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. RESUMEN

DESARROLLO Y SINTESIS SOSTENIBLE DE NUEVAS MOLECULAS ANTITUMORALES UTILIZANDO
BIOMASA COMO FUENTE RENOVABLE

La familia de acidos resinicos diterpénicos presenta diversas aplicaciones farmacoldgicas,
habiendo demostrado actividad antiviral, antitumoral y antibacteriana. Sin embargo, a pesar de
estas propiedades bioldgicas conocidas, existe una escasez de investigacion en cuanto a su
funcionalizacidn y estudio bioldgico, especialmente en lo que respecta a ciertos derivados y
analogos. El objetivo central de este trabajo de fin de madster es explorar la sintesis y
caracterizacion de acidos hidroxdmicos derivados de acidos resinicos diterpénicos, utilizando
como fuente primaria la biomasa sostenible de resinas de pinos u otras fuentes vegetales
renovables. Los 4cidos hidroxamicos presentan un gran potencial farmacoldgico debido a su
capacidad para quelar iones metalicos biolégicamente importantes y modular su actividad. Este
enfoque contribuye al desarrollo de la quimica sostenible al utilizar recursos renovables como
las resinas de pinos, mientras se explora el potencial terapéutico de los derivados de acidos

resinicos diterpénicos en el campo de la medicina.
Palabras claves: resinas, sintesis, diterpenoides, hidroxamico, antitumoral.

Co-tutor externo: Dr. Miguel Angel Gonzalez Cardenete
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ll. ABSTRACT

DEVELOPMENT AND SUSTAINABLE SYNTHESIS OF NOVEL ANTITUMOUR MOLECULES USING
BIOMASS AS RENEWABLE SOURCE

The family of diterpenic resin acids has various pharmacological applications, having
demonstrated antiviral, antitumour and antibacterial activity. However, despite these known
biological properties, there is a paucity of research into their functionalisation and biological
study, especially with regard to certain derivatives and analogues. The central objective of this
Master's thesis is to explore the synthesis and characterisation of hydroxamic acids derived from
diterpenic resin acids, using sustainable biomass from pine resins or other renewable plant
sources as a primary source. Hydroxamic acids have great pharmacological potential due to their
ability to chelate biologically important metal ions and modulate their activity. This approach
contributes to the development of sustainable chemistry by using renewable resources such as
pine resins, while exploring the therapeutic potential of diterpenic resin acid derivatives in the

field of medicine.

Keywords: resins, synthesis, diterpenoids, hydroxamic, antitumour.
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[ll. RESUM

DESENVOLUPAMENT | SINTESIS SOSTENIBLE DE NOVES MOLECULES  ANTITUMORALS
UTILITZANT BIOMASSA COM A FONT RENOVABLE

La familia d'acids resinics diterpenics presenta diverses aplicacions farmacologiques, havent
demostrat activitat antiviral, antitumoral i antibacteriana. No obstant aix0, malgrat aquestes
propietats biologiques conegudes, existeix una escassetat d’investigacié quant a la seua
funcionalitzacid i estudi biologic, especialment pel que fa a uns certs derivats i analegs. L'objectiu
central d'aquest treball de fi de master és explorar la sintesi i caracteritzacié d'acids hidroxamics
derivats d'acids resinics diterpenics, utilitzant com a font primaria la biomassa sostenible de
resines de pins o altres fonts vegetals renovables. Els acids hidroxamics presenten un gran
potencial farmacologic a causa de la seua capacitat per a quelar ions metal-lics bioldgicament
importants i modular la seua activitat. Aquest enfocament contribueix al desenvolupament de
la quimica sostenible en utilitzar recursos renovables com les resines de pins, mentre s'explora

el potencial terapeutic dels derivats d'acids resinics diterpenics en el camp de la medicina.

Paraules claus: resines, sintesis, diterpenoides, hidroxamic, antitumoral.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1  ANTECEDENTES

El cancer es la segunda causa principal de muerte en todo el mundo, solo superada por las
enfermedades cardiovasculares.!” Se estima que en 2022 se notificaron cerca de 20 millones de
nuevos casos de cancer, excluyendo el cancer de piel no melanoma, y 9.8 millones de muertes
relacionadas con esta enfermedad.? Segun las Ultimas estadisticas, en Espafia, los tumores se
han convertido en la primera causa de muerte en 2023 con un 26.6% de las muertes, siendo el
cancer de pulmdn la causa mds frecuente, seguido del cancer de colon, superando asi a las

enfermedades cardiovasculares.?!

Las principales opciones de tratamiento del cadncer incluyen la radioterapia, la quimioterapiay la
cirugia. Sin embargo, estas terapias convencionales presentan limitaciones debido a la
resistencia secundaria que desarrollan los tumores y a la toxicidad para los tejidos normales. Este
escenario ha llevado a la busqueda de tratamientos mas eficientes, menos téxicos, rentables y

mas sostenibles.

Los productos naturales derivados de plantas se consideran una opcion ideal para el tratamiento
del cancer debido a su bajo nivel de toxicidad, capacidad para superar la resistencia, facil
disponibilidad y rentabilidad.’™ Aproximadamente el 79% de los fdrmacos antitumorales
aprobados por la Agencia Americana de Medicamentos (FDA) desde el afio 1946 al 2019 son
productos naturales, derivados o basados en estructuras de productos naturales, como la

vinblastina, el etopésido y el paclitaxel o taxol.[!

Los terpenoides, también conocidos como terpenos, constituyen el grupo mas grande de
compuestos naturales. Se biosintetizan a partir de bloques de cinco carbonos y se clasifican en
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20) y sesterpenos (C25). Los estudios
sobre la quimica de los terpenoides comenzaron en 1818, con el analisis del aceite de
trementina. El término "terpenos" se deriva de los productos obtenidos de la trementina. Los
terpenoides presentan diversos esqueletos de carbono, tanto lineales como ciclicos, y han
demostrado una amplia gama de actividades bioldgicas, incluyendo acciones contra el cancer, la
malaria, la inflamacion y diversas enfermedades infecciosas (virales y bacterianas). Debido a

estas propiedades, muchos terpenoides se han desarrollado como nuevos farmacos.



DESARROLLO Y SINTESIS SOSTENIBLE DE POTENCIALES FARMACOS ANTITUMORALES
UTILIZANDO BIOMASA COMO FUENTE RENOVABLE

En este Trabajo de Fin de Master, nos centraremos en algunos derivados del esqueleto de
abietano (Figura 1.1). La familia de los abietanos recibe su nombre porque el primer compuesto
de este tipo, el acido abiético (Figura 1.ll), se aislé de resinas de arboles del género Abies,

perteneciente a la familia Pinaceae, como muchas de las coniferas.!”’

Estas moléculas se caracterizan por tener un total de 20 atomos de carbono distribuidos en un
sistema triciclico fusionado. Esta estructura se compone de tres anillos etiquetados como A, By
C. Los atomos de carbono 12, 18 y 19 son importantes puntos de funcionalizacién en la sintesis
de derivados del esqueleto de abietano. El carbono 18 es especialmente relevante debido a su
uso frecuente en la modificacién quimica para mejorar las propiedades bioldgicas de los
derivados. Este esqueleto es la base para muchos compuestos bioactivos naturales o semi-
sintéticos que han demostrado numerosas actividades farmacoldgicas.®®! A pesar de las
importantes propiedades bioldgicas de los abietanos, hasta la fecha, sélo existe un fdrmaco con
esqueleto de abietano, Ecabet® (Figura 1.1ll), que se ha investigado para tratamientos médicos
del sindrome del ojo seco y también se comercializa en Japédn como agente oral para el
tratamiento de Ulceras gastricas y gastritis. Ecabet® actia aumentando la cantidad y calidad de
la mucina, una glicoproteina de la pelicula lagrimal, con el objetivo de lubricar y retardar la

pérdida de humedad por la evaporacion de las lagrimas.

-
-

COOH

19 18

|. Esqueleto de abietano II. Acido abiético [ll. Ecabet

Figura 1. Esqueleto de abietano, dcido abiético y Ecabet.

En aifos recientes, tanto el grupo del Dr Miguel A. Gonzalez-Cardenete como otros investigadores
han explorado diterpenoides abietanos como agentes antitumorales y anti-infecciosos con
resultados prometedores.">*?) Como continuacién de esta linea de investigacidn, se ha planteado
obtener unos derivados tipo abietano con objeto de profundizar en la sintesis, desarrollo y
propiedades bioldgicas de abietanos no estudiados hasta el momento. Es de nuestro interés
desarrollar sintesis sostenibles a partir de materiales renovables como por ejemplo resinas de

pino procedentes de biomasa vegetal.
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1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El planteamiento del problema en este estudio se origina en la falta significativa en la
investigacion relacionada con los 4cidos hidroxamicos (Figura 2) derivados de acidos resinicos
diterpénicos. A pesar de que se han identificado diversas aplicaciones farmacoldgicas para la
familia de acidos resinicos diterpénicos, incluyendo propiedades antivirales y antitumorales,
existe una marcada falta de estudios enfocados en la sintesis, caracterizacidon y potencial

bioldgico de los acidos hidroxamico derivados de estos compuestos.

O
Ao

Figura 2. Estructura general del dcido hidroxdmico.

Dada la capacidad de los acidos hidroxamicos para quelar iones metalicos bioldgicamente
importantes y modular su actividad, la falta de investigacidon en este campo representa una
oportunidad para aprovechar plenamente su potencial farmacolédgico. Por lo tanto, es
imperativo abordar esta brecha en el conocimiento y explorar el potencial terapéutico de los
acidos hidroxamicos derivados de acidos resinicos diterpénicos para avanzar en el campo de la

medicina y la farmacologia.

Ademas, se destaca la necesidad de utilizar fuentes renovables, como |la biomasa de resinas de
pinos u otras fuentes vegetales, para desarrollar un enfoque sostenible en la sintesis de

compuestos bioactivos.

1.3 JUSTIFICACION

Las enfermedades virales y el cancer representan importantes desafios de salud publica a nivel
mundial, afectando a millones de personas y causando una elevada tasa de mortalidad. La
busqueda de nuevos compuestos con actividad antiviral y antitumoral es crucial para desarrollar

tratamientos mas efectivos y con menos efectos secundarios.

Los acidos hidroxamicos derivados de acidos resinicos diterpénicos presentan una oportunidad
Unica en esta busqueda, debido a su capacidad para quelar iones metalicos bioldgicamente

importantes. Esta propiedad podria mejorar significativamente su eficacia farmacoldgica,
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potenciando su actividad antiviral y antitumoral. La sintesis de estos derivados tiene el potencial
de crear compuestos mads potentes y selectivos, ofreciendo nuevas terapias farmacoldgicas que

puedan superar las limitaciones de los tratamientos actuales.

Ademas, este trabajo promueve la quimica sostenible mediante el uso de biomasa renovable,
como las resinas de pinos, en la sintesis de estos compuestos. Esta practica no solo reduce la
dependencia de recursos no renovables, sino que también minimiza el impacto ambiental
asociado con la produccién quimica tradicional. Fomentar el uso de recursos sostenibles es

crucial para la proteccion del medio ambiente y el desarrollo de tecnologias verdes.

1.4  HIPOTESIS

Se espera que los derivados de acidos hidroxamicos sintetizados a partir de acidos resinicos
diterpénicos, presenten una mayor potencia farmacolégica en términos de actividad antitumoral
en comparacion con los acidos resinicos diterpénicos originales. Esta mejora en la eficacia podria
deberse a la capacidad de los acidos hidroxamicos para quelar iones metalicos biolégicamente

importantes y modular su actividad, lo que potencialmente aumenta su efectividad terapéutica.

1.5  RELACION ENTRE EL TFM CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE

Con la intencidon de contribuir con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de las Naciones Unidas

(Figura 3),1*%Y este Trabajo de Fin de Master se relaciona con varios ODS:

ODS 3 (Salud y Bienestar): El trabajo de fin de Master se enfoca en el desarrollo de moléculas
con propiedades antitumorales. La investigacidon y desarrollo de estos compuestos pueden
contribuir a reducir significativamente la mortalidad prematura por enfermedades no

transmisibles, como el cancer (meta 3.4).

ODS 9 (Industria, Innovacidn e Infraestructura): Este trabajo promueve la innovacién en quimica
farmacéutica mediante la sintesis de nuevas moléculas bioactivas con potencial terapéutico. Al
incrementar la investigacion cientifica y mejorar la capacidad tecnoldgica de los sectores

industriales (meta 9.5), el proyecto contribuye directamente al avance industrial y tecnolégico.

ODS 12 (Produccion y Consumo Responsables): El proyecto utiliza biomasa sostenible de resinas
de pinos y otras fuentes vegetales renovables para la sintesis de compuestos farmacéuticos,
apoyando la gestidn sostenible y el uso eficiente de los recursos naturales (meta 12.2). Ademas,
promueve la gestidon ecoldgicamente racional de productos quimicos a lo largo de su ciclo de

vida (meta 12.4), al enfocarse en la produccién de compuestos de manera sostenible.

10
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ODS 15 (Vida de Ecosistemas Terrestres): Al utilizar resinas de pinos y otras fuentes vegetales

renovables, el trabajo de fin de master fomenta la gestidn sostenible de los bosques (meta 15.2).

Esto contribuye a la conservacién y uso sostenible de los recursos forestales, promoviendo

practicas que protejan y restauren los ecosistemas terrestres.

1 FIN SALUD EDUCACIGN
DELA POBREZA ; YBIENESTAR DE CALIDAD

Feiit

TRABAJO DECENTE 1 REDUCCION DELAS
Y CRECIMIENTD DESIGUALDADES
ECONOMICO

1 PAZ, JUSTICIA

1 AGEION ‘I
PORELCLIMA SUBMARINA EINSTITUCIONES

IGUALDAD B AGUA LIMPIA
DE GENERD Y SANEAMIENTO

g1V

1'“&”

17 ALIANZAS PARA
LOGRAR

i OBIETIVES

DE DESARROLLO
@ SOSTENIBLE

Figura 3. Objetivos de desarrollo sostenible 2030. Rescatado de Programa de las Naciones Unidas para el Desarrollo

2024, 10
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CAPITULO 2: OBJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GENERAL

El objetivo general es desarrollar y sintetizar de manera sostenible potenciales farmacos
antitumorales a partir de acidos resinicos diterpénicos y sus derivados (Figura 4). Para ello, se
utilizara biomasa como fuente renovable, especificamente la colofonia, que proviene de la resina
del pino. Este enfoque promueve la quimica sostenible y la exploracidn de las aplicaciones

farmacoldgicas de estos compuestos.

Figura 4. Esquema del uso de colofonia de pino como biomasa para la sintesis de fdrmacos potenciales a partir de
dcidos resinicos diterpénicos.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Explorar la sintesis de acidos hidroxamicos a partir de acidos resinicos diterpénicos
2. Caracterizar los acidos hidroxamico diterpénicos

3. Evaluar la actividad bioldgica de los nuevos compuestos

13
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CAPITULO 3: MARCO TEORICO

3.1 BIOMASA COMO FUENTE RENOVABLE

La biomasa se ha consolidado como una fuente renovable fundamental en el desarrollo
sostenible y la mitigacién del cambio climdtico. A diferencia de los combustibles fésiles, la
biomasa proviene de materiales organicos que se regeneran en un ciclo corto de tiempo, como
plantas, residuos agricolas y forestales. Su utilizacién no solo contribuye a la reduccién de las
emisiones de gases de efecto invernadero, sino que también impulsa el desarrollo de productos

de origen bioldgico que pueden reemplazar a los derivados del petréleo.

Un ejemplo del aprovechamiento de la biomasa es la utilizacién de la resina de pino para la
extraccion de acidos resinicos diterpénicos. Las coniferas, particularmente los pinos, producen
grandes cantidades de resina como mecanismo de defensa natural contra patégenos y
herbivoros.*?Esta resina, una vez recolectada y procesada, se convierte en una valiosa fuente

de compuestos bioactivos con aplicaciones farmacoldgicas y quimicas diversas.

La resina se obtiene mediante el método de "tapping", que implica realizar incisiones en el
tronco de los arboles para inducir la produccidén de miera (resina bruta). Existen diferentes
técnicas de “tapping”, incluyendo el método americano, el método chino, el método francés de
Hugues y el método Mazek. Estas técnicas varian en la forma y frecuencia de las incisiones y el
uso de estimulantes quimicos para aumentar la produccién de miera. La elecciéon del método

adecuado depende de factores como la especie de pino, las condiciones climaticas y las practicas

de manejo forestal locales.[*?

Adhesivosy
pegamentos

15% Trementina Pinturasy barnices
Tintas de impresién
Esmaltes
Recubrimientos
Soldaduras
Fosforos

Ceras depiladoras
Goma de mascar
Industria del papel
Industria del caucho
Cosméticos
Potencialesfarmacos

Arbolde pino

70% Colofonia Aplicaciones

15% Residuos

Figura 5. Colofonia y sus aplicaciones. Imagen adaptada de Alvaro Picardo et al.113!
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Como se observa en el esquema de la Figura 5, la miera es un producto renovable que, tras su
purificacion y destilacidén, se convierte en trementina y colofonia (resina procesada). Estos
productos tienen numerosas aplicaciones industriales, desde la fabricacién de adhesivos y
pinturas hasta productos farmacéuticos y alimentarios. Ademas, la produccion de resina puede
complementar la produccion de madera en las plantaciones de pino, ofreciendo una fuente
adicional de ingresos para las comunidades rurales y promoviendo la gestidn sostenible de los

bosques.

El aprovechamiento de la biomasa de resina de pino no solo ejemplifica el valor de los recursos
renovables en la industria quimica, sino que también subraya la importancia de las practicas
sostenibles en la explotacion de recursos naturales. Al integrar la utilizacion de biomasa en la
produccion industrial, se promueve un modelo econdmico mds ecolégico y eficiente, alineado

con los objetivos de desarrollo sostenible y la transicidn hacia una economia circular.

Publicaciones sobre Extraccion de Resina y Produccion de Resina por Pais
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Figura 6. Nimero total de publicaciones relacionadas con la extraccion de resina vs a la produccion total de resing.13.14]
Grdfico adaptado de Lopez-Alvarez et al .12

El grafico (Figura 6) muestra que China lidera la produccién de resina, pero tiene un nimero
relativamente bajo de publicaciones cientificas. Brasil le sigue en produccién y una actividad
investigativa moderada. Indonesia, India y México tienen producciones y publicaciones bajas.
Portugal y Finlandia presentan una produccion baja, pero con un interés académico moderado.

Espafia destaca con un alto numero de publicaciones pese a su baja produccion, lo que sugiere
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un fuerte enfoque en investigacidon, innovacidn tecnoldgica y sostenibilidad. Dada la creciente
preocupacién por la sostenibilidad y el medio ambiente, la investigacidon en Espana esta centrada
en métodos de extraccion mads sostenibles y en la evaluacién del impacto ambiental de Ila
produccidn de resina. La sostenibilidad en la extraccién de resina es crucial, ya que practicas
sostenibles aseguran que los bosques de pinos se gestionen adecuadamente, permitiendo la
regeneracion y evitando la sobreexplotacion. Ademas, se pueden desarrollar técnicas para
minimizar el impacto ambiental y promover el uso de la resina como una alternativa ecolégica a
materiales sintéticos derivados del petréleo, contribuyendo asi a la economia circular y a la

reduccién de la huella de carbono.

Una vez se obtiene la colofonia a partir de la destilacién de la resina de pino, los terpenos
volatiles se separan durante este proceso, dejando atras una fraccién sdlida rica en acidos
diterpénicos. Estos acidos pueden ser aislados y purificados para su uso en diversas aplicaciones.
Los principales diterpenos de interés extraidos de la colofonia incluyen el cido abiético, el acido

dehidroabiético y el dcido neoabiético, entre otros.

Tabla 1. Composicién promedio de diterpenos en diferentes especies de pino (en %). Fuentes 15717,

P. elliottii
Componente var. P. massoniana P.yunnanensis P. merkusii P. pinaster
elliottii

Acido Isopimarico 3.97 1.40 1.40 0.93 9.52
Acido Abiético 10.91 10.9 5.50 1.10 13.23
Acido Deshidroabiético 3.38 1.7 2.60 1.00 3.07
Acido Neoabiético 11.14 8.2 1.22 1.22 17.84
Acido Pimérico 0.23 0.70 0.70 6.86 6.86
Acido Sandaracopimarico 0.26 1.30 1.40 0.85 1.64
F4 . a . +
Acido Palustrico 18.66  27.50 31.00 095 4041
Levopimarico
Acido 15-
Hidroxideshidroabiético 0.37 0.37 0.60 ) 0.62
Acido 7,13,15-Abietatriencico  0.34 0.34 1.70 - -
Deshidroabietanal 0.31 0.31 2.60 - -
Acido 7-
Hidroxideshidroabiético 0.40 0.40 0.10 ) i
Acido 6,8,11,13-

) ) I ’ - .2 ‘2 . - -
Abietatetraenoico 0.28 0.28 0.30
Acido 8,14-Dihidropimarico 0.29 0.29 0.60 - -

La Tabla 1 muestra que Pinus pinaster es la especie con mayor contenido de acido abiético
(13.23%) y un buen nivel de acido deshidroabiético (3.07%), destacandose como la mejor opcidn

para la extraccidon de estos compuestos. P. elliottii var. elliottii y P. massoniana también tienen
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altos niveles de acido abiético (10.91% y 10.9% respectivamente) y moderados de acido
deshidroabiético (3.38% y 1.7%). En contraste, P. yunnanensis y P. merkusii presentan menores
concentraciones de estos diterpenos, siendo menos adecuadas para su extraccién. Estas
diferencias en la composicién quimica son cruciales para la seleccién de especies de pino en

aplicaciones industriales y farmacéuticas.

La variabilidad en la composicion de acidos diterpénicos entre diferentes especies de pino
subraya la importancia de seleccionar la especie adecuada para la extraccién de resina. P.
pinaster, con su alto contenido de acido abiético y 4cido dehidroabiético, se presenta como una
de las mejores opciones para la produccion de estos compuestos valiosos, con P. elliottii var.
elliottii y P. massoniana como buenas alternativas. Estas selecciones pueden optimizar la

eficiencia y el rendimiento en la obtencidn de diterpenos de interés industrial y farmacéutico.

3.2 QUIMICA DE LOS ACIDOS RESINICOS DITERPENICOS Y SU ACTIVIDAD BIOLOGICA

3.2.1 Acido abiético y sus derivados

El acido abiético (AA) (Figura 7) es un diterpenoide abietano ampliamente estudiado por su
variedad de actividades bioldgicas. Este compuesto, que se encuentra de forma natural en las
resinas de coniferas, ha demostrado tener propiedades antialérgicas,*® antiinflamatorias!*® y

anti convulsionantes.?®

Figura 7. Molécula del dcido abiético en 2D y 3D.
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Figura 8. Derivados del dcido abiético funcionalizados en el C-18.

Ademas, en un estudio realizado por Gonzalez et al., *!! se evaluaron varios derivados del acido
abiético funcionalizados en el carbono C-18 (Figura 8), mostrando actividad citotdxica contra
diversas lineas celulares: Vero y Hela, utilizando el ensayo MTT. Las células Vero son una linea
celular derivada del rifidn de un mono verde africano Cercopithecus aethiops. Estas células se
utilizan como modelo de células sanas. Al evaluar la toxicidad de un compuesto en estas células,
los investigadores pueden determinar si el compuesto es selectivo para las células tumorales o
si también afecta a las células normales. Para ello, se calcula el indice de selectividad (SI), que
permite comparar la toxicidad del compuesto entre células sanas y cancerigenas. Esto es crucial
para el desarrollo de farmacos, ya que se busca minimizar el dafio a las células sanas mientras se
maximiza el efecto terapéutico en las células tumorales. Las células Hela son una linea celular

tumoral derivada de una paciente humana con cancer cervical.

Tabla 2. Citotoxicidad (ICsp) y selectividad de derivados de dcido abiético en diferentes lineas celulares. Los valores se
expresan en ug/mL.

Compuesto Vero Hela Sl Hela?®
Acido abiético (Figura 8a) 52.5 14.9 3.5
Abietato de metilo (Figura 8b) 494 3.6 13.7
Abietanol (Figura 8c) 12.7 5.2 2.4
Abietanal (Figura 8d) 315 5.6 5.6

a2 S| Hela se define como ICso en células Vero dividido por ICsg en células Hela.

De los cuatro compuestos analizados de la Tabla 2, el abietato de metilo destaca por su alta
citotoxicidad en células Hela y su excepcional indice de selectividad de 13.7, haciéndolo el mas
prometedor para el desarrollo de tratamientos contra células tumorales Hela. El acido abiético

muestra una buena selectividad hacia células tumorales, aunque menos pronunciada que el
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compuesto abietato de metilo. Los compuestos abietanol y abietanal también tienen potencial,

pero presentan menor selectividad.

3.2.2 Acido deshidroabiético y sus derivados

El acido deshidroabiético (DHA) (Figura 9) es un diterpenoide triciclico que se encuentra
naturalmente en la colofonia y posee una amplia variedad de actividades bioldgicas.”?? Sin
embargo, el contenido de acido deshidroabiético en la colofonia es bajo, lo que dificulta su
extraccion directa. Para obtener acido deshidroabiético almacenable, se puede purificar
mediante la dismutacion del acido abiético o la colofonia. En el ambito industrial, la colofonia
dismutada se produce a través de la reaccién de dismutacién de la colofonia como materia prima
y, a continuacidn, el acido deshidroabiético puede obtenerse mediante sal de amina organica y
métodos de recristalizacion de disolventes. Por ello, la investigacion en purificacion se ha
centrado principalmente en la preparacién de colofonia dismutada, utilizando como catalizador
mas efectivo el costoso Pd/C, lo que resalta la importancia de encontrar condiciones de
purificacion eficientes y econdmicas.?®! Ademas, el acido deshidroabiético también puede ser

aislado de dos cepas de cianobacterias.?¥

Figura 9. Molécula del dcido deshidroabiético en 2D y 3D.

El acido deshidroabiético tiene una estructura que incluye un grupo carboxilo, un anillo
aromatico y dos anillos fusionados con disposicidn trans, sumando un total de veinte dtomos de
carbono. Este compuesto y sus derivados han demostrado una amplia gama de actividades
bioldgicas, tales como antivirales,?! antitumorales,?® cicatrizantes,’?”” antiulcerosas,?®
gastroprotectoras,?® ansioliticas,’*” herbicidas® y antibacterianas.!*? Algunas investigaciones
han mostrado que el acido deshidroabiético tiene efectos insecticidas, por ejemplo, Xin et al. 13

encontraron que este compuesto es efectivo contra la polilla Peridroma saucia, reduciendo su
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alimentacién y crecimiento. Ademas, actla como antagonista de la hormona juvenil en insectos,
afectando su regulacién endocrina,® y también tiene efectos atrayentes sobre la plaga

Spodoptera litura.!

Recientemente, se han desarrollado nanomedicinas multifuncionales utilizando complejos de
acido deshidroabiético que son eficaces para el tratamiento de tumores.® Otros estudios han
creado puntos de carbono a partir de acido deshidroabiético, que pueden detectar iones de
metales pesados y usarse en la obtencién de imagenes celulares con baja toxicidad.®” Sin
embargo, a pesar de sus numerosos beneficios bioldgicos, este compuesto también puede ser
toxico, por ejemplo, para los peces.®®3% Por lo tanto, hay un interés en modificar el acido
deshidroabiético para reducir su toxicidad mientras se mantienen o mejoran sus propiedades

bioldgicas.

Figura 10. Derivados del dcido deshidroabiético funcionalizados en el C-18.

En un estudio realizado por Gonzalez et al.,’?? se evalué la bioactividad de varios derivados del
acido deshidroabiético (DHA) funcionalizados en el C-18 (Figura 10). Este analisis se llevd a cabo
en diferentes lineas celulares: Vero, Hela y Jurkat, utilizando el ensayo MTT. Las lineas celulares
Vero y Hela se han explicado en el apartado anterior. Las células Jurkat, por otro lado, son una

linea celular tumoral derivada de un paciente humano con leucemia de células T.

Tabla 3. Citotoxicidad (ICsp)y selectividad de derivados de dcido deshidroabiético en diferentes lineas celulares. Los
valores se expresan en pug/mL.

SI SI
Compuesto Vero  Hela Jurkat Hela® Jurkat®

Acido deshidroabiético (Figura 10a) 91.0 1010 280 0.9 32
Deshidroabietato de metilo (Figura 10b) 36.0 280 210 13 1.7
Deshidroabietinol (Figura 10c) 38.0 13.0 9.7 2.9 3.9
Deshidroabietinol acetato (Figura 10d) 95.0 280 220 34 43
Deshidroabietinol benzoato (Figura 10e) >200 =200 57.0 - 35
Deshidroabietinal (Figura 10f) 320 24.0 17.0 13 1.9

a3 Sl Hela se define como ICso en células VERO dividido por ICso en células Hela.
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b S| Jurkat se define como ICso en células VERO dividido por ICso en células Jurkat.

Estos resultados indican que las modificaciones en la estructura del 4cido deshidroabiético (DHA)
pueden influir significativamente en su actividad biolégica, con algunos derivados mostrando
potencial como agentes anticancerigenos. En particular, el deshidroabietinol y el
deshidroabietinol acetato destacan por su alta citotoxicidad y selectividad en las lineas celulares
cancerigenas Hela y Jurkat, lo que sugiere un mayor potencial como agentes terapéuticos
especificos para ciertos tipos de cancer (Tabla 3). El acido deshidroabiético presenta baja
citotoxicidad en Hela, moderada en Jurkat y alta selectividad hacia Jurkat, mientras que el
deshidroabietato de metilo muestra citotoxicidad moderada en ambas lineas celulares, pero con
baja selectividad. El deshidroabietinol benzoato muestra muy baja citotoxicidad en Hela,
moderada en Jurkat y alta selectividad, y el deshidroabietinal indica citotoxicidad moderada en
ambas lineas celulares con baja selectividad. Estos hallazgos sugieren que los derivados
deshidroabietanicos, especialmente el deshidroabietinol y el deshidroabietinol acetato, podrian
ser candidatos prometedores para el desarrollo de terapias anticancerigenas debido a su

efectividad y especificidad hacia células cancerigenas.

3.2.3  Acido callitrisico y sus derivados

El acido callitrisico (AC) (Figura 11) es un acido diterpenoide contenido en las resinas de varias
especies de Callitris, un pequefio género de la familia Cupressaceae, que se encuentra
principalmente en Australia, aunque también esta presente en el norte de Africa."”! A finales de
los afios sesenta, Gough lo presentd simultdneamente como un nuevo producto natural de las
resinas de las especies de Callitris (resina sandaraca australiana),*!! y Carman y Deeth lo
presentaron como un nuevo producto natural del pino ciprés blanco australiano Callitris
Columellaris F. Muell.“?) Este acido también se encuentra en plantas de los géneros Juniperus,
Calceolaria e Illicium.1*®! Sus propiedades bioldgicas no se han estudiado en profundidad,
especialmente las de sus derivados, debido a la limitada disponibilidad del acido parental. La
resina Sanddraca contiene el AC asi como otros acidos diterpénicos y es utilizada como medicina
tradicional con propiedades antibacterianas, expectorantes y antihemorroides aunque su uso

mas extendido es en la preparacién de barnices y lacas muy apreciados en arte.
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Figura 12. Derivados del dcido callitrisico funcionalizados en el C-19.

En una investigacion llevada a cabo por Gonzalez et al.,!*3! se examind la bioactividad de diversos

derivados del acido callitrisico con modificaciones en el C-19 (Figura 12). Con los compuestos, se

evalud su actividad antiproliferativa contra seis lineas celulares representativas de tumores

solidos humanos: A549 (pulmdn), HBL-100 (mama), Hela (cérvix), SW1573 (pulmén), T-47D

(mama) y WiDr (colon), utilizando el ensayo de sulforodamina B (SRB). Para la comparacién, se

utilizaron los farmacos anticancerigenos estandar etopdsido y cisplatino.

Tabla 4. Actividad antiproliferativa (Glsg) de los derivados del dcido callitrisico y deshidroabiético frente a células

tumorales humanas. Los valores se expresan en uM.

A549 HBL-100 Hela SwW1573 T-47D WiDr
Compuesto . L .
(pulmén) (mama) (cérvix) (pulmon) (mama) (colon)

Acido deshidroabiético 25.0 39.0 25.0 47.0 40.0 26.0
(Figura 10a)
Deshidroabietato de metilo 15.0 19.0 15.0 22.0 16.0 10.0
(Figura 10b)
Acido callitrisico 16.0 36.0 15.0 32.0 33.0 31.0
(Figura 12a)
Callitrisato de metilo 10.0 14.0 16.0 17.0 8.8 6.4
(Figura 12b)
Callitrisinol 11.0 17.0 13.0 18.0 10.0 3.4
(Figura 12c)
Etoposide 1.5 1.4 3.3 15.0 22.0 23.0
Cisplatin 4.9 1.9 1.8 27 17.0 23.0
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En los resultados de la Tabla 4, todos los compuestos mostraron actividad (Glso<100 uM). Los
compuestos callitrisitato de metilo (Figura 12b) y callitrisinol (Figura 12c) fueron los mas
potentes, destacandose el callitrisinol frente a las células WiDr y el compuesto callitrisato de
metilo frente a las células T-47D, siendo 6.7 y 2.5 veces mds potentes que el etoposide,
respectivamente. En general, el orden de actividad en la serie callitrisica con diferentes grupos
funcionales en C19 fue alcohol > éster > acido. En el estudio anterior sobre la actividad bioldgica
de los derivados del acido dehidroabiético (Figura 10 a-f) (lineas celulares Hela y Jurkat) también
concordaba con este orden de actividad.??! Aunque los valores Glso obtenidos con el ensayo SRB
y los valores ICso obtenidos con el ensayo MTT no son completamente comparables, es relevante
mencionar que los derivados del acido deshidroabiético (C18-funcionalizados) en el estudio
previo dieron valores ICso en el rango de 45-337 uM para células Hela, implicando que eran
menos activos. Para confirmar esta tendencia de actividad, se obtuvieron los valores de Glso para
el acido deshidroabiético y su éster metilico en células A549, HBL-100, Hela, SW1573, T-47D y
WiDr, y se compararon con los valores de la serie del cido callitrisico semisintético (Figura 12 a-
c). Asi, se puede concluir que la serie callitrisica funcionalizada en C19 fue mas potente que la

correspondiente serie funcionalizada en C18.

3.3 PROPIEDADES FARMACOLOGICAS DE LOS ACIDOS HIDROXAMICOS

Los acidos hidroxamicos son fuertes quelantes bidentados de iones metdlicos que quelan
fuertemente con Fe(lll); sideréforos,* Zn(Il); metaloaloproteasas de matriz (MMP), anhidrasa
carbénica y enzima convertidora del factor de necrosis tumoral alfa (TACE), Ni(ll); ureasa y
Cu(l1).>%] Los &cidos hidroxamicos, tienen valores de pKa del orden de 9, se ionizan
aproximadamente al 1% en condiciones fisioldgicas y la sustitucidon en el O cambia el pKa sélo
ligeramente.*”! En condiciones fisioldgicas, los dcidos hidroxamicos se hidrolizan facilmente en
acidos carboxilicos e hidroxilamina (un mutageno), lo que constituye la principal limitacion para

las aplicaciones terapéuticas de estas moléculas.®!

Algunas de estas moléculas se conocen como agentes tripanocidas,*” estimulantes del
crecimiento de larvas de abejas reina,®™ agentes reguladores del receptor de lipoproteinas de
alta densidad (HDL) CLA-1,5Y antioxidantes in vitro, antirradicales e inhibidores de SSAO,5%>!
potenciadores de la memoria y estabilizadores del estado de dnimo®* y antagonistas selectivos
del 4cido y-aminobutirico (C) (GABAC).! Estas moléculas son farmacos potenciales para tratar

la enfermedad de Alzheimer,® la malaria®” y muchas otras enfermedades.%>!
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Figura 13. Farmacos aprobados a base de dcidos hidroxamicos.

Aunque se sabe que los derivados del acido hidroxamico presentan una amplia gama de
actividades bioldgicas, estas moléculas son mas conocidas por sus propiedades
anticancerigenas. Se han aprobado cuatro derivados del acido hidroxamico (Figura 13) para
tratar distintos tipos de cancer. El acido hidroxamico suberoilanilida (SAHA) o Zolinza (marca
estadounidense) (Figura 13a), con actividad antineoplasica, fue aprobado para tratar el linfoma
cutaneo de células T (LCCT). EI SAHA es un compuesto que se une a unas enzimas llamadas
histona deacetilasas (HDAC). Cuando se une, bloquea la accion de estas enzimas al quitarles un
idn de Zn(ll) que necesitan para funcionar. Al bloquearlas, impide que desacetilen a las histonas
y a otros factores, lo que lleva a acumular mas histonas y factores de transcripcién en su forma
activa. Cuando hay mas histonas activas, se activan ciertas proteinas como la CDK p21, que
detienen el ciclo celular en una etapa llamada G1, lo que evita que las células se dividan
demasiado rapido. Ademas, el SAHA también afecta a otras proteinas importantes en las células,
como la p53 (que ayuda a prevenir el cancer), la a tubulina y la HSP-90, lo que contribuye a
detener la proliferacion celular. Lo interesante es que el SAHA puede atravesar la barrera
hematoencefdlica, lo que significa que puede llegar al cerebro, lo que lo hace util para tratar
ciertos tipos de canceres cerebrales. Actualmente, se estd probando el SAHA en combinacidn
con otros medicamentos contra el cancer en diferentes etapas de ensayos clinicos para tratar

varios tipos de cancer. [6061]

La Agencia Americana de Medicamentos (FDA) concedid el 3 de julio de 2014 la aprobacion
acelerada a Belinostat (BELEODAQ™, Spectrum Pharmaceuticals, Inc.), un acido cindmico
hidroxamico derivado de sulfonamida (Figura 13b), para el tratamiento de pacientes con linfoma
periférico de células T (PTCL) en recaida o resistente al tratamiento. El belinostat inhibe la
proliferacion de células tumorales, induce la apoptosis, estimula la diferenciacion celular e inhibe

la angiogénesis al atacar las enzimas HDAC.!%? Otro 4cido hidroxamico derivado del acido
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cindmico, el panobinostat (Figura 13c), ha sido aprobado para el tratamiento del mieloma
multiple. Se ha aprobado el uso de panobinostat (Figura 13c) con bortezomib y dexametasona
como terapia combinada.l®® Resminostat (Figura 13d) se encuentra en ensayos clinicos para

tratar el carcinoma hepatocelular avanzado en pacientes de Asia oriental.[®¥

0O
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Figura 14. Farmacos en ensayos clinicos derivados del dcido hidroxdmico (a-e) y un potente inhibidor de HDAC6 (f).

Varios derivados del acido hidroxdmico se encuentran en distintas fases de ensayo clinico para
tratar una amplia gama de canceres. Por ejemlo, pracinostat (Figura 14a) es un acido hidroxamico
derivado de un acido cindmico con una potente actividad inhibidora de las HDAC. Esta pequefia
molécula se encuentra en ensayos clinicos de fase Il y Il para tratar los sindromes
mielodisplasicos (SMD) y la leucemia mieloide aguda (LMA), respectivamente.!® E| givinostat
(Figura 14b), un derivado del acido hidroxamico derivado de un naftaleno, es un potente
inhibidor de las HDAC que se encuentra en ensayos clinicos para tratar diferentes tipos de cancer,
como el linfoma de Hodgkin, la leucemia linfocitica crénica (LLC) y el mieloma multiple.!®®! Este
nuevo farmaco también se encuentra en ensayos clinicos de fase Ill para tratar a pacientes
ambulantes con distrofia muscular de Duchenne (DMD).!*”! Abexinostat (Figura 14c), un acido
hidroxamico derivado de un benzofurano, esta en ensayos clinicos de fase Il para tratar el linfoma
de Hodgkin.[®® EI CHR-3996 (Figura 14d) es un inhibidor de HDAC de segunda generacién, que
se encuentra en ensayos clinicos de fase 1 para tratar a pacientes con tumores sélidos avanzados
o refractarios al tratamiento.®® CUDC-101 (Figura 14e) es un inhibidor multidiana de las HDAC,

el factor EGFR y el receptor HER2, que se encuentra en ensayos clinicos para tratar el carcinoma
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de células escamosas de cabeza y cuello.’®72 La tubastatina A (Figura 14f) es un potente
inhibidor de HDAC6 que se encuentra en diferentes fases de desarrollo farmacoldgico.”" Asi
pues, un gran numero de derivados del acido hidroxamico se han utilizado como potentes
agentes antineoplasicos para tratar una amplia gama de cdnceres. Por ello, la sintesis de
moléculas con un farmacoéforo de acido hidroxdmico es de gran interés para los quimicos

organicos y medicinales.

3.4  METODOS DE SINTESIS DE ACIDOS HIDROXAMICOS A PARTIR DE ACIDOS CARBOXILICOS.

Para la sintesis de acidos hidroxamicos (Figura 15), la estrategia consiste en utilizar agentes
activantes para facilitar la entrada de la hidroxilamina, que actda como nucledfilo. Estos agentes
activantes convierten el acido carboxilico en un intermedio mas reactivo, como un cloruro de
acido, anhidrido o éster activado. Estos agentes activantes reemplazan el grupo hidroxilo (—OH)
por un mejor grupo saliente o forma un intermedio reactivo mejorando significativamente la
reactividad del carbono del grupo carboxilo. La hidroxilamina, al actuar como nucledfilo, puede
entonces atacar este intermedio reactivo de manera mds eficiente, formando el acido
hidroxamico deseado. Este enfoque es esencial para superar las limitaciones de reactividad

inherentes de los acidos carboxilicos y obtener productos de alta pureza y rendimiento.

Agente
) Activante j\ :NH,-OH j\
_ >
R OH R GA Base R H_OH

GA: Grupo activante

Figura 15. Estrategia para la formacion de dcidos hidroxdmicos.

Los agentes activantes, como el cloruro de tionilo (SOCI;) o el cloruro de oxalilo (CICOCOCI),
forman cloruros de 4cido al reemplazar el grupo —OH por un grupo —CL.7374 E| cloroformiato de
etilo (CICOOEt) forma un anhidrido mixto, que son mas reactivos hacia nucledfilos.”> El
anhidrido propilfosfénico (PPAA) , el acido dietil cianofosfonico (DEPC) y el dietilclorofosfato

(DCP) activan el grupo carboxilo al formar un anhidrido fosfato.l’6~78!
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4.1

4.1.1

4.1.2

CAPITULO 4: METODOLOGIA EXPERIMENTAL

INSTRUMENTACION

Reactivos y disolventes

Acido abiético (AA) 70%. TCI Europe

Acido deshidroabiético (DHA). Muestra de estudios anteriores.

Acido callitrisico. Obtenido por hidrolisis de callitrisato de metilo aislado de resina
sanddraca segun el procedimiento publicado por Gonzalez y Zaragoza.l’®

Acido dietil cianofosfénico (DEPC) 95%. ABCR

Anhidrido propilfosfénico (PPAA). Merck Life Science S.L.U.

Cloruro de tionilo (SOCI,) 99%. Merck Life Science S.L.U.

Dietilclorofosfato (DCP) 97%. Merck Life Science S.L.U.

Trietilamina (EtsN) 99%. Merck Life Science S.L.U.

Piridina 99.9%. Merck Life Science S.L.U.

Hidroxido de sodio (NaOH) 97% en polvo. Merck Life Science S.L.U.

Clorhidrato de hidroxilamina (NH,OH HCI). Merck Life Science S.L.U.

Dimetilformamida (DMF), 99.8% sobre tamiz molecular. ACROS Oganics

Acetonitrilo, THF y DCM fueron obtenidos por un sistema de purificacion de disolventes
SPS MBraun™,

Acetato de etilo, hexano y etanol 96%. SCHARLAU.
Materiales

Placas TLC silica gel 60 F254. Merck Life Science S.L.U

Silica para cromatografia flash 60 (0.040-0.063 mm). Merck Life Science S.L.U

Equipos

Espectrometro de resonancia magnética nuclear Bruker Ascend 400 (9.4 T)
Punto de fusién automatico Cole-Parmer MP-800D

Espectrometro de masas sistema AB Sciex QTOF 6600+

Cabina para andlisis de fluorescencia SPECTRONICS Modelo CM-24 a 254 nm.
Bomba de vacio RZ 2.5 VACUUBRAND
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e Sistema de purificacion de disolventes SPS MBraun™

e Polarimetro P2000 JASCO
4.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.2.1 Sintesis de acidos hidroxamicos utilizando el anhidrido propilfosfénico (PPAA) como

agente activante

PPAA, EtsN
NH,OH-HCI
CH,CN
rt
rpm 300

Figura 16. Sintesis del dcido deshidroabietohidroxamico utilizando PPAA como agente activante.

Sobre una disolucion de PPAA (50% AcOEt) (763.0 mg, 1.2 mmol, 1.2 eq.) en 5 mL de acetonitrilo
anhidro se afade trietilamina (558 uL, 4.0 mmol, 4.0 eq.) y acido deshidroabiético (DHA) (300
mg, 1 mmol) y la mezcla se agita por 25 minutos a temperatura ambiente en atmosfera de N,
(Figura 16). A continuacidn, se afiade clorhidrato de hidroxilamina (137.5 mg, 2.0 mmol, 2.0 eq.)
cambiando el color de negro a naranja. La mezcla se agita por 20 horas a temperatura ambiente
en atmoésfera de nitrédgeno. Posteriormente se trata con AcOEt y se lava con salmuera. A
continuacion, a la fase orgdnica se le realiza una TLC (thin-layer chromatography, cromatografia
de capa fina) y se revela con tricloruro de hierro dando un color rojo caracteristico del complejo
de hierro con el grupo hidroxamico. Luego se seca (MgSQ.) y se evapora el disolvente,

obteniéndose 368.0 mg de una espuma palida.

El crudo se purifica por cromatografia de columna (Hex/AcOEt 1:1) y se aislan 63.0 mg de acido
deshidroabietohidroxdmico 1 (0.2 mmol, 24.4% basado en material de partida recuperado,

bmpr) y 55.0 mg de DHA ( 0.18 mmol) recuperado.

Andlogamente, se llevd a cabo el mismo procedimiento utilizando el acido abiético (AA)
comercial (70% pureza) como molécula de partida. Sin embargo, al monitorear la reaccion
mediante cromatografia en capa fina (TLC) y revelarla con tricloruro de hierro, no se observé el

complejo rojo caracteristico del grupo hidroxamico.
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4.2.2 Utilizando el 4cido dietil cianofosfonico (DEPC) como agente activante

DEPC, Et;N NH,OH-HCI
NH,OH-HCI Et;N
—_—
THF DMF
o1 rt rt
- rpm 300 rpm 250
fOH
o]
DHA 1i 1

Figura 17. Sintesis del dcido deshidroabietohidroxdmico utilizando DEPC como agente activante.

Sobre una disolucidn de acido deshidroabiético (DHA) (250.0 mg, 0.83 mmol) en 3.0 mL de THF
anhidro se afiadid clorhidrato de hidroxilamina (84.0 mg, 1.2 mmol, 1.45 eq.), DEPC (240.0 pL,
1.5 mmol, 1.8 eq.) vy trietilamina (335.0 uL, 2.4 mmol, 2.9 eq.). La mezcla resultante se agita a
temperatura ambiente en una atmosfera de argdn durante 1 hora y 30 minutos (Figura 17). Ala
mezcla de reaccidn se le realiza una TLC y al revelarlo con tricloruro de hierro no se observa el
color rojo caracteristico. A la mezcla de reaccién se le evapora el disolvente en el rotavapor y se
procede a la purificacién por cromatografia de columna (Hex/AcOEt 6:4). Se aislan 120.0 mg

(0.27 mmol) del intermediario 1i.

A partir de este intermedio, se decide afadir trietilamina (197.0 uL, 1.4 mmol, 5.0 eq.) y
clorhidrato de hidroxilamina (49.0 mg, 0.70 mmol, 2.5 eq.) sobre una disolucién de 120.0 mg
(0.27 mmol) del intermediario 1i en 2.0 mL de DMF anhidra. La mezcla resultante se agita a
temperatura ambiente en una atmosfera de nitrogeno por 20 horas. Entonces, la reaccion se
“gquenchea” afladiendo agua, y la mezcla se extrae 3 veces con AcOEt. El extracto se lava con HCI
1.0 N, agua y NaHCOs sat, se seca (MgS0.) y se evapora el disolvente, obteniéndose 92.0 mg de
un semisodlido palido. El crudo se purifica por cromatografia de columna (Hex/AcOEt 1:1) y se

aislan 29.0 mg de del acido deshidroabietohidroxamico 1 (0.09 mmol).

Este experimento nos permiti6 comprender que es necesario prolongar el tiempo de reaccién
con DEPC, ya que al monitorear la reaccion mediante TLC se observé que no se formo el producto
1, sino el intermediario 1i. Ademas, se verificd que el segundo paso procede de manera eficiente

utilizando DMF como disolvente.

A continuacioén, se realiza el mismo procedimiento con el 4cido abiético (AA), asegurandose de
extender el tiempo de reaccidn segln sea necesario. Ademas, se llevd a cabo la reaccién a una

temperatura de 40 °C. Esta temperatura fue seleccionada para favorecer la cinética de la
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reaccion, proporcionando suficiente energia térmica para superar la barrera de activacién vy, asi,

aumentar la velocidad de reaccién y mejorar el rendimiento del proceso.

DEPC, Et;N
NH,OH-HCI
THF

. 40°C

’;/ OH rom 300

—
o

AA 2

Figura 18. Sintesis del dcido abietohidroxdmico utilizando DEPC como agente activante.

Sobre una disolucién de acido abiético cristalizado (AA) (85%, 666.6 mg, 2.0 mmol, 10% DHA),
clorhidrato de hidroxilamina (519.0 mg, 7.4 mmol, 3.7 eq.) y DEPC (333.0 uL, 2.2 mmol, 1.1 eq.)
en 12.0 mL de THF anhidro se afiade trietilamina (1.81 mL, 13.0 mmol, 6.5 eq.). La mezcla
resultante se agita a 40 °C en atmosfera de N, durante 22 horas (Figura 18). Al dia siguiente, a la
mezcla de reaccidn se le realiza una TLC observandose el color rojo caracteristico al revelarlo con
tricloruro de hierro. Se prepara una pastilla en silica y se procede a la purificacion mediante
cromatografia en columna (Hex/AcOEt 1:1). Se aislan 100.3 mg de un sélido blanco que contiene
un 87% de 4cido abietohidroxamico 2 (0.27 mmol) y un 13% del 4cido
deshidroabietohidroxdmico 1, ademas de 92.2 mg (0.30 mmol) de &acido abiético (AA)

recuperado.

Luego, se realiza el mismo procedimiento con el acido callitrisico (AC) asegurandose de extender

el tiempo lo necesario y a 40°C.

DEPC, Et3N NH,OH-HCI

NH,OH-HCI Et;N

—_— _—
THF DMF
40 °C 40 °C

rpm 300 o rpm 350 O

0
O=R HO
AC (OEt), g 3

Figura 19. Sintesis del dcido callitrisohidroxdmico utilizando DEPC como agente activante.

Sobre una disoluciéon de acido callitrisico (AC) (169.4 mg, 0.56 mmol) en 5.0 mL de THF anhidro
se afiadid clorhidrato de hidroxilamina (147.0 mg, 2.10 mmol, 3.7 eq.), DEPC (100.0 pL, 0.62

mmol, 1.1 eq.) y trietilamina (517.0 uL, 3.67 mmol, 6.5 eq.). La mezcla resultante se agité a 40°C
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en una atmosfera de nitrégeno durante 19 horas (Figura 19). Al dia siguiente, a la mezcla de
reaccion se le realiza una TLC y al revelarlo con tricloruro de hierro no se observa el color rojo
caracteristico. De la mezcla de reaccidn se evapora el disolvente, se prepara una pastilla en silica
y se procede a la purificacion mediante cromatografia en columna (Hex/AcOEt 7:3). Se aislan
120.0 mg (0.27 mmol) del intermedio 3i y 22.6 mg (0.075 mmol) de AC recuperado. Ambos

tienen un aspecto de aceite incoloro.

A partir de este intermedio, se decide afadir trietilamina (272.0 uL, 1.93 mmol, 7.0 eq.) y
clorhidrato de hidroxilamina (67.59 mg, 0.96 mmol, 3.5 eq.) sobre una disolucién de intermedio
3i (120.0 mg, 0.27 mmol) en 2.0 mL de DMF anhidra y la mezcla se agita a 40°C en una atmosfera
de nitrégeno durante 21 horas. Luego la reaccion se para afadiendo agua, y la mezcla se extrae
3 veces con AcOEt. El extracto se lava con HCl 1N, agua y NaHCOs sat, se seca (MgS0,) y se

evapora el disolvente, obteniéndose 95.0 mg de un aceite naranja.

El crudo se purifica por cromatografia de columna (Hex/AcOEt 6:4) y se aislan 14,5 mg de del

acido callitrisohidroxamico 3 (0.046 mmol).

4.2.3 Sintesis de acidos hidroxamicos utilizando cloruro de tionilo (SOCl;) como agente

activante.

1) SOCl,, Piridina
DCM
0°C

2) NH,OH-HCI, Et3N
DCM
0-25°C
rom 250

1 Anh-DHA

Figura 20. Sintesis del dcido deshidroabietohidroxdmico utilizando SOCI, como agente activante.

A una disolucion de acido deshidroabiético (DHA) (300.0 mg, 1.0 mmol) y piridina (97.0 uL, 1.2
mmol, 1.2 eq.) en 3.2 mL de diclorometano seco (DCM), se enfrid a 0°C bajo agitacidon constante.
Posteriormente, se afiadid gota a gota el cloruro de tionilo (SOCIy) (77.0 uL, 1.1 mmol, 1.1 eq.),
seguido de la adicién de 3.2 mL adicionales de DCM. La mezcla de reaccidn se dejé a temperatura
ambiente y se agité durante 4 horas (Figura 20). El disolvente se evapord, y el semisdlido
resultante se suspendié en 3.0 mL de DCM anhidro, seguido de la eliminacién del disolvente.

Este proceso de suspensién en DCM anhidro y eliminacién del DCM se repitié 4 veces. El crudo
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resultante se disolvio en 5.0 mL de DCM anhidro, y se anadié clorhidrato de hidroxilamina
(140.38 mg, 2.0 mmol, 2.0 eq.) en una sola porcion. La mezcla amarilla resultante se enfrio a 0
°Cy se afiadié trietilamina (0.56 mL, 4.0 mmol, 4.0 eq.) gota a gota, observandose un cambio de
color a naranja. La mezcla se dejé agitar durante 18 horas. A la mezcla de reaccidn se le realiza
una TLC observandose el color rojo caracteristico al revelarlo con tricloruro de hierro. Se evapora
el disolvente, y se procede a la purificacion mediante cromatografia en columna (Hex/AcOEt 1:1).
Se aislan 56.0 mg de un sdlido blanco que contiene 50% de acido deshidroabietohidroxamico 1
y 50% de DHA, ademds de 96.0 mg de anhidrido del acido deshidroabiético (anh-DHA) con un

aspecto de aceite incoloro.

Con el anhidrido de acido deshidroabietico (anh-DHA) se sigue la metodologia planteada por

Bardyshev et al.,®” que sigue a continuacion:

NH,OH-HCI, NaOH

> +
EtOH L
40 °C ~ H 4
rpm 250 7—NH 7—OH
auw s
Anh-DHA 1 DHA

Figura 21. Sintesis del dcido deshidroabietohidroxdamico a partir del anhidrido-DHA aislado.

A una disolucion de Anh-DHA (96.0 mg, 0.16 mmol) y clorhidrato de hidroxilamina (23.0 mg, 0.32
mmol, 2.0 eq.) en 1.0 mL de etanol absoluto, se le afiadié hidréxido de sodio en polvo (12.0 mg,
0.29 mmol, 1.8 eq.). La mezcla de reaccion se agitd a 40°C durante 22 horas bajo una atmdsfera
de nitrégeno (Figura 21). Posteriormente, el disolvente se evaporo, y el semisélido resultante se
disolvié en 6.0 mL de diclorometano (DCM), lavandose con salmuera y agua. La fase acuosa
resultante se reextrajo con DCM. La fase orgdnica combinada se secdé con sulfato de magnesio
(MgS0.4) y el disolvente se evapord, obteniendo 39.0 mg de un aceite incoloro que contiene un
50% de acido deshidroabietohidroxamico 1y 50% de DHA. Este aceite no se purifico, pero a partir

de este experimento se confirmd que se partia del anhidrido de DHA.
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4.2.4 Sintesis de 4cidos hidroxdmicos utilizando dietilclorofosfato (DCP) como agente

activante.

1) DCP, Et;N
0 °C-rt

2) NH,OH-HCI
DMF
40 °C
rpm 300

Figura 22. Sintesis del dacido abietohidroxdmico utilizando DCP como agente activante.

A una disolucidn de acido abiético comercial (AA) (2.1 g, 4.86 mmol, 70% pureza) y trietilamina
(5.5 mL, 39.4 mmol, 8.1 eq.) en 30.0 mL de DMF anhidra a 0°C, se afiade dietilclorofosfato (DCP)
(1.0 mL, 6.91 mmol, 1.4 eq.) gota a gota. La mezcla se agita bajo una atmdsfera de argdn durante
4 horas. A continuacidn, se afiade clorhidrato de hidroxilamina (1.70 g, 24.21 mmol, 5.0 eq.) y la
mezcla se agita durante 18 horas a 40°C (Figura 22). Al dia siguiente, la reaccion se para
agregando agua, y la mezcla se extrae 3 veces con AcOEt. El extracto se lava con HCI 1.0 N, agua,
bicarbonato de sodio saturado (NaHCOs), salmuera. A continuacién, a la fase orgdnica se le
realiza una TLC (cromatografia de capa fina) y se revela con tricloruro de hierro dando un color
rojo caracteristico del complejo de hierro con el grupo hidroxdmico. Luego se seca (MgS04) y se

evapora el disolvente, obteniéndose 1.06 g de una espuma amarilla.

El producto crudo se purific6 mediante cromatografia de columna utilizando una mezcla de
hexano/acetato de etilo (5:5) como eluyente. Se aislaron 317.0 mg de un sélido amarillento, que
contiene un 85% de acido abietohidroxdamico 2 y un 15% de acido deshidroabietohidroxamico 1.
Ademas, se obtuvieron 175.6 mg de un sélido amarillento que contiene un 87% de acido abiético

(AA) y un 13% de acido deshidroabiético (DHA).

4.2.5 Cristalizacidon del acido abiético

Una mezcla de acido abiético comercial (AA) (21.0 g, 70% pureza) en 50.0 mL de etanol 96% fue
calentado suavemente hasta disolverse. Después se afnadid 33.0 mL de agua y se calentd
suavemente mientras se afiadié 2.0 mL de etanol gota gota hasta conseguir una disolucion. La
mezcla resultante se dejo enfriar lentamente por 24 horas. El sélido fue filtrado y lavado con 40.0
mL de etanol frio. Los cristales se secaron a vacio obteniendo 4,67 g de acido abiético cristalizado

con un 90% de pureza.
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CAPITULO 5: RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 COMPUESTOS CANDIDATOS PROMETEDORES: ESTUDIOS IN SILICO.

Para evaluar la viabilidad como potenciales farmacos se utiliza el analisis ADME. ADME es un
acrénimo que se refiere a los procesos de Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecién de
un farmaco dentro del cuerpo. Estos procesos determinan la biodisponibilidad del fdrmaco y su
eficacia terapéutica. Estos estudios se pueden realizar facilmente en plataformas web como por

ejemplo, SWISSADME (www.swissadme.ch). A continuacién, se describe cada uno de estos

componentes en la Tabla 5:

Tabla 5. Parametros para el andlisis ADME.

Propiedades fisicoquimicas

Area de la superficie polar de la molécula, relacionada con la
capacidad de atravesar membranas celulares. Valores bajos
suelen correlacionarse con buena permeabilidad celular.

TPSA (Topological Polar
Surface Area)

Lipofilia

Coeficiente de particion octanol/agua, un indicador de la

Log Po/w (MLOGP) lipofilia del compuesto, que afecta a la absorcidon y distribucion.

Solubilidad en agua

Valores negativos indican solubilidad en agua moderada. La

Log S (ESOL) solubilidad es crucial para la biodisponibilidad oral.

Farmacocinética

Gl absorption Indica que el compuesto es bien absorbido en el tracto
(Absorcidn gastrointestinal) gastrointestinal.

BBB permeant Sugerencia de que el compuesto puede cruzar la barrera
(Permeabilidad a la barrera hematoencefdlica, relevante para farmacos que actian en el
hematoencefalica) sistema nervioso central.

Druglikeness (parecido a farmacos)

Las reglas de Lipinski evaltan la idoneidad de un compuesto
Lipinski para ser un farmaco oralmente activo. Un incumplimiento de
una de las reglas es aceptable.

Quimica medicinal

Indica que el compuesto no es un “pan-assay interference
PAINS compound”, lo cual es positivo. Es decir, no tiene interacciones
con otros farmacos.
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5.1.1 Comparacion entre el dcido abiético y el acido abietohidroxamico.

Tabla 6. Comparativa de parametros ADME entre el dcido abiético y el dcido abietohidroxamico.

Parametros Acido abiético Acido abietohidroxamico

Estructura

TPSA (A?) 37.30 49.33

Log Po/w (MLOGP) 4.54 4.06

Log S (ESOL) -4.59 -4.16

Gl absorption Alta Alta

BBB permeant Si Si
Lipinski Si: una violacién (MLOGP>4.15) Si: 0 violaciones
PAINS 0 alertas 0 alertas

Segun la Tabla 6, ambas moléculas muestran alta absorcién gastrointestinal y permeabilidad a
través de la barrera hematoencefdlica. El acido abiético presenta un valor menor de TPSA, lo que
indica una buena biodisponibilidad y una distribucidn sistémica eficiente. En cuanto a la lipofilia
(Log Po/w), ambas moléculas tienen una buena capacidad para atravesar membranas lipidicas,
aunque la primera molécula es ligeramente mas lipofilica. Respecto a la solubilidad en agua (Log
S), ambas moléculas son moderadamente solubles, lo cual es crucial para la biodisponibilidad

oral.

Ambas moléculas cumplen con la mayoria de los criterios de "druglikeness" y no presentan
alertas de PAINS. En resumen, el acido abiético muestra buenas propiedades de
biodisponibilidad, mientras que el acido abietohidroxamico es mas favorable debido a su
cumplimiento con las reglas de Lipinski, su adecuada lipofilia y su moderada solubilidad en agua,

lo cual es crucial para su potencial como farmaco. Para mas detalles ver anexos 3y 4.
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5.1.2 Comparacion entre el dcido deshidroabiético y el dcido deshidroabietohidroxdamico.

Tabla 7. Comparativa de pardmetros ADME entre el dcido deshidroabiético y el dcido deshidroabietohidroxamico.

Parametros Acido deshidroabiético Acido deshidroabietohidroxdmico

Estructura

TPSA (A?) 37.30 49.33

Log Po/w (MLOGP) 4.45 3.97

Log S (ESOL) -4.80 -4.35

Gl absorption Alta Alta

BBB permeant Si Si
Lipinski Si: una violacién (MLOGP>4.15) Si: 0 violaciones
PAINS 0 alertas 0 alertas

La Tabla 7 muestra que ambas moléculas muestran alta absorcién gastrointestinal vy
permeabilidad a través de la barrera hematoencefalica. Respecto al TPSA, el acido
deshidroabiético presenta un valor menor, lo cual es indicativo de una buena biodisponibilidad
oral y una distribucion sistémica eficiente. El acido deshidroabiético tiene una mejor
biodisponibilidad comparada con el acido deshidroabietohidroxamico. En cuanto a la lipofilia
(Log P/w), ambas tienen una buena capacidad para atravesar membranas lipidicas, aunque la
primera es ligeramente mas lipofilica. Respecto a la solubilidad en agua (Log S), ambas moléculas

son moderadamente solubles, lo cual es crucial para la biodisponibilidad oral.

Ambas cumplen con la mayoria de los criterios de "druglikeness" y no presentan alertas de
PAINS. En resumen, aunque el acido deshidroabiético muestra mejores propiedades de
biodisponibilidad, el dacido deshidroabietohidroxdmico es mds favorable debido a su
cumplimiento con las reglas de Lipinski, su adecuada lipofilia y su moderada solubilidad en agua,

lo cual es crucial para su potencial como farmaco. Para mas detalles ver anexos 1y 2.
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5.1.3 Comparacion entre el acido callitrisico y el acido callitrisohidroxamico.

Tabla 8. Comparativa de parametros ADME entre el dcido callitrisico y el acido callitrisohidroxdamico.

Parametros Acido callitrisico Acido callitrisohidroxamico

Estructura

TPSA (A?) 37.30 49.33

Log Po/w (MLOGP) 4.45 3.97

Log S (ESOL) -4.80 -4.35

Gl absorption Alta Alta

BBB permeant Si Si
Lipinski Si: una violacién (MLOGP>4.15) Si: 0 violaciones
PAINS 0 alertas 0 alertas

Como se indica en la Tabla 8, ambas moléculas presentan una alta absorcion gastrointestinal y
permeabilidad a través de la barrera hematoencefalica. El acido callitrisico tiene un TPSA menor,
indicando una mejor biodisponibilidad comparado con el acido callitrisohidroxamico. En cuanto
a la lipofilia (Log Po/w), ambas moléculas tienen una buena capacidad para atravesar
membranas lipidicas, aunque el acido callitrisohidroxamico es ligeramente menos lipofilico.
Respecto a la solubilidad en agua (Log S), ambas son moderadamente solubles, crucial para la

biodisponibilidad oral.

Un punto importante es que el acido callitrisohidroxdmico no presenta ninguna violacién de las
reglas de Lipinski, cumpliendo con todos los criterios de "druglikeness" y sin alertas de PAINS. En
resumen, aunqgue el acido callitrisico muestra mejores propiedades de biodisponibilidad, el acido
callitrisohidroxdmico es mas favorable debido a su cumplimiento con las reglas de Lipinski, su
adecuada lipofilia y su moderada solubilidad en agua, lo cual es crucial para su potencial como

farmaco. Para mas detalles ver anexos 5 y 6.
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5.2 CARACTERIZACION DE LAS MOLECULAS.

Para caracterizar las moléculas se ha utilizado el punto de fusion. El poder rotatorio ([a]21p) se ha
medido para evaluar la actividad dptica del compuesto en solucién, utilizando diclorometano
(DCM) como solvente. Se ha realizado espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
donde se ha utilizado CDCl; como solvente patrdn, ya que presenta una sefial de 7.26 ppm en *H
y 77.0 ppm en 3C. La multiplicidad se ha expresado de tal forma que indica el tipo de
acoplamiento y el nimero de protones vecinos. Por ejemplo, "s" para singlete (sin protones
vecinos), "d" para doblete (un protdn vecino), "t" para triplete (dos protones vecinos), "q" para
cuadruple (tres protones vecinos), "m" para multiplete (sefial compleja), y "br" para sefiales
anchas. Ademas, se ha realizado un andlisis de masa y andlisis elemental para determinar la

composicion molecular y confirmar la identidad del compuesto mediante la comparacién de los

datos tedricos y experimentales.

5.2.1 Derivados del acido deshidroabiético

Acido deshidroabiético hidroxamico (1) . Sélido blanco, p. f. 123-125 °C;

[a]21D= +38.24° (c 1.0, DCM); 1H RMN (CDCls, 400MHz) &H: 7.14 (1H, d,
J=8,4),6.99 (1H, d, J = 8,4, 2,4), 6.86 (1H, br s), 2.89-2.85 (2H, m), 2.82

(1H, sept., J = 6,8), 2.32-2.27 (1H, m), 2.21 (1H, dd, J = 12.6, 2.2), 1.89- G

Z—NH
/ \: | |
d, ) =6.8),1.22 (3H, s); 13C RMN (CDCls, 100MHz) 5C: 176.7 (s), 146.6 (s), 1

1.67 (4H, m), 1.59-1.52 (1H, m), 1.52-1.44 (2H, m), 1.25 (3H, s), 1.22 (6H,

145.8 (s), 134.4 (s), 126.8 (d), 124.0 (d), 123.9 (d), 46.2 (s), 44.9 (d), 37.7

(t), 36.9(s), 36.8 (t), 33.4(q), 29.8 (t), 25.2 (d), 23.9(q), 23.9 (q), 21.0 (t), 18.3 (t), 15.4 (q); Masas
alta resolucién, calcd para CyH3oNO, [M+H]*: 316.2277, encontrado: 316.2264; Analisis
elemental: tedrico C;0H29NO3: C, 76.1; H, 9.3; N, 4.4; experimental: C, 75.7; H, 9.0; N, 4.2.

Acido _deshidroabiético fosfato (1i) . Aceite incoloro; 1H RMN (CDCls,

400MHz) &H: 7.16 (1H, d, J = 8.0), 7,01 (1H, d, J =8.4, 2.0), 6.89 (1H, br s),
4,30-4,20 (4H, m), 2.95-2.87 (2H, m), 2.82 (1H, sept., J = 6.8), 2.34-2.29
(1H, m), 2.19 (1H, dd, J = 12.4, 2.0), 1.92-1.71 (5H, m), 1.58-1.46 (2H, m),
1,35 (6H, tt, ) = 7,2,0,8), 1,31 (3H, s), 1.22 (6H, d, J = 7,2), 1.21 (3H, s); 13C

RMN (CDCls, 100MHz) 6C: 172,9 (d, Jc»=10,8), 146.3 (s), 145.9 (s), 134.5
(s), 126.6 (d), 124.1 (d), 124,0 (d), 65,0 (d, Jcp=5,7), 64,9 (d, Jc.r=5,7), 48,8 1i

(d, Jc-p=5,7),37.7 (t), 36.9 (s), 35.8 (t), 33.4 (q), 29.9 (t), 25.1 (d), 23.9 (q), 23.9 (q), 21.6 (t), 18.3
(t), 16,4 (q), 16,1 (q), 16,0 (q).
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Acido deshidroabiético (DHA)

Acido deshidroabieticofosfato (1i)

PARART— 0 FOAPRRTOTS l,...l.; il /b s e el o J
W s o Lad i WY T T ol W " Ly e L U P Ll L ul Ly

Acido deshidroabietohidroxamico (1)

T T T T T T T T T T T T T
190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120
ppm

Figura 23. Ampliacion del espectro de RMN 13C de las moléculas DHA, 1iy 1.

El analisis de los espectros de RMN de carbono 13 muestra las sefiales de los carbonilos de tres
compuestos distintos (Figura 23): el 4cido deshidroabiético (DHA, Figura 9), el intermedio acido
deshidroabieticofosfato 1i (ver Esquema apartado 4.2.2) y el 4cido deshidroabietohidroxamico 1
(ver Esquema apartado 4.2.2) En el caso del DHA, la sefial del carbonilo estd a 184.81 ppm,
siendo la mas desapantallada o a campo mas bajo en el espectro, lo cual es tipico para un grupo
carbonilo de un acido carboxilico. Para el intermedio 1i, la sefial del carbonilo se encuentra a
173.02 ppm, un desplazamiento a campo mas alto que el del dcido deshidroabiético, consistente
con la presencia de un grupo fosfato adjunto que aporta densidad electrdnica. Por ultimo, en el
acido hidroxamico 1, la sefial del carbonilo estd a 176.72 ppm, encontrandose en el rango de
174-177 ppm, como se ha observado en varias referencias bibliograficas para algunos
triterpenoides o algun diterpenoide en particular.®>®? Esta informacién destaca cémo las
distintas sustituciones en la estructura del 4cido deshidroabiético afectan el desplazamiento
quimico del carbonilo, permitiendo la diferenciacion clara entre los compuestos y confirmando
la presencia del grupo hidroxamico en el espectro correspondiente. Ademas, se comprobd la
presencia del grupo hidroxamico en el acido deshidroabietohidroxamico ya que se obtuvieron
masas de alta resolucion, calculado para CaoH3oNO; [M+H]+: 316.2277, encontrado: 316.2264; y
analisis elemental: tedrico CoH29NO3: C, 76.1; H, 9.3; N, 4.4; experimental: C, 75.7; H, 9.0; N, 4.2.
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5.2.2 Derivados del acido abiético

Acido abietohidroxamico (2): Sélido blanco, p. f. 125-128 °C; 1H RMN
(CDCls, 400MHz) 6H: 5.75 (1H, s), 5.32 (1H, brs), 2.21 (1H, quintuplete, J
=6,8),2.08-2.04 (4H, m), 1.81-1.77 (3H, m), 1.59-1.51 (4H, m), 1.25-1.20
(6H, m), 1.00 (3H, d, J = 6.8), 0.99 (3H, d, J = 6.8), 0.82 (3H, s); 13C RMN
(CDCl3, 100MHz) &C: 176.6 (s), 145.3 (s), 135.5 (s), 122.3 (d), 120.1 (d),
50.9 (d), 45.2 (s), 45.1 (d), 38.0 (t), 37.2 (t), 34.9 (q), 34.5 (s), 27.4 (t),

2
25.2 (t), 22.4 (t), 21.4 (q), 20.8 (q), 17.9 (1), 15.8 (q), 14.2(q).
Acido abiético (AA)
e, . S N | b
Acido abietohidroxamico (2)

T T T T T T T T T T T T T
190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120
ppm

Figura 24. Ampliacion del espectro RMN 13C de las moléculas AA y 2.

El analisis del espectro de RMN de carbono 13 para el acido abiético (AA) y el acido
abietohidroxamico 2 revela diferencias significativas en las sefiales de los carbonilos, indicando
sus respectivas estructuras quimicas (Figura 24). El acido abiético muestra una sefial del
carbonilo en 184.85 ppm, tipica de un grupo carbonilo de un acido carboxilico, mientras que el
acido abietohidroxamico 2 presenta una sefal en 176.60 ppm, caracteristico de los carbonilos
de los acidos hidroxamicos. Este desplazamiento menor en 2 refleja la diferente naturaleza
electrénica y capacidad de resonancia del grupo hidroxdmico en comparacién con el acido

carboxilico. La diferencia en los desplazamientos quimicos confirma la conversién del acido
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carboxilico en un grupo hidroxamico, distinguiendo claramente entre el acido abiético y su

derivado hidroxamico.

Se ha comparado el punto de fusidn obtenido con el valor reportado por el profesor Bardyshev.
(8 En su estudio, Bardyshev obtuvo un punto de fusién de 127-131°C, mientras que en nuestro
experimento se obtuvo un rango de 125-128°C para el acido abietohidroxamico. La diferencia
observada entre estos valores puede deberse a la presencia de ciertas impurezas en la muestra.
Ademas, el profesor Bardyshev obtuvo el cido abietohidroxdmico con un rendimiento del 14%,
lo que reafirma la dificultad que implica la conversién de un acido carboxilico a hidroxamico en

este tipo de moléculas.

5.2.3 Derivados del acido callitrisico

Acido callitrisohidroxamico (3): Sélido blanco; 1H RMN (CDCls, 400MHz)

8H: 7.18 (1H, d, J = 8.0), 7.00 (1H, dd, J = 8.0, 2.0), 6.90 (1H, brs), 2.94-
2.75 (3H, m), 2.34-1.88 (6H, m), 1.71-1.66 (1H, m), 1.57 (1H, dd, J = 12.2,
1.8), 1,41 (1H, dt, J = 13.6, 3.2), 1.30 (3H, s), 1.22 (6H, d, J = 6.8), 1.11

(3H, s); 13C RMN (CDCls, 100MHz) 6C: 175.2 (s), 145.8 (s), 145.1 (s),
134.7 (s), 126.8 (d), 125.4 (d), 124.1 (d), 53.4 (d), 42.7 (s), 39.5 (t), 38.2 3
(s), 36.6 (t), 33.4 (d), 32.1 (t), 29.7 (9), 23.9 (q), 23.9 (q), 23.4 (q), 21.3 (t), 20.1 (t).

Acido callitrosofosfato (3i): Aceite incoloro; 1H RMN (CDCls, 400MHz)

8H: 7.18 (1H, d, J = 8.0), 7.00 (1H, dd, J = 8.4, 2.0), 6.89 (1H, brs), 4.30-
4.22 (4H, m), 2.93-2.75 (3H, m), 2.30-1.94 (6H, m), 1.67-1.59 (2H, m),
1.40 (1H, dt, J = 13.6, 4.0), 1.37 (3H, s), 1.35 (6H, m), 1.22 (6H, d, J = 6.8),

1.17 (3H, s); 13C RMN (CDCls, 100MHz) 8C: 172.0 (d, Jep=11), 145.8 (s),

4

O=p
\
145.0 (s), 134.7 (s), 126.8 (d), 125.4 (d), 124.1 (d), 65.0 (d, Jcr = 5.8), (OEt); g

64.8 (d, Jep=5.7),52.9 (d), 45.3 (d, Jer=5.8), 39.1 (t), 38.2 (s), 37,5 (t), 33.3 (d), 32.0 (t), 27.9 (q),
27.9 (t), 23.9(q), 23.4 (g), 20.8 (t), 19.6 (t), 16.1 (d, Jcp= 2.1), 16.0 (d, Jep = 2.1).

44



DESARROLLO Y SINTESIS SOSTENIBLE DE POTENCIALES FARMACOS ANTITUMORALES
UTILIZANDO BIOMASA COMO FUENTE RENOVABLE

Acido callitrisico (AC)

Acido callitrisicofosfato (3i)

Acido callitrisohidroxamico (3)

T T T T T T T T T T T T T T
190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120
ppm

Figura 25. Ampliacion del espectro RMN 13C de las moléculas AC, 3iy 3.

El seguimiento de la reaccidn se realizd6 mediante espectros de RMN de carbono 13, observando
las sefiales del carbonilo de los compuestos involucrados (Figura 25): acido callitrisico (AC), acido
callitrisico fosfato 3i y acido callitrisohidroxdmico 3. El acido callitrisico muestra una sefial del
carbonilo en 184.51 ppm, tipica de un acido carboxilico. Al convertirlo en acido callitrisico fosfato,
la sefial del carbonilo se desplaza a 172.0 ppm, reflejando la deslocalizacidn electrdnica del grupo
fosfato. Finalmente, la transformacion al acido callitrisohidroxdmico se evidencia con una sefial
en 175.2 ppm, caracteristica de los grupos hidroxamicos. Estos cambios en los desplazamientos

guimicos confirman las modificaciones estructurales en cada etapa de la reaccion.
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5.3  EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

En la Tabla 9 se muestran los resultados del estudio de actividad antitumoral realizado en el
grupo de investigacion BIOLAB de la Universidad de la Laguna, Tenerife, Espafia (Profesor José
Manuel Padrén) realizados con la metodologia estdandar el Instituto del Cancer (NCI),

sulforhodamine B (SRB):!*3!

Tabla 9. Valores de concentracion inhibitoria del crecimiento celular 50 (Glsg) para diversas lineas tumorales (en uM).

A549 HBL-100 HeLa SW1573 T1-47D0 wibpr MIAPaCa-2
Compuesto

pulmén mama  cérvix pulmén mama colon Pancreas
DHA® 25.0 390 250 470 400 260 i
DHA® 72.0 i 400 480 870  86.0 50.0
1 3.6 - 4.7 0.91 3.4 2.6 3.3
Etoposide 1.5 14 3.3 15.0 22.0 23.0 -
Cisplatin 4.9 1.9 1.8 2.7 17.0 23.0 -

2 Valores extraidos de la referencia [#3]; b Valores obtenidos durante el mismo experimento de inhibicion del
crecimiento celular para el material de partida en la sintesis de 1.

El andlisis de la actividad antiproliferativa (GI50) del 4cido deshidroabietohidroxamico 1, muestra
resultados prometedores en comparacion con el acido deshidroabiético (DHA) y otros agentes
quimioterapéuticos de uso en la clinica como el etopdsido y el cisplatino. Los datos actuales de
actividad antiproliferativa del compuesto 1 indican que presenta GI50 (concentracion inhibitoria
media) mas bajas en varias lineas celulares en comparaciéon con el DHA y los agentes de

referencia.

Por ejemplo, el compuesto 1 tiene una GI50 de 3.6 uM en la linea celular A549 (pulmén), que es
significativamente mejor que los 72.0 uM del DHA y cercana a la del etopédsido (1.5 uM) vy el
cisplatino (4.9 uM). En la linea SW1573 (pulmén), el compuesto 1 muestra una GI50 de 0.91 uM,
lo cual es considerablemente mas potente que el DHA (48.0 uM) y 16 veces mas potente que el
etopdsido (15.0 uM) y 3 veces mas potente que el cisplatino (2.7 uM). Esta tendencia se repite
en otras lineas celulares como Hela (cérvix) y T-47D (mama), donde el compuesto 1 demuestra

una mayor efectividad.

El cambio del grupo acido carboxilico del DHA a un grupo acido hidroxamico parece ser crucial
para esta mejora en la actividad antiproliferativa. Los acidos hidroxdmicos son conocidos por su
capacidad de quelar iones metalicos e inhibir enzimas metalo-dependientes, lo que puede
contribuir a su mayor eficacia antiproliferativa. Esta modificacién estructural del DHA a su

derivado hidroxamico puede mejorar significativamente la capacidad del compuesto para
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interactuar con dianas bioldgicas y alterar vias metabdlicas cruciales para la supervivencia

celular.

La importancia de este hallazgo radica en el potencial del compuesto 1 para mejorar la potencia
antiproliferativa en comparacién con el DHA y ser competitivo frente a medicamentos ya
establecidos como el etopdsido y el cisplatino. La mejora en la potencia sugiere que el
compuesto 1 podria ser un candidato prometedor para el desarrollo de nuevos agentes

guimioterapéuticos con una mayor eficacia.

El correspondiente hidroxdmico del acido abiético, compuesto 2, no ha sido estudiado porque
no es lo suficientemente puro. Normalmente para ensayos biolégicos se requiere una pureza
mayor al 95% y en este caso es del 87%. Y respecto al hidroxamico del acido callitrisico,

compuesto 3, no ha dado tiempo a enviarlo a pruebas biolégicas.
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CAPITULO 6: CONCLUSIONES

Se ha contribuido significativamente a la quimica sostenible mediante el uso de biomasa
renovable, especificamente la resina de pino, como fuente para la sintesis de estos compuestos.
Este enfoque no solo reduce la dependencia de los recursos no renovables, sino que también

minimiza el impacto ambiental asociado con la produccién quimica tradicional.

Se ha realizado un estudio de reactividad para la sintesis de acidos hidroxamicos a partir de
acidos carboxilicos, para ello se emplearon diferentes agentes activantes como el anhidrido
propilfosfonico (PPAA), el acido dietil cianofosfénico (DEPC) y el dietilclorofosfato (DCP). A pesar
de que la conversidn de un acido carboxilico a dcido hidroxamico podria parecer trivial, la sintesis
presentd desafios significativos en este caso. De hecho, se encontré que obtener el acido
hidroxamico fue particularmente dificil debido al impedimento estérico presente en estas
moléculas. Este trabajo confirma la dificultad y baja eficiencia de la conversién acido resinico
diterpénico a hidroxdmico como fue reportado en el Unico antecedente en la literatura de
sintesis de abietohidroxamico® en el cual el rendimiento fue del 14% y hemos conseguido

mejorarlo.

Se llevd a cabo una comparacion detallada entre varios acidos resinicos diterpénicos y sus
derivados hidroxamicos, utilizando estudios in silico para evaluar su potencial como farmacos.
Este analisis reveld que la conversidn del acido carboxilico en un grupo hidroxdmico mejord su

eficacia farmacolégica, demostrando un aumento significativo en su potencial terapéutico.

La evaluacién de la actividad biolégica mostré que los derivados hidroxamicos presentan una
actividad antitumoral significativamente mejorada en comparacién con los acidos resinicos
originales. Aunque solo se logré evaluar la actividad antitumoral de una molécula, se puede
intuir de manera andloga que las otras moléculas sintetizadas, pero no probadas presentaran
una actividad similar. Los estudios de actividad antiproliferativa (Glso) revelaron que el
compuesto acido deshidroabietohidroxamico 1, mostré valores significativamente mas bajos
(mas potentes) de concentraciones para inhibicién del crecimiento al 50% (Glso) en varias lineas
celulares en comparacion con los agentes de referencia, como el etopdsido vy el cisplatino. Por
ejemplo, en la linea celular A549 (pulmdn), el compuesto 1 tuvo un Glso de 3.6 UM que es mejor
al DHA y cercana a la del etopéside y el cisplatino. En la linea SW1573 (pulmadn), el compuesto 1

es 52 veces mas potente que el DHA, 16 veces mas potente que etoposido y 3 veces mas potente
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que el cisplatino. Esta tendencia se repite en otras lineas celulares como Hela (cérvix) y T-47D

(mama), donde el compuesto 1 demuestra una mayor efectividad.

Este hallazgo es un avance significativo en la busqueda de tratamientos mads eficaces vy

sostenibles para tratar el cancer.
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ANEXO

Anexo 1. Pardmetros ADME del dcido deshidroabiético (DHA).

o0&z

Formula

Molecular weight

Num_ heavy atoms

Num. arom. heavy atoms
Fraction Csp3

Num. rotatable bonds
Num. H-bond acceptors
Num._ H-bond donors
Molar Refractivity

TPSA

Log Py, (ILOGP)
Log Py, (XLOGP3)
Log Py, (WLOGP)
Log Pys, (MLOGP)
Log Py (SILICOS-IT)

Consensus Log Py,

uPo

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

SMILES OC(=0)[C@]1(C)CCCIC@I2([C@HI1CCelc2eec(c)C(CIC)C
Physicochemical Properties

C20H2802

300.44 g/mol

22

6

0.65

2

2

1

91.38

37.30 A2
Lipophilicity

276

480

4.90

445

491

436

Log S(ESOL)
Solubility
Class

Log S (Ali)
Solubility
Class

Log S (SILICOS-IT)
Solubility

Class

Gl absorption
BBB permeant
P-gp substrate
CYP1A2 inhibitor
CYP2C19 inhibitor
CYP2CS inhibitor
CYP2D6 inhibitor
CYP3A4 inhibitor

Log KD (skin permeation)

Lipinski
Ghose
Veber
Egan
Muegge

Bioavailability Score

PAINS

Brenk

Leadlikeness
Synthetic accessibility

Water Solubility
-4.80
4.80e-03 mg/ml ; 1.60e-05 mol/l
Moderately soluble

-5.32

1.45e-03 mg/ml ; 4.84e-06 mal/l

Maoderately soluble

-5.32

1.43e-03 mg/ml ; 4.76e-06 mol/l

Maoderately soluble
Pharmacokinetics

High

Yes

Yes

-4.72 cmis
Druglikeness
Yes; 1 violation: MLOGP>4.15

0.85

Medicinal Chemistry

0 alert

0 alert

No; 1 violation: XLOGP3>3.5
4

®

Anexo 2. Pardmetros ADME del dcido deshidroabietohidroxamico.

fteC&

Formula

Molecular weight

Num_ heavy atoms
Num. arom. heavy atoms
Fraction Csp3

Num. rotatable bonds
Num. H-bond acceptors
Num. H-bond donors
Molar Refractivity

TPSA

Log Py, (LOGP)
Log Py, (XLOGP3)
Log Py, (WLOGP)
Log Py, (MLOGP)
Log Py (SILICOS-IT)

Consensus Log Py,

uro

FLEX SIZE

[
HO IMSATY FOLAR

INSOLU

SMILES  ONC(=0)[C@]1(C)CCCIC@I2(C@H]1 CCelc2ecce(c)C(C)C)C

Physicochemical Properties

C20H29NO2

315.45 g/imol

23

6

065

3

2

2

93.34

49.33 A®
Lipophilicity

317

406

433

3.97

412

393

Log 5 (ESOL)
Solubility
Class

Log S (Ali)
Solubility
Class

Log S (SILICOS-IT)
Solubility
Class

Gl absorption

BBB permeant

P-gp substrate

CYP1A2 inhibitor
CYP2C19 inhibitor
CYP2C3 inhibitor
CYP2DE inhibitor
CYP3A4 inhibitor

Log K, (skin permeation)

Lipinski

Ghose

Veber

Egan

Muegge
Bioavailability Score

PAINS

Brenk

Leadlikeness

Synthetic accessibility

Water Solubility
-435
1.41e-02 mg/ml ; 4.48e-05 mol/l
Maoderately soluble

-4.80

5.00e-03 mg/ml ; 1.58e-05 mol/l

Maoderately soluble

537

1.36e-03 mg/ml ; 4.31e-06 mol/l

Moderately soluble
Pharmacokinetics

High

-5.34 cmis
Druglikeness

Yes; 0 violation

0.55
Medicinal Chemistry
0 alert

2 alerts: hydroxamic_acid,
nitrogen_single_bond

No; 1 violation: XLOGP3>3 5
361

oxygen-

®
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Anexo 3. Parametros ADME del dcido abiético (AA).

o0&z
uPo
FLEX SIZE
oH
HyC N
" @a"“&
HyC i€

INSATU POLAR

INSGLU

Log S (ESOL)
Solubility
Class

Log S (Ali)
Solubility
Class

Log S (SILICOSAT)
Solubility
Class

Water Solubility
-459
7.69e-03 mg/ml ; 2. 54e-05 mol/l
Maoderately soluble
529
1.53e-03 mg/ml ; 5.07e-06 mol/l
Moderately soluble
-3.74
5.47e-02 mg/ml ; 1.81e-04 mol/l
Soluble

Pharmacokinetics

@

sMmiLEg  CC(C1=CC2=CCIC@@HI3C@IIC@HI2CC1) Gl absorption High
(CICCCIC@@I(CIC(=0)0)C BBE permeant Yes
Physicochemical Properties P-gp substrate No
Formula C20H3002 CYP1A2 inhibitor No
Molecular weight 302.45 g/mol CYP2C19 inhibitor Yes
N h il 22
L eavy sloms CYP2CS inhibitor Yes
Num_ arom. heavy atoms 0 CYPA0E inhibit N
o
Fraction Csp3 075 CvPIAL _mh‘lb‘l o N
Num. rotatable bonds 2 ) |n. bitor i ° )
Num. H-bond accaptors 9 Log K, (skin permeation) -4.75 cmis
Num. H-bond donors 1 Druglikeness
Molar Refractivity 9222 Lipinski Yes; 1 violation: MLOGP>4.15
TPSA 37.30 A® Ghose Yes
Lipophilicity Veber Yes
Log Py, (ILOGP) 3.05 Egan Yes
Log Pypy (XLOGP3) 478 Musgge ves
Log Py, (WLOGP) 521 Bioavailability Score 0.85
Medicinal Chemistry
Log Py, (MLOGP) 454 PAINS 0 alert
Log Py, (SILICOS-IT) 415 Brenk 0 alert
Consensus Log Py 434 Leadlikeness No; 1 violation: XLOGP3>3 5
Synthetic accessibility 480
Anexo 4. Pardmetros ADME del dcido abietohidroxdmico.
ez Water Solubility
Lpo Log S (ESOL) 416
Saolubility 2.222-02 mg/ml ; 6.992-05 molil
FLEX SIZE Class Moderately soluble
Log S (Ali) 478
Salubility 5.28e-03 mg/ml ; 1.66e-05 molil
Class

INSATU POLAR

INSOLU

smiLEs ONCE=0)
[C@]1(C)CCCIC@2([C@H) CC=CCR@HI2CCC(=CT)C(C)C)C

Physicochemical Properties.

Formula C20H31NO2

Molecular weight 317.47 g/mol

Num_ heavy atoms 23

Num. arom. heavy atoms 0

Fraction Csp3 075

Num. rotatable bonds 3

Num. H-bond acceptors 2

Num. H-bond donors 2

Molar Refractivity 94.18

TPSA 4933 A®
Lipophilicity

Log Py, (LOGP) 292

Log Py, (XLOGP3) 404

Log P, (WLOGP) 463

Log Pay, (MLOGP) 406

Log Py, (SILICOS-IT) 337

Consensus Log Py, 3.80

Log S (SILICOS-IT)
Solubility
Class

Gl absorption

BBB permeant

P-gp substrate

CYP1A2 inhibitor
CYP2C19 inhibitor
CYP2CS inhibitor
CYP2DE6 inhibitor
CYP3A4 inhibitor

Log K}, (skin permeation)

Lipinski

Ghose

Veber

Egan

Muegge
Bioavailability Score

PAINS
Brenk

Leadlikeness

Synthetic accessi

Moderately soluble
-3.79
5.18e-02 mg/ml ; 1.63e-04 molil
Soluble
Pharmacokinetics
High

-5.37 cmis
Druglikeness
Yes; 0 violation

055
Medicinal Chemistry
0 alert

2 alerts: hydroxamic_acid,
nitrogen_single_bond

No; 1 violation: XLOGP3>3.5
4.86

axygen-
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Anexo 5. Parametros ADME del dcido callitrisico (AC).

L EoXeT <2

Formula

Molecular weight

Num_ heavy atoms
Num. arom. heavy atoms
Fraction Csp3

Num. rotatable bonds
Num. H-bond acceptors
Num. H-bond donors
Molar Refractivity

TPSA

Log Pqp (LOGP)

Log Pyy, (XLOGP3)
Log Pqpy, (WLOGP)
Log Py, (MLOGP)
Log Pyp, (SILICOS-T)

Consensus Log Py,

FLEX

INSATU

Physicochemical Properties
C20H2802
300.44 g/mol
22
6
0.65
2
2
1
91.38
37.30 A2

Lipophilicity
304
4.80
490
445
49
442

[ICS]

INSOLU

SMILES  OC(=0)[C@@]1(C)CCCIC@I2([C@HI1CCe 1c2eee(c1)C(C)C)C

SIZE

FOLAR

Log S (ESOL)
Solubility
Class

Log S (Ali)
Solubility
Class

Log S (SILICOS-IT)
Solubility
Class

Gl absorption

BBB permeant

P-gp substrate

CYP1A2 inhibitor
CYP2C19 inhibitor
CYP2C$ inhibitor
CYP2D6 inhibitor
CYP3A4 inhibitor

Log K, (skin permeation)

Lipinski

Ghose

Veber

Egan

Muegge
Bioavailability Score

PAINS
Brenk
Leadlikeness

Synthetic accessibility

Water Solubility
-4.80
4.80e-03 mg/ml ; 1.60e-05 mal/l
Moderately soluble

-5.32

1.45e-03 mg/ml ; 4.84e-06 mol/l
Moderately soluble

-5.32

1.43e-03 mg/ml ; 4.76e-06 mol/l

Moderately soluble
Pharmacokinetics

High

-4.72 cm/fs
Druglikeness
Yes; 1 violation: MLOGP>4.15

0.85

Medicinal Chemistry

0 alert

0 alert

No; 1 violation: XLOGP3>3.5
34

®

Anexo 6. Pardmetros ADME del dcido callitrisohidroxamico.

i Ecel o

Formula

Molecular weight

Num_ heavy atoms

MNum. arom. heavy atoms
Fraction Csp3

Num. rotatable bonds
Num. H-bond acceptors
Num. H-bond donors
Molar Refractivity

TPSA

Log Py (LOGP)
Log Py (XLOGP3)
Log Py (WLOGP)
Log Py, (MLOGP)
Log Py (SILICOS-IT)

Consensus Log Py,

FLEX

INSATU

Physicochemical Properties
C20H29NO2
315.45 g/mol
23
6
0.65

2
2
93.34
4933 A®
Lipophilicity
328
406
433
397
412
395

uro

INSOLU

SMILES ONC(=0)[C@@]1(C)CCCIC@I2(IC@HNCCelc2eee(c!)C(C)CIC

SIZE

POLAR

Log S (ESOL)
Solubility
Class

Log S (Ali)
Solubility
Class

Log S (SILICOS-IT)
Solubility
Class

Gl absorption
BBB permeant
P-gp substrate
CYP1A2 inhibitor
CYP2C19 inhibitor
CYP2C3 inhibitor
CYP2D6 inhibitor
CYP3A4 inhibitor

Log K, (skin permeation)

Lipinski
Ghose
Veber
Egan
Muegge

Bioavailability Score
PAINS

Brenk

Leadlikeness

Synthetic accessibility

Water Solubility
-435
1.41e-02 mg/ml ; 4.48e-05 mol/|
Moderately soluble

-4.80

5.00e-03 mg/ml ; 1.58e-05 mol/l
Moderately soluble

537

1.36e-03 mg/ml ; 4.31e-06 mol/l
Moderately soluble
Pharmacokinetics

High

-5.34 cmis
Druglikeness

Yes; 0 violation

0.55
Medicinal Chemistry
0 alert

2 alerts hydroxamic_acid,
nitrogen_single_bond

No; 1 violation: XLOGP3>3 5
361

oxygen-

®
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Anexo 7. RMIN 1H, 13C y DEPT del dcido deshidroabiético (DHA). Equipo 400 MHz.

g
/—OH
DHA

\ A
NG

01
Fenr
=0T

64

95 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
ppm

10.0



DESARROLLO Y SINTESIS SOSTENIBLE DE POTENCIALES FARMACOS ANTITUMORALES

UTILIZANDO BIOMASA COMO FUENTE RENOVABLE

= T 2 gog
H S 2z  22g
H gy % Axg

\ I NN

mmmmmmmmmm

mmmmmmmmmm

DHA
1
]
| |
|
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 40 30 20 10
ppm
-
528 & zmes  ssens
o T m = @ RS e B
ooo kS RARE RS
VY I AT AN
DHA
| a Ll " -
- ;
0 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 30 20 10
ppm

65



DESARROLLO Y SINTESIS SOSTENIBLE DE POTENCIALES FARMACOS ANTITUMORALES
UTILIZANDO BIOMASA COMO FUENTE RENOVABLE

T
oot
EET
5271
SET

£
ST
2l
6T
05T
15T

Anexo 8. RMIN H, 13C y DEPT del dcido deshidroabietohidroxdmico 1. Equipo 400 MHz.
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Anexo 9. RMN H, 13C y DEPT del dcido deshidroabiético fosfato 1i. Equipo 400 MHz.
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Anexo 10. RMN 1H, 13C y DEPT del dcido abiético (AA). Equipo 400 MHz.
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Anexo 11. RMN H, 13C y DEPT del dcido abietohidroxdmico 2. Equipo 400 MHz.
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Anexo 12. RMN 1H, 13C y DEPT del dcido callitrisico (AC). Equipo 300 MHz.

I

N

M

=0T

=0T

74

2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

2.5

3.0

3.5

9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0

10.0

ppm



DESARROLLO Y SINTESIS SOSTENIBLE DE POTENCIALES FARMACOS ANTITUMORALES
UTILIZANDO BIOMASA COMO FUENTE RENOVABLE
g 28 s =3 ] CEELETR T S 4
z € 8 =83 5 Zssspas agas
R4 NI FNVANEY N
AC
Jl\r - » DAL o R | it
ZDID 19‘0 léD III’D lﬁID lEISD 1“10 léﬂ 1‘20 llID ID‘D QID Sb 7ID EID SID 4ID 3‘0 ZID IID
ppm
i PN
AC
ZiD ZD‘D lQID léﬂ 17‘0 lﬁlﬂ léD 14‘D liﬂ 1‘20 llID 160 QID SID 7ID ﬁb SID 4ID EID ZID 1ID 6 -1ID
ppm

75



DESARROLLO Y SINTESIS SOSTENIBLE DE POTENCIALES FARMACOS ANTITUMORALES
UTILIZANDO BIOMASA COMO FUENTE RENOVABLE

Anexo 13. RMN H, 13C y DEPT del dcido callitrisohidroxdmico 3. Equipo 400 MHz.
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Anexo 14. RMN H, 13C y 31P del dcido callitrisofosfato 3i. Equipo 400 MHz.
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