Selenuro de bis (3,4-dimetoxifenetilo) (15)

MeO Se OMe

MeOD/\/ /\C[OMe
A una disolucién de selenio negro (150 mg, 1,90 mmol), en etanol (12 ml) se
anfadié borohidruro sédico poco a poco hasta que persistié la tonalidad
incolora. Se adicion6 bromuro de 3,4-dimetoxifenetilo 14 (1,726 mmol, 436,4
mg) y la reaccidon se agitd en oscuridad a temperatura ambiente en
atmosfera de argdén durante 3 horas. Se concentré a sequedad, se disolvid
en agua (75 ml) y diclorometano (75 ml). Se separ6 la capa organica, y la
acuosa se extrajo con 2x75 ml de CH,Cl,. La fraccién organica se lavé con
75 ml de cloruro sédico saturado, se secd con sulfato magnésico y se
concentré a sequedad. El residuo se purific6 mediante cromatografia en

columna (AcOEt-hexano 1:20 - AcOEt-hexano 1:3), obteniéndose un sélido

amarillento.
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Rendimiento339 mg, 98 %. Re 0.22 AcOEt-Hex (1:3). p.f.: 69-72 °C.

IR vmax. 1024, 2926, 2838, 1587, 1510, 1441, 1240, 1138, 1024, 857,
807, 765 cm™.
"H-RMN (300 MHz, CDCls): & 6.80 (d, Js6 8.1 Hz, 2H, H-5), 6.73 (m, 4H, H-2

y H-6), 3.87 y 3.85 (2 s, 4x3H, OMe), 2.90 (m, 4H, CH,Se), 2.78 (m,
4H, CHAr), ppm.

3C-RMN (75.5 MHz, CDCls): 148.9 (C-3), 147.6 (C-4), 133.9 (C-1), 120.2 (C-
6), 111.7 y 111.3 (C-5 y C-2), 55.9 (OMe), 36.8 (CH,Se), 25.4,
(CHZAr) ppm.

EIMS m/z 409 (IM - HJ*, 10%), 433 ((M+Na]*, 30%).

HREIMS Calc. para CxoH2604Se ([M+Na]*): 433.0888. Encontrado: 433.0894.

Diselenuro de bis(3,4-dimetoxifenetilo) (16)

MeO Se-Se/\QOMe

MeOD/\/ OMe
A una suspensién enfriada a 0 °C de selenio negro (300 mg, 3.800 mmol) y
NaOH (8.360 mmol, 334.4 mg) en tetrahidrofurano-agua 100:1 (13.5 ml),
bajo atmésfera de argon, se fue afiadiendo borohidruro sédico (8.360 mmol,
316.2 mg) en pequefias porciones. Finalizada la adiciéon se agité a 0 °C
durante 30 minutos, y otros 30 minutos a temperatura ambiente. Se agrego
selenio negro (3.800 mmol, 300 mg), y se continud la agitacién en oscuridad
durante 3 horas. Se afadié el bromuro de 3,4-dimetoxifenetilo 14 (1.902
mmol, 480.1 mg) disuelto en tetrahidrofurano (9 ml) y se agité a temperatura
ambiente en oscuridad y atmésfera inerte 2 horas mas. Se concentrd a
sequedad, se disolvié en agua (75 ml) y diclorometano (75 ml). Se separé la
capa organica, y la acuosa se extrajo con 2x75 ml de CH,Cl,. La fraccién
organica se lavé con 75 ml de cloruro sédico saturado, se sec6 con sulfato
magnésico y se concentré6 a sequedad. El residuo se purific6 mediante
cromatografia en columna (AcOEt-hexano 1:20—AcOEt-hexano 1:3),

obteniéndose un soélido amarillento.
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Rendimiento 437 mg, 94 %. Rg: 0.22 AcOEt-hexano (1:3). p.f.: 74-76 °C.

IR vmax. 1025, 2938, 2838, 1587, 1515, 1451, 1418, 1233, 1140, 852,
814, 766 cm™.
"H-RMN (300 MHz, CDCls): § 6.80 (d, Js6 7.9 Hz, 2H, H-5), 6.74 (m, 4H, H-2

y H6), 3.87 y 3.85 (2s, 4x3H, OMe), 3.15 (m, 4H, CH,Se), 2.99 (m,
4H, CHAr), ppm.

3C-RMN (75.5 MHz, CDCls): 148.9 (C-3), 147.6 (C-4), 133.4 (C-1), 120.4 (C-
6), 111.8 y 111.3 (C-2 y C-5), 55.9 (OMe), 37.2 (CH,Se), 31.1,
(CH2Ar) ppm.

FABMS m/z 491 (M+HT', 5%), 513 (M+Na]", 18%).

HRFABMS Calc. para CasH20s%°SeoNa ([M+NaJ'): 513.0054. Encontrado:
513.0059.

Bromuro de tris(3,4-dihidroxifenetil)selenonio (17)

OH
HO

A una disolucién enfriada a -78 °C de selenuro de bis (3,4-dimetoxifenetilo)
15 (250 mg, 0.623 mmol) en diclorometano seco (8.5 ml), en atmésfera de
argén y con tamiz molecular de 4 A, se anadi6 tribromuro de boro (2.489
mmol, 235 L) y la mezcla se agité en oscuridad a -78 °C durante 30
minutos, y una hora a temperatura ambiente. Se adicioné entonces 1 ml de
agua y se agité 15 miuntos mas. Se concentré6 a sequedad. El residuo
obtenido se purific6 mediante cromatografia en columna (CH2Cl,—CH2Cl»-
MeOH 25:1).

Rendimiento 238 mg, 67 %. Rr: 0.39 CH,Cl,-MeOH (10:1).
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IR vmax. 1182, 3325, 2928, 2825, 1701, 1604, 1507, 1438, 1347, 1278,
1104, 1012, 783 cm™'.
"H-RMN (300 MHz, MeOD): & 6.67 (d, Jss 8.0 Hz, 2H, H-6 y H-6), 6.63 (d,

Jss 2.0 Hz, 2H, H-3, H-3"), 6.50 (dd, J35 2.0 Hz, J56 8.0 Hz, 2H, H5
y H-5'), 2.76 (m, 4H, CH.Se), 2.68 (m, 4H, CH2Ar), ppm.

3C-RMN (75.5 MHz, MeOD): 146.1 (C-2 y C-2'), 144.6 (C-1y C-1’), 134.6 (C-
4y C-4), 120.7 (C-5y C-5"), 116.6 y 116.3 (C-6, C6’, C-3 y C-3),
37.9 (CH;Se), 26.1, (CH2-Ar) ppm.

CcIMS m/z 491 (IM*], 10%).

HRFABMS  Calc. para Ca4H2706%°Se ([M]*): 491.0967. Encontrado: 491.0973.

Bromuro de tris (3,4-diacetoxifenetil)selenonio (18)

AcO OAc

N Br
AcO, OAc

X
AcO OAc

A una disolucién de bromuro de tris(3,4-diacetoxifenetil)selenonio 17 (50 mg,
0.0877 mmol) y en piridina (1 ml), enfriada a 0 °C se afiadi6 anhidrido
acético (1 ml) y la mezcla se agité en oscuridad a durante 15 minutos. Se
mantuvo en el congelador durante toda la noche. Se afiadié 1 ml de HO y
se concentrd6 a sequedad. Se purific6 por cromatografia en columna
(Hexano—AcOEt/Hexano 1:3), obteniéndose 18 como un aceite viscoso
amarillento.

Rendimiento 55 mg, 76 %. Rr.: 0.50 AcOEt-hexano (1:1).

IR vmax. 1173, 2928, 2851, 1763, 1502, 1426, 1370, 1254, 1203, 1173,
1104, 1008, 828 cm™.
"H-RMN (300 MHz, CDCls): & 7.09 (m, 6H, H-5 y H-2), 7.02 (m, 3H, H-6),

2.94 (m, 6H, CH;Se), 2,78 (m, 6H, CH2Ar), 2.28 (s, 3x3H, OAc)
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ppm.
3C-RMN (75.5 MHz, CDCls): 168.3 y 168.2 (2 C=0, OAc) 141.9 (C-3), 140.5

(C-4), 140 (C-1), 126.6 (C-6), 123.3 (C-2 y C-5), 36.5 (CH.Se), 24.6,
(CH2Ar) 20.6 (4 CHs, OAc) ppm.

CIBMS m/z 743 (IM]*, 10%).

HREIMS Calc. para C3gH390122°Se ([M]"): 743.1607. Encontrado: 743.1660

Procedimiento general para la obtencion de tioureas derivadas del
hidroxitirosol.

A una disolucién de clorhidrato de dopamina (300 mg, 1.582 mmol) y del
isotiocianato correspondiente (1.898 mmol, 1.2 equivalentes) y en metanol
(20 ml) se anadio trietilamina (1.582 mmol, 220 uL) y la mezcla se agité a
temperatura ambiente y bajo atmésfera de argdn durante una hora. Se
concentré a sequedad, y el bruto de reaccioén se purificé por cromatografia

en columna.

1-Butil-3-(3,4-dihidroxifenetil) tiourea (24)

BORG e
HO S
Se obtuvo a partir del butilisotiocianato. Se purificé por cromatografia en

columna (CH,Cl,—CH,Cl,/MeOH 25:1), obteniéndose 24 como un sdlido
blanco.

Rendimiento 177 mg, 42 %. Rr: 0.16 CH,Cl>-MeOH (20:1). p.f.: 95-96 °C.

IR vmax. 1514, 3220, 3055, 2959, 2923, 2866, 1607, 1571, 1514, 1455,
1347, 1278, 1199, 966, 781 cm™.

'H-RMN (300 MHz, MeOH-dz): 8 6.68 (m, 2H, H-2 y H-5), 6.54 (dd, Jo5 2.0
Hz, Js¢ 8.0 Hz, 1H, H-6), 3.62 (m, 2H, ArCH,CH>NH), 3.38 (m, 2H,
CH3(CH2)2CH2), 2.71 (t, JCHZ,CHz 7.2 HZ, 2H, CHzAr), 1.51 (m, 2H,

44



ES 2392915 Al

CH3CH20H2, 1.34 (m, 2H, CH3-CH2:), 0.94 (t, 3H, JCH3,CH2 7.3 HZ,

CH3) ppm.

3C-RMN (75.5 MHz, MeOH-d,): 182.8 (C=S), 146.3 (C-3), 144.8 (C-4), 132.0
(C-1), 121.1 (C-6), 116.9 y 116.4 (C-2 y C-5), 46.9 (ArCH,CH,NH),
44.9 (NHCH-Alifatico), 35.7 (CH2Ar), 32.9 (CH2-CH2-CHa), 21.1

(CH2-CHs) ppm.

CIMS m/z 269 ([M+H]", 100%), 211 ([M-Bu]*, 3%).

HRCIMS Calc. para C13H21N20,2S ([M+Na]"): 269.1324. Encontrado: 269.1324

1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-(p-tolil) tiourea (25)

T QL
HO S M
Se obtuvo a partir del p-tolilisotiocianato. Se purificé por cromatografia en

columna (CH,Cl,—CH,Cl>-MeOH 25:1), obteniéndose 25 como un sélido

blanco.

Rendimiento 354 mg, 74 %. Rr.: 0.25 CH,Cl,-MeOH (20:1). p.f.: 151-153 °C.

IR (KBr): vmax: 1509, 3351, 3190, 2971, 2922, 2870, 1598, 1542, 1448,

1349, 1276, 1188, 781 cm™".

'H-RMN (300 MHz, MeOH-d,): & 7.13 (m, 2H, H-3'y H-5’), 6.99 (m, 2H, H-2'y
H-6'), 6.67 (d, Jss 8.0 Hz, 1H, H-5), 6.65 (d, J25 2.0 Hz, 1H, H-2),
6.50 (d, J2.5 2.0 Hz, Jsg 8.0 Hz, 1H, H-6), 3.72 (t, Jorz.criz 7.0 Hz, 2H,
CHaNH), 2.74 (t, Jorz.crz 7.0 Hz, 2H, CH,AT), 2.31 (s, 3H, CH3) ppm.

3C.RMN (75.5 MHz, MeOD): 181.7 (C=Se), 146.4 (C-3), 144.9 (C-4), 137.3
(C-1"), 136.2 (C-4’), 131.8 (C-1), 131.0 (C-3’ y C-5), 126.0 (C-2' y C-
6), 121.1 (C-6), 116.9 y 116.5 (C-2 y C-5), 47.2 (CH.NH), 35.2

45



ES 2392915 Al

(CH,Ar) 21.0 (CHs), ppm.
CIMS miz 303 [M+H]*, 18%.

HRCIMS Calc. para C1gH1gN20,S ([M+H]"): 303.1167. Encontrado: 303.1156

1-Bencil-3-(3,4-dihidroxifenetil)tiourea (26)

HO . S
Se obtuvo a partir del bencilisotiocianato. Se purificoé por cromatografia en

columna (CH,Cl,—CH,CIl>-MeOH 25:1), obteniéndose 26 como un sélido

blanco.

Rendimiento 297 mg, 62 %. Rg: 0.25 CH,Cl>-MeOH (20:1). p.f.: 136-138 °C.

IR vmax. 1510, 3319, 3267, 2929, 2860, 1599, 1572, 1510, 1450, 1337,
1281, 1107, 1013, 804 cm™.

"H-RMN (300 MHz, MeOH-dy): & 7.28 (m, 5H, Ph), 6.68 (m, 2H, H-2 y H-5),
6.52 (dd, Jo5 1.8 Hz, Jsg 8.0 Hz, 1H, H-6), 4.66 (sa, 2H, ArCH,NH)
3.66 (sa, 2H, CHNH), 2.71 (¢, Jerz.chz 7.2 Hz, 2H, CH,AT), ppm.

3C-RMN (75.5 MHz, MeOH-dy): 183.4 (C=S), 146.3 (C-3), 144.8 (C-4) 139.9
(C-1"), 131.9 (C-1), 129.5 y 128.4 (C-2’, C-3, C-5' y C-6'), 128.2 (C-
4), 121.1 (C-6), 116.9 y 116.4 (C-2 y C-5), 48.2 (ArCH,NH), 46.9
(CH2NH), 35.7 (CH.Ar) ppm.

CIMS miz 303 ((M+H]", 27%)

HRCIMS Calc. para C1gH1gN20,S ([M+H]"): 303.1167. Encontrado: 303.1167
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1-Fenil-3-(3,4-dihidroxifenetil) tiourea (27)
H
N

H
ST O

Se obtuvo a partir del fenilisotiocianato. Se purificé por cromatografia en
columna (CH,Cl,—CH,Cl-MeOH 40:1), obteniéndose 27 como un sélido

blanco.

Rendimiento 420 mg, 92 %. Rr: 0.30 CH,Cl>-MeOH (20:1). p.f.: 98-100 °C.

IR vmax: 1517, 3340, 3220, 2938, 1706, 1599, 1493, 1444, 1351, 1279,

1177, 1109, 1022, 809 cm™.

'H-RMN (300 MHz, MeOD): 3 7.31 (m, 2H, H-3'y H-5°), 7.16 (m, 3H, H-2', H-

4’y H-6'), 6.68 (m, 2H, H-2 y H-5), 6.53 (dd, J26 2.0 Hz, J5¢ 8.0 Hz,
1H, H-6), 3.74 (t, Jchzchz 7.0 Hz, 2H, CH.NH), 2.76 (t, Jona,chz2 7.0
Hz, 2H, CH-Ar), ppm.

3C-RMN (75.5 MHz, MeOD): 181.8 (C=Se), 146.4 (C-3), 144.9 (C-4), 139.2
(C-1), 131.9 (C-1), 130.4 (C-3' y C-5"), 126.9 (C-2' y C-6'), 125.7 (C-
4'), 121.1 (C-6), 117.0 y 116.5 (C-2 y C-5), 47.3 (CH2NH), 35.2
(CH2ATr) ppm.

CIMS m/z 289 ([M+H]", 14%), 271 ([M - OH]", 2%).

HRCIMS Calc. para C1sH17N202S ([M+H]"): 289.1011. Encontrado: 289.1008

Procedimiento general para la obtencion de selenoureas derivadas del
hidroxitirosol.

A una disolucion de clorhidrato de dopamina (300 mg, 1,582 mmol) y del
isoselenocianato correspondiente (1,898 mmol, 1,2 equivalentes) y en
metanol (20 ml) se afiadié trietilamina (1,582 mmol, 220 pl) y la mezcla se

agité en oscuridad a temperatura ambiente y bajo atmoésfera de argén
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durante una hora. Se concentré6 a sequedad, y el bruto de reacciéon se

purificé por cromatografia en columna.

1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-fenil selenourea (31)

JOTTLO

HO Se

Se obtuvo a partir de fenilisoselenocianato. Se purificé por cromatografia en
columna (CH,Cl,—CH,Cl>-MeOH 40:1), obteniéndose 31 como un sélido

amarillento.
Rendimiento 493 mg, 93%. Rg: 0.32 CH,Cl>-MeOH (20:1). p.f.: 106-108 °C.

IR (KBr): vmax: 1549, 3215, 2362, 1597, 1510, 1447, 1348, 1281, 1187,
1113, 810 cm™.
"H-RMN (300 MHz, MeOH-d,): & 7.35 (m, 2H, H-3'y H-5'), 7.23 (m,1H, H-4),

7.08 (m, 2H, 7.6 Hz H-2'y H-6’), 6.68 (m, 2H, H-2 y H-5), 6.53 (d, Js56
7.8 Hz, 1H, H-6), 3.81 (t, JchzcHz 7.2 Hz, 2H, CH2NH), 2.78 (t,
Jenz.cHz 7.2 Hz, 2H, CHAr), ppm.

3C-RMN (75.5 MHz, MeOH-d,): 178.8 (C=Se), 146.4 (C-3), 144.9 (C-4 y C-
1), 131.6 (C-1), 130.8 (C-3' y C-5), 127.1 (C-4’), 126.1 (C-2’ y C-6’),
121.1 (C-6), 117.0 y 116.5 (C-2 y C-5), 49.9 (CH2NH), 35.2 (CH2Ar)

ppm.

FABMS m/z 337 ((M+H]", 22%), 359 ([M+Na]*, 25%).

HRFABMS Calc. para C15H16N20,%°SeNa (IM+Na]*): 359.0285. Encontrado:
359.0275.

1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-(p-tolil) selenourea (32)

O,
HO Se e
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Se obtuvo a partir de p-tolilisoselenocianato. Se purificé por cromatografia en
columna (CH2Cl,—»CH,CI>-MeOH 30:1), obteniéndose 32 como un sélido

amarillento.

Rendimiento 530 mg, 96 %. Re: 0.28 CH,Cl-MeOH (20:1). p.f.: 142-148 °C.

IR (KBr): vmax: 1509, 3446, 3307, 2950, 1599, 1510, 1460, 1281, 1184,
1106, 1021, 810 cm”.

1H-RMN (300 MHz, MeOH-d,): & 7.15 (m, 2H, H-3'y H-5'), 6.94 (m, H-2'y H-

6’), 6.67 (m, 2H, H-2 y H-5), 6.51 (d, Jss 7.9 Hz, 1H, H-6), 3.79 (t,
Jena.cH2 7.0 Hz, 2H, CHaNH), 2.76 (t, JeHzcHz 7.0 Hz, 2H, CHAT),
2.31 (s, 3H, CH3) ppm.

13C-RMN (75.5 MHz, MeOH-dy): 178.5 (C=Se), 146.4 (C-3), 144.9 (C-4),
138.1 (C-1°), 135.6 (C-3' y C-5'), 131.6 (C-1y C-4’), 126.2 (C-2’' y C-
6'), 121.5 (C-6), 117.0y 116.5 (C-2 y C-5), 56.0 (Me), 49.9 (CH2NH),

35.2 (CH2Ar) ppm.

FABMS m/z 351 ((M+H]", 43%), 373 ([M+Na]", 39%).

HRFABMS Calc. para CigHigN20.3°SeNa ([M+NaJ*): 373.0421. Encontrado:
359.0431

1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-(p-metoxifenil) selenourea (33)

H H
| I

HOD/\/N\H/N\Q\

HO Se OMe

Se obtuvo a partir de p-metoxifenilisoselenocianato. Se purificé por
cromatografia en columna (CH,Cl,—CH,Cl>-MeOH 20:1), obteniéndose 33

como un sélido amarillento.
Rendimiento 561 mg, 97 %. Rr: 0.42 CH,Cl,-MeOH (10:1). p.f.: 144-146 °C.

IR (KBr): vmax: 1508, 3309, 3061, 2843, 1590, 1547, 1466, 1342, 1275,
1238, 1170, 1104, 1024, 828 cm’™
"H-RMN (300 MHz, MeOH-d,): & 6.98 (m, 2H, H-3'y H-5’), 6.88 (m, H-2'y H-

6), 6.67 (M, 2H, H-2 y H-5), 6.50 (d, Jss 7.9 Hz, 1H, H-6), 3.77 (m,
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5H, CH;NH y OMe), 2.75 (t, Jehz.chz 7.1 Hz, 2H, CHAr) ppm.

(75.5 MHz, MeOH-d,): 178.7 (C=Se), 146.4 (C-3), 144.9 (C-4),
160.1 (C-4'), 131.6 (C-1), 130.7 (C-1’), 128.6 (C-2' y C-6’), 121.1 (C-
6), 117.0 y 116.5 (C-2 y C-5), 116.0 (C-3' y C-5'), 56.0 (OMe), 49.9
(CH2NH), 35.3 (CH2Ar) ppm.

m/z 367 ((M+H]*, 20%), 389 ([M+Na]", 39%)

Calc. para CieH1sN20:°SeNa ([M+Na]*): 389.0394. Encontrado:
389.0380

50



10

15

20

25

ES 2392915 Al

REIVINDICACIONES

1.- Uso de un compuesto de férmula general (1):

R'O X——R3

R20

donde: R' y R? son iguales o diferentes y se seleccionan
independientemente de entre hidrégeno (H), alquilo (C4-C4) o acetilo
(-COCHs5).

R® se selecciona de entre hidrégeno, alquilo (Ci-Cs), acetilo,
-C(=2)-NH-R’, el grupo de férmula (I1) o el grupo de férmula (lll):

ORS OR5

L%—Y OR® ""z,e_ ORS
(I ()

X se selecciona de entre S, Se, NH o X-R* donde X' es S 0 Se y R*
es el grupo de férmula (ll1);

R®y R® son iguales o diferentes y se seleccionan independientemente
de entre hidrégeno, alquilo (C1-C4) o acetilo;

Y es S o Se;

ZesSoSe;y

R’ se selecciona de entre alquilo (C4-Cig), fenilo, sustituido o sin

sustituir o bencilo, sustituido o sin sustituir,

para la elaboracién de una composicién antioxidante.
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2.- Uso seguln la reivindicacion anterior, donde R' y/o R? son hidrégeno,

metilo o acetilo.
3.- Uso segun la reivindicacion anterior, donde R' y R? son hidrégeno.

4 .- Uso del compuesto seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde
XesSoSe.

5.- Uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde R® es
hidrégeno o acetilo.

6.-Uso seguin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde R® es el grupo

de férmula (11).

7.-Uso segun la reivindicacion anterior, donde Y es S o Se y los radicales R®
y/o R® son hidrégeno, metilo o acetilo.

8.-Uso segUin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde R® es el grupo
de férmula (lil).

9.-Uso segln la reivindicacién anterior, donde R® y/o R® son hidrégeno,
metilo o acetilo.

10.-Uso segUn cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde X es X-R*.

11.-Uso segun la reivindicacién anterior, donde X’ es Se y R®es el grupo de

formula (111).

12.- Uso segUn la reivindicacién 11, donde R® y/o R® son hidrégeno, metilo o
acetilo.
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13.-Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, donde la sal

formada es un halogenuro.
14.- Uso segun la reivindicacién anterior, donde la sal es de bromuro.
15.- Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde X es NH.

16.- Uso segun la reivindicacién anterior, donde R® es el grupo -C(=Z)-NH-
R’.

17.-Uso segun la reivindicacién anterior, donde Z es S.

18.- Uso segln cualquiera de las reivindicaciones 16 o 17, donde R’ se
selecciona de entre butilo, fenilo, fenilo sustituido por al menos un grupo

alquilo (C4-C,4) o bencilo.

19.- Uso segun la reivindicacién anterior, donde R’ se selecciona de entre

butilo, fenilo, fenilo sustituido por un metilo o bencilo.
20.-Uso segun la reivindicacion 16, donde Z es Se.

21.-Uso segun la reivindicacién anterior, donde R’ es un fenilo, sustituido o

sin sustituir.

22.-Uso segln la reivindicacion anterior, donde el grupo fenilo no esta
sustituido o esta sustituido por un grupo alquilo (C4-C4) o un grupo alcoxilo.

23.-Uso segun la reivindicacién 1, donde el compuesto se selecciona de la
lista que comprende:

4-(2-Acetiltioetil)-1,2-diacetoxibenceno (8)

4-(2-Sulfaniletil)benceno-1,2-diol (10)

Disulfuro de bis(3,4-dihidroxifenetilo) (11)
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Diselenuro de bis (3,4-dihidroxifenetilo) (13)
Bromuro de tris(3,4-dihidroxifenetil)selenonio (17)
1-Butil-3-(3,4-dihidroxifenetil) tiourea (24)
1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-(p-tolil) tiourea (25)
1-Bencil-3-(3,4-dihidroxifenetil)tiourea (26)
1-Fenil-3-(3,4-dihidroxifenetil) tiourea (27)
1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-fenil selenourea (31)
1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-(p-tolil) selenourea (32)
1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-(p-metoxifenil) selenourea (33)
Diselenuro de bis(3,4-diacetoxifenetilo) (12)
Selenuro de bis (3,4-dimetoxifenetilo) (15)
Diselenuro de bis(3,4-dimetoxifenetilo) (16) o

Bromuro de tris (3,4-diacetoxifenetil)selenonio (18).

24.-Uso del compuesto de férmula general () segun cualquiera de las

reivindicaciones anteriores, para la elaboracién de un medicamento.

25.-Uso del compuesto de férmula general (I), segun cualquiera de las
reivindicaciones anteriores para la elaboracién de un medicamento para el
tratamiento y/o la prevencién de enfermedades inflamatorias, tumorales,

neurodegenerativas, trombosis, cardiovasculares o infecciosas.

26.- Compuesto de féormula general (I):

R'0 X—R3

R20
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donde: R' y R? son iguales o diferentes y se seleccionan
independientemente de entre hidrogeno (H), alquilo (C4+-C4) o acetilo
(-COCHs3).

R® se selecciona de entre -C(=Z)-NH-R’, el grupo de formula (ll) o
el grupo de férmula (l11):

OR?
OR5

6
—Y OR® bl‘(’?» OR

(In D)

X se selecciona de entre S, Se, NH o X-R* donde X’ es S 0 Se y R*
es el grupo de férmula (lll);

R®y R® son iguales o diferentes y se seleccionan independientemente
de entre hidrégeno, alquilo (C4-C4) o acetilo;

Y es S o Se;

ZesSoSe;y
R’ se selecciona de entre alquilo (C4-C1g), fenilo, sustituido o sin sustituir o

bencilo, sustituido o sin sustituir.

27.- Compuesto segun la reivindicacién anterior, donde R' y/o R? son
hidrégeno, metilo o acetilo.

28.- Compuesto segln la reivindicacién anterior, donde R' y R? son

hidrégeno.

29.- Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28, donde X
es S o Se.
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30.- Compuesto seglin cualquiera de las reivindicaciones 26 a 29, donde R®

es el grupo de formula (I1).

31.- Compuesto seglin la reivindicacion anterior, donde Y es S o Se y los
radicales R® y/o R® son hidrégeno, metilo o acetilo.

32.- Compuesto segln cualquiera de las reivindicaciones 26 a 29, donde R®
es el grupo de férmula (l11).

33.- Compuesto segun la reivindicacién anterior, donde R® y/o R® son

hidrégeno, metilo o acetilo.

34.- Compuesto segin cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28, donde X
es X-R*.

35.- Compuesto segln la reivindicacién anterior, donde X' es Se y R® es el
grupo de férmula (Ill).

36.- Compuesto seglin la reivindicacién anterior, donde R®° y/o R® son

hidrégeno, metilo o acetilo.

37.- Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 34 a 36, donde la

sal formada es un halogenuro.
38.- Compuesto segln la reivindicacion anterior, donde la sal es de bromuro.

39.- Compuesto seglin cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28, donde X
es NH.

40.- Compuesto segln la reivindicacién anterior, donde R® es el grupo -
C(=Z)-NH-R’.
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41 .- Compuesto segun la reivindicaciéon anterior, donde Z es S.

42.- Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 40 o 41, donde R’
se selecciona de entre butilo, fenilo, fenilo sustituido por al menos un grupo
alquilo (C4-C,4) o bencilo.

43.- Compuesto segun la reivindicacién anterior, donde R’ se selecciona de
entre butilo, fenilo, fenilo sustituido por un metilo o bencilo.

44 .- Compuesto segun la reivindicacién 40, donde Z es Se.

45 -Compuesto segun la reivindicacién anterior, donde R’ es un fenilo,

sustituido o sin sustituir.

46.- Compuesto segun la reivindicacién anterior, donde el grupo fenilo no
esta sustituido o esta sustituido por un grupo alquilo (C4-C4) 0 un grupo
alcoxilo.

47.- Compuesto segun la reivindicacion 26, donde el compuesto se
selecciona de la lista que comprende:

Disulfuro de bis(3,4-dihidroxifenetilo) (11)

Diselenuro de bis (3,4-dihidroxifenetilo) (13)

Bromuro de tris(3,4-dihidroxifenetil)selenonio (17)
1-Butil-3-(3,4-dihidroxifenetil) tiourea (24)
1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-(p-tolil) tiourea (25)
1-Bencil-3-(3,4-dihidroxifenetil)tiourea (26)
1-Fenil-3-(3,4-dihidroxifenetil) tiourea (27)
1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-fenil selenourea (31)
1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-(p-tolil) selenourea (32)
1-(3,4-Dihidroxifenetil)-3-(p-metoxifenil) selenourea (33)
Diselenuro de bis(3,4-diacetoxifenetilo) (12)

Selenuro de bis (3,4-dimetoxifenetilo) (15)
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Diselenuro de bis(3,4-dimetoxifenetilo) (16) o

Bromuro de tris (3,4-diacetoxifenetil)selenonio (18)

48.- Composicién que comprende al menos un compuesto de férmula (1)

descrito segun cualquiera de las reivindicaciones 26 a 44.

49.-Composiciéon segun la reivindicaciéon anterior, donde dicha composicion

es alimentaria, nutracéutica, cosmética o farmacéutica.

50.-Composicion segln la reivindicacion 49 que ademas comprende un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

51.- Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 49 o 50, donde

ademas comprende otro principio activo.
52.- Composicidn seglin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde
dicha composicion se encuentra en una forma adecuada para su

administracion tépica, oral o parenteral.

53.- Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 48 a 51, donde

dichas composicién estan en forma de emulsién, complejo o capsulada.
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 201100639

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 30.04.2012

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-23,30-38,44-46 |
Reivindicaciones 24-29,39-43,47-53 NO

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986) Reivindicaciones 1-23,30-38,44-46 |
Reivindicaciones 24-29,39-43,47-53 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201100639

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacion de esta opinion.

D01 US 2008/0064687 A1 (SUH, Y.G. et al.) 13.03.2008
D02 ALI, A.R. et al. Tetrahedron Letters, 2010, Vol. 51, pp. 1019-1021 11.12.2009
D03 TAKEUCHI, T.etal. Organic & B iomolecular C hemistry, 2006, 05.01.2006
Vol. 4, pp. 565-568
D04 PATEL, R.B. et al. Indian Journal of Chemistry, Julio 2006, 00.07.2006
Vol. 45B, pp. 1716-1721
D05 WO 2007/107352 A1 27.09.2007
D06 WO 2002/033596 A1 25.04.2002
DO7 AMBITER (Chemical Library). RN: 473878-33-0. 19.02.2002
D08 AMBITER (Chemical Library). RN: 481666-01-7. 27.01.2003
D09 AMBITER (Chemical Library). RN: 475371-41-3. 04.02.2003
D10 AMBITER (Chemical Library). RN: 474253-01-7. 27.01.2003

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

El objeto de la invencion es un compuesto de formula general (1), el uso de dicho compuesto para la elaboracién de una
composicion antioxidante y una composicion que comprende al menos uno de estos compuestos de férmula general ().

El documento D01 divulga una serie de compuestos derivados de tiourea de férmula general (I) que, cuando R' es un anillo
bencénico, R* R® son hidroxilo o alcoxilo, Xes S, Y es NR® y R%es alquilo o fenilalquilo, solapa con la férmula general (I) de
la i nvencion (ver parrafos [0008]-[0021]). E stos compuestos tienen diversas propiedades farmacoldgicas, por lo que son
utiles para el tratamiento diversas enfermedades, como son procesos antiinflamatorios, ulcerosos o neurodegenerativos, por
lo que el documento divulga también las composiciones farmacéuticas que los comprenden (ver parrafos [0002] y [0007]).
En el documento se recogen compuestos concretos que se incluyen dentro de la férmula general (I) de la invencién, como,
por ejemplo, el compuesto 25-14 (siendo e n dicha férmula (1) de | a invencion X=NH, R'=H, R*=Me, R® es C(=S)NHR' y
R7=(CH2)2Ph) (ver pagina 76, tabla).

Por lo tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 24-28, 39-43, 48-53 no es nuevo segun lo divulgado en el
documento DO1.

El documento D02 divulga una tiourea de férmula 15 (1-(3,4-dimetoxifenil)-3-feniltiourea), que se incluxe dentro de la férmula
general (l) de la invencién, cuando en esta ultima X es NH, R’ y R? son Me, R® es C(=S)NHR7 y R" es fenilo (ver pagina
1020, tabla 1, compuesto 15).

En co nsecuencia, se co nsidera que el objeto de | as reivindicaciones 26-28, 39-43 no presentanovedadal aluz delo
divulgado en el documento D02.

El documento D03 divulga el 2-(3,4-dihidroxifenil)etiltioacetato (2) y el 1,2-dihidroxi-4-(2-mercaptoetil)benceno (3) (ver pagina
567, par te e xperimental). E stos compuestos se i ncluyen dentro de | a f érmula g eneral (1) de | a invencion, siendo X=S,
R'=R’=H, R*=acetiloen 2; Xes S, R'=R*=R®>=Hen 3. Asi, |0s compuestos 2 y 3 recogidos en est e docu mento so n
exactamente los compuestos 8 y 10 de la solicitud.

Por tanto, se considera que el objeto de |las reivindicaciones 26-29 no presenta novedad a la luz de lo divulgado en el
documento DO3.

El documento D04 divulga la N,N’-bis(3,4dimetoxifeniletil)tiourea (1), que se incluye dentro de la formula general (1) de |la
invencion, siendo X=NH, R'=R?>=R°®=R®=CHjs, R®*=C(=S)NHR’, R"=(CH,),-(3,4-dimetoxi)fenilo (ver pagina 1717, esquema 1).

Por tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 26, 27, 39-41 no es nuevo segun lo divulgado en el documento
D04.
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El documento D05 divulga una serie de compuestos que inhiben la proliferacion celular (pa’g;ina 1, lineas 5-8) y que presentan
una férmula general (VI), que solapa con la formula (1) de la invencion, cuando X es NH, R es C(=S)NHR7 y R"es arilalquilo)
(ver pagina 57). El documento divulga también una serie de compuestos, como son los compuestos (XIl) (pagina 64, tabla 1),
(XVII) ( pagina 65) , ( XXXVI) ( pagina 6 6), ( XXXIX)y ( XLVI) ( pagina 67) ; y|as composiciones farmacéuticas que | os
comprenden (ver reivindicacion 22).

Por lo tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 24-28, 39-43, 48-53 no presenta novedad segun lo divulgado
en el documento D05.

El documento D06 divulga un método computacional para el analisis subestructural Gtil para el descubrimiento de farmacos.
Entre los compuestos divulgados se encuentra el N-[2-(3,4-dihidroxifenil)etil]-N’-(4-metilfenil)tiourea (compuesto 25 de la
invencion; ver pagina 1, lineas 5-11; pagina 85), que aparece también divulgado como parte de una libreria quimica (ver
documento D07 en el Informe sobre el Estado de la Técnica).

El documento D08 divulga el compuesto N-butil-N’-[2-(3,4-dihidroxifenil)etiltiourea (compuesto 24 de la invencidon) como parte
de una libreria quimica.
26-28, 39-43, 47

El doc umento D 09 divulga el co mpuesto N-[2-(3,4-dihidroxifenil)etil]-N’-(fenilmetil)tiourea ( compuesto 26 de la i nvencion)
como parte de una libreria quimica.
26-28, 39-43, 47

El documento D10 divulga el compuesto N-[2-(3,4-dihidroxifenil)etil]-N’-feniltiourea (compuesto 27 de la invencion) como parte
de una libreria quimica.

Por tanto, se considera que el objeto de las reivindicaciones 26-28, 39-43, 47 no es nhuevo segun |lo divulgado en cada uno de
los documentos D06-D10 tomados por separado.

Sin embargo, no se ha encontrado en el estado de la técnica divulgacion ni sugerencia alguna que pudiera dirigir al experto
en la materia hacia el objeto de | as reivindicaciones 1-23, que se refieren al uso d el compuesto de la invencion parala
elaboracién de una composicion antioxidante; 30-38, relativas a compuestos de férmula (1) en los que R® es el grupo (ll) 6
(1); y 44-46, que se refieren a los compuestos de férmula (1) en los que Z es Se.

En consecuencia, se considera que el objeto de las reivindicaciones 1-23, 30-38 y 44-46 reune los requisitos de novedad y
actividad inventiva recogidos en los Articulos 6.1y 8.1 de la Ley de Patentes.
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