
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

Desarrollo y evaluación de análogos de C75 
como potenciales fármacos contra la obesidad  

y el cáncer 
 

Roberto Gómez García 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

 
ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a l’acceptació de les següents condicions d'ús: La difusió 
d’aquesta tesi per mitjà del servei TDX (www.tdx.cat) i a través del Dipòsit Digital de la UB (diposit.ub.edu) ha estat 
autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel·lectual únicament per a usos privats emmarcats en activitats 
d’investigació i docència. No s’autoritza la seva reproducció amb finalitats de lucre ni la seva difusió i posada a disposició 
des d’un lloc aliè al servei TDX ni al Dipòsit Digital de la UB. No s’autoritza la presentació del seu contingut en una finestra 
o marc aliè a TDX o al Dipòsit Digital de la UB (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentació de 
la tesi com als seus continguts. En la utilització o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora. 
 
 
ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptación de las siguientes condiciones de uso: La 
difusión de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) y a través del Repositorio Digital de la UB 
(diposit.ub.edu) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de propiedad intelectual únicamente para usos 
privados enmarcados en actividades de investigación y docencia. No se autoriza su reproducción con finalidades de lucro 
ni su difusión y puesta a disposición desde un sitio ajeno al servicio TDR o al Repositorio Digital de la UB. No se autoriza 
la presentación de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR o al Repositorio Digital de la UB (framing). Esta 
reserva de derechos afecta tanto al resumen de presentación de la tesis como a sus contenidos. En la utilización o cita de 
partes de la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora. 
 
 
WARNING. On having consulted this thesis you’re accepting the following use conditions:  Spreading this thesis by the 
TDX (www.tdx.cat) service and by the UB Digital Repository (diposit.ub.edu) has been authorized by the titular of the 
intellectual property rights only for private uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative 
aims is not authorized nor its spreading and availability from a site foreign to the TDX service or to the UB Digital 
Repository. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service or to the UB Digital Repository is not 
authorized (framing). Those rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using or 
citation of parts of the thesis it’s obliged to indicate the name of the author. 



            
            

         
Desarrollo y evaluación de análogos de 
C75 como potenciales fármacos contra 

la obesidad y el cáncer. 
 

Programa de doctorado en Química Orgánica 
 

Facultad de Química 
 

Roberto Gómez García 
 
 
 
 
 
 

Directores: Jordi García Gómez y Dolors Serra Cucurull 
Tutor: Jordi García Gómez 

 
2023 

 

 
  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

“Long story short, I survived.” 
 

Taylor Swift 
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1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida  EDC Malonil-CoA descarboxilasa MCD 
1,8-diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno DBU Metanol MeOH 
2-Cloroacetato de isopropilo iPr Metanol MW 
2,2,2-Trifluoroacetilo de 2,2,2-trifluoroetilo TFA-TFE Monoglicerol lipasa  MGL 
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolio  MTT n-Butil litio n-BuLi 
3-Hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa HMGCR N-óxido de N-metilmorfolina NMO 
3-Hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa 1 HMGCS1 N,N-Dimetilformamida DMF 
3-Hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa 2 HMGCS2 Neuropéptido Y NPY 
Acetato sódico NaOAc Nucleo arcuato ARH 
Acetil-CoA sintetasa ACC Palmitoil tioesterasa TE 
Acetil-CoA-ACP transacilasa AT Paraformaldehído PFA 
Acetil-CoA-ACP transferasa MAT Péptido relacionado con el agutí AgRP 
Ácido glutámico descarboxilasa 1 GAD1 Perilipina 2 PLIN2 
Ácido graso sintasa FAS Perilipina 5 PLIN5 
Ácido p-toluensulfónico pTsOH Peróxido de benzoílo  (PhCO)2O2 
Ácido tioacético AcSH Piruvato deshidrogenasa quinasa 

4 
PDK4 

Ácidos grasos FA Proopiomelanocortina POMC 
Ácidos grasos de cadena larga LCFA Proteína quinasa B Akt 
Acilcarnitina translocasa CACT Proteina quinasa dependiente 

del AMP 
AMPK 

Adenosin trifosfato ATP Proteina transportadora de acilos ACP 
ɑ-Hormona estimuladora de melanocitos ɑ-MSH Proteinas de unión al elemento 

regulador de esteroides  
SREBP 

Barrera hematoencefálica BHE Reacción en cadena de la 
polimerasa  

PCR 

Bis(trimetilsilil)amida de litio  LiHDMS Reacción en cadena de la 
polimerasa cuantitativa a tiempo 
real  

qRT-PCR 

Bromuro de tetrabutilamonio Bu4NBr Reactivo de Lawesson LR 
cAMP response element-binding protein CREB Receptor de estrógenos  ERBB2 
Carbonato de metilmagnesio MMC Resonancia magnética nuclear RMN 
Carnitina palmitoiltransferasa 1 CPT1 RNA mensajero mRNA 
Carnitina palmitoiltransferasa 2 CPT2 Sistema nervioso central SNC 
Clorocromato de piridinio PCC Tejido adiposo marón BAT 
Cloruro de benzoilo PhCOCl Temperatura ambiente 

 
t.a. 

Cloruro de tert-butildifenilsilil TBDPSCl Termogenina UCP 
Coenzima A HCoA tert-Butildifenilsilil TBDPS 
Cromatografía de capa fina TLC tert-Butilo tBu 
Diclorometano DCM Tetrahidrofurano THF 
Dimetilaminopiridina DMAP Transcripción regulada de 

cocaína y anfetamina 
CART 

DNA complementario cDNA Transportador de glucosa 1 GLUT1 
Enoil-ACP reductasa ER Transportador de glucosa 2 GLUT2 
Factor de crecimiento epidérmico EGFR Transportador vesicular de 

glutamato 1 
VGLUT1 

Food and Drug Administration FDA Transportador vesicular de 
glutamato 2 

VGLUT2 

Forkhead-box O1 FoxO1 Transportador vesicular del ácido 
gamma-aminobutírico 

VGAT 

Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa PEPCK Trietilamina TEA 
Glucosa-6-fosfatasa G6Pasa β-Acetil-ACP sintasa  KS 
Hexametildisiloxano HMDSO β-cetoacil reductasa  KR 
Homeobox específico de cerebro BSX β-cetoacil reductasa  DH 
Hormona sensible a lipasa HSL β-Hormona estimuladora de 

melanocitos 
β-MSH 

Intracerebroventricular ICV   
Intraperitoneal IP   
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1 Introducción  
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1.1 La obesidad 
 
La obesidad se ha convertido en las últimas décadas en un problema de salud público 
en la mayoría de los países desarrollados por su alta prevalencia y el impacto que supone 
sobre los sistemas de salud. Solo en Europa se estima que el 60% de la población 
presenta exceso de peso, y el gasto médico derivado del tratamiento de afecciones 
relacionadas con la obesidad asciende a un 8% del presupuesto total.1 
 
La obesidad se define como una enfermedad crónica consistente en la acumulación 
excesiva de tejido adiposo,2 y se relaciona directamente con un incremento en el riesgo 
de desarrollar otras patologías como el cáncer, la diabetes de tipo II o diferentes tipos 
de enfermedades respiratorias y cardiovasculares.3–5 
 
Aunque el origen de la obesidad es multifactorial la mayoría de los casos son atribuibles 
a factores ambientales, como la gran disponibilidad de alimentos energéticamente 
densos6,7 y un mayor grado de sedentarismo en la sociedad moderna,8,9 que producen 
un desequilibrio entre la ingesta y el gasto energético, favoreciendo la acumulación del 
exceso de energía en forma de grasa.10 
 
En condiciones normales, el organismo es capaz de regular el equilibrio energético a 
través del hipotálamo monitorizando y respondiendo a las variaciones en las 
concentraciones de diferentes nutrientes como la glucosa y los ácidos grasos, o de 
hormonas como la insulina.11–13 
 

1.2 Papel del hipotálamo y los ácidos grasos en la homeostasis 
energética 

 
El hipotálamo es una porción del cerebro que forma parte del sistema nervioso central 
(SNC) situada justo debajo del tálamo (Figura 1). Está involucrado, entre otros procesos, 
en la regulación de la temperatura corporal, la ingesta y la sed. 14–16 

 
Figura 1. Representación esquemática del cerebro desde una vista sagital indicando la 

ubicación del hipotálamo. Dibujo extraído de The Human Protein Atlas.
17 

 
Se ha comprobado que la sección del hipotálamo reguladora de la ingesta es el núcleo 
arcuato (ARH). Está situado inmediatamente por encima de la eminencia media y los 
capilares fenestrados que forman la barrera hematoencefálica (BHE), favoreciendo el 
rápido intercambio de diferentes moléculas y metabolitos con el resto del cuerpo.18   
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En el ARH se hallan dos subpoblaciones neuronales capaces de procesar cambios en las 
concentraciones de nutrientes y de responder al estado energético del organismo 
mediante la expresión del neuropéptido Y (NPY), el péptido relacionado con el agutí 
(AgRP), la proopiomelanocortina (POMC) y la transcripción regulada de cocaína y 
anfetamina (CART). 
 
1.2.1 Neuronas AgRP/NPY 
 
Las neuronas AgRP/NPY son un subtipo neuronal que se caracterizan por expresar las 
moléculas NPY y AgRP.  
 
El NPY es uno de los mayores orexígenos (estimulante del apetito) conocidos hoy en día. 
Su administración intracerebroventricular (ICV) provoca un aumento considerable de la 
ingesta en roedores,19 y las inyecciones repetidas en el núcleo paraventricular derivan 
en hiperfagia y en un aumento del peso y del tejido adiposo sostenido durante la 
duración del experimento.20 Además de un potente inductor de la ingesta, el NPY ha 
demostrado ser un inhibidor de la termogénesis en el tejido adiposo marrón (BAT, del 
inglés brown adipose tissue)) disminuyendo el gasto energético.21,22 Estos dos efectos 
simultáneos favorecen un estado catabólico que deriva en un aumento de los depósitos 
de grasa.23 La concentración del NPY responde a los niveles energéticos del organismo, 
aumentando su expresión en estados de baja energía como el ayuno24 y disminuyendo 
en respuesta a la leptina,25 una hormona indicadora de la cantidad de tejido adiposo en 
el cuerpo.26 
En el caso del AgRP, aunque más tardíos y duraderos,27 sus efectos sobre la ingesta son 
idénticos a los del NPY y está también demostrado que su administración en el tercer 
ventrículo cerebral aumenta la ingesta en roedores.28 Además, su regulación es similar 
a la del NPY,23 por lo que se considera que la acción de los dos neuropéptidos es 
redundante.23,27 
 
1.2.2 Neuronas POMC/CART 
 
Las neuronas POMC/CART son otro subtipo neuronal con efectos en el control de la 
ingesta opuestos a las AgRP/NPY. Se caracterizan por la expresión de POMC y CART. 
 
La relación entre los niveles de CART y la ingesta ha sido bien establecida en diferentes 
estudios. En ratas, se ha comprobado que la administración ICV del péptido o el uso de 
anticuerpos específicos contra CART provoca una disminución de la ingesta en 
roedores.29,30 En el caso de humanos, se han relacionado polimorfismos en el extremo 
5’ del gen que codifica la molécula con una mayor prevalencia de obesidad.31,32 
Por otro lado, se sabe que la POMC se transforma postraduccionalmente generando 
diferentes hormonas de la familia de las melanocortinas como la ɑ y la β-hormona 
estimuladora de melanocitos (ɑ-MSH y β-MSH respectivamente) que tienen 
importantes efectos sobre la ingesta. En modelos animales que carecen de POMC, la 
administración de ɑ-MSH es suficiente para provocar una disminución significativa de la 
ingesta.33 Por otro lado, las mutaciones en la región que codifica la expresión de β-MSH 
se correlacionan con una mayor probabilidad de padecer obesidad.34   
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1.2.3 Metabolismo de ácidos grasos y su papel en la ingesta 
 
Las poblaciones neuronales descritas anteriormente son capaces de responder a 
variaciones en los niveles periféricos de nutrientes como la glucosa o lípidos, y a 
hormonas como la leptina o la insulina, que son interpretadas como un reflejo del 
estado energético del organismo. Un estado de ayuno y su consecuente disminución en 
los niveles de glucosa provocan un aumento en la expresión de los neuropéptidos 
AgRP/NPY y una disminución de los niveles de POMC/CART.35 Así mismo, la ingesta de 
alimentos y el aumento del nivel de glucosa en sangre que se deriva produce el efecto 
contrario.36 
 
Dado que el cerebro obtiene energía principalmente de la glucosa, se pensaba que el 
mecanismo que regía la ingesta obedecía exclusivamente a cambios en la glucemia. No 
fue hasta 2002 que se comenzó a considerar el rol de los ácidos grasos en la modulación 
del apetito tras comprobar que la administración ICV de ácido oleico reducía la ingesta 
en roedores, al tiempo que reducía los niveles de AgRP y aumentaba los niveles de 
POMC.37 
 
Estudios posteriores sugieren que los cambios en el metabolismo de ácidos grasos de 
cadena larga (LCFA, del inglés long-chain fatty acids) en el hipotálamo estan 
relacionados con la expresión de los neuropéptidos AgRP y NPY, modulando así la 
ingesta38,39. Además, se ha visto que la inhibición de la esterificación de estos con 
coenzima A (HCoA) para formar LCFA-CoA provoca desajustes en la regulación de la 
glucosa hepática.40 En caso necesario, los LCFA-CoA son oxidados en la matriz 
mitocondrial, pero dado que no pueden difundir libremente a través de la membrana se 
requiere un mecanismo específico del que forma parte la carnitina palmitoiltransferasa 
1 (CPT1), una enzima de la membrana mitocondrial externa que además regula la 
velocidad del proceso.41 La actividad de esta enzima se ve afectada por los niveles de 
malonil-CoA, un metabolito intermedio de la síntesis de ácidos grasos que es capaz de 
inhibir la CPT1.42 Se ha comprobado que la disminución de la actividad de la CPT1 a nivel 
del hipotálamo provoca un aumento en los niveles de LCFA-CoA y una disminución 
significativa de la ingesta en roedores, producida por la disminución en la expresión de 
los neuropéptidos AgRP/NPY.43–45 
 
También se conoce que la inhibición de la ácido graso sintasa (FAS, del inglés fatty acid 

synthase), la enzima encargada de la síntesis de novo de ácidos grasos a partir de 
malonil-CoA, produce una disminución en la ingesta.46 Se ha propuesto que este efecto 
puede ser causado por el aumento de los niveles de malonil-CoA47 ya que la 
administración central de esta molécula es suficiente para reducir los niveles de 
ingesta.47,48 Del mismo modo, la disminución de los niveles de malonil-CoA a través de 
la sobreexpresión de la malonil-CoA descarboxilasa (MCD) provocan un aumento en la 
ingesta y el peso de los roedores tratados.  
 
Por último, se conoce que niveles energéticos bajos activan la proteína quinasa 
dependiente del AMP (AMPK), que es a su vez inhibidora de la acetil-CoA sintetasa (ACC) 
encargada de la síntesis de malonil-CoA.49 Esto disminuye su concentración 
hipotalámica e incrementa la actividad de la CPT1, resultando en una mayor oxidación 
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de ácidos grasos y una disminución de los niveles de LCFA-CoAs, aumentado el apetito. 
Cuando el organismo recibe nutrientes ocurre el efecto contrario y se produce una 
disminución de la ingesta. En la Figura 2 se resumen estos procesos. 
 

 
Figura 2. A. Durante el ayuno se activa AMPK y se inhibe ACC, disminuyendo los niveles 

de malonil-CoA. La CPT1 y la β-oxidación de ácidos grasos se encuentran más activadas 

y disminuye el nivel de LCFA-CoAs en el citosol. Se observa un aumento de la ingesta. B. 

Cuando los niveles energéticos aumentan, ACC se activa y suben los niveles de malonil-

CoA. Se inhiben CPT1 y la oxidación de los ácidos grasos. Los niveles de LCFA-CoAs en el 

citosol aumentan y el apetito disminuye. 

 
Aunque el mecanismo exacto que rige la modulación de la ingesta no se conoce en 
detalle, está claro que es un mecanismo complejo en el que el malonil-CoA, los LCFA-
CoAs y las enzimas FAS y CPT1 a nivel de hipotálamo modulan la expresión de los 
péptidos que regulan el apetito, participando activamente en el mantenimiento de la 
homeostasis energética. Este hecho convierte a la FAS y la CPT1 en dianas terapéuticas 
para tratar enfermedades relacionadas con desequilibrios energéticos como la 
obesidad.48,50,51 
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1.3 Carnitina palmitoiltransferasa, CPT1 
 
Como se ha mencionado en el apartado anterior, la CPT1 cumple un papel importante 
en la modulación del apetito y la ingesta en modelos animales y en este apartado 
profundizaremos en la naturaleza de la proteína.  
 
1.3.1 Función 
 
A diferencia de los ácidos grasos de cadena corta, los LCFA no pueden atravesar la 
membrana mitocondrial. La CPT1 actúa junto a la carnitina palmitoiltransferasa 2 (CPT2) 
y la carnitina acilcarnitina translocasa (CACT) en un sistema que permite la modificación 
estructural de los LCFA de manera que puedan atravesar la membrana mitocondrial y 
ser β-oxidados para la obtención de energía. El centro activo de la CPT1 está situado en 
el lado citosólico de la membrana externa de la mitocondria. Cataliza la transferencia de 
un grupo acilo de LCFA-CoA desde la coenzima A a la L-carnitina. Normalmente la enzima 
transforma palmitoil-CoA en palmitoil-carnitina (Esquema 1), de ahí su nombre. 
 

 
Esquema 1. Transformación del palmitoil-CoA en palmitoil-carnitina catalizado por la 

CPT1 en la membrana exterior de la mitocondria. 

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

 
Figura 3. La CPT1 convierte el palmitoil-CoA en palmitoil-carnitina para que pueda entrar 

espacio intermembrana. Una vez allí, la CACT la transfiere a la matriz mitocondrial, 

donde la CPT2 revierte la reacción de la CPT1 formando palmitoil-CoA. 
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La primera etapa catalizada por la CPT1 es la limitante de todo el proceso, lo que 
convierte a la CPT1 en la enzima reguladora de la β-oxidación de ácidos grasos.   
 
1.3.2 Isoformas de CPT1 
 
Hasta hoy no se ha podido cristalizar la carnitina palmitoiltransferasa 1 por lo que su 
estructura exacta se desconoce. No obstante, se sabe que existen al menos tres 
isoformas: la CPT1A, CPT1B y CPT1C. Aunque las tres tienen una estructura similar, 
existen pequeñas diferencias entre ellas. Las dos primeras se encuentran en la 
membrana externa mitocondrial en la mayoría de los tejidos en proporción variable; la 
CPT1A se encuentra ampliamente extendida en muchos tejidos especialmente en 
hígado, tejido adiposo blanco, cerebro, etc… y la CPT1B se expresa más en tejidos con 
altas tasas de oxidación de ácidos grasos como el músculo esquelético o el tejido adiposo 
marrón. La CPT1C, la última en ser descubierta, se encuentra sobre todo en el retículo 
endoplasmático. Además, curiosamente, sólo se encuentra en el cerebro y testículos.52 
 
Respecto a su actividad, cabe destacar que la CPT1A tiene una mayor afinidad por la 
carnitina que la CPT1B (KM ≈ 30 µM y 500 µM respectivamente).53,54 A su vez, la isoforma 
B presenta una mayor sensibilidad (unas 30-100 veces mayor) frente al inhibidor 
malonil-CoA.55 Por último, cabe destacar que aunque la CPT1C presenta una secuencia 
similar a las otras isoformas, no está involucrada en la oxidación de ácidos grasos y su 
actividad catalítica es residual.52 No obstante, estudios recientes sugieren que podría 
tener una función relacionada con la monitorización del estado energético del 
organismo56,57 y modelos de animales transgénicos que no expresan esta 17roteína 
(también referidos como KO, del inglés knockout) mostraron una menor ingesta y una 
disminución del peso respecto a los ratones control. Se ha sugerido que el mecanismo 
de la regulación podría deberse a que la CPT1C actúa como tampón de malonil-CoA, 
modulando indirectamente la actividad de la CPT1A.58 
 
1.3.3 Modulación de la actividad de CPT1 
 
Como se ha explicado con más detalle en apartados anteriores, el inhibidor endógeno 
malonil-CoA regula el nivel de actividad de la isoforma CPT1A y es capaz de unirse a la 
CPT1C en el hipotálamo, por lo que ambas isoformas parecen tener un papel importante 
en la regulación de la ingesta.  
Por este motivo, la modulación de la actividad de la CPT1 a través de moléculas 
pequeñas ha sido ampliamente estudiada con el objetivo de comprender su función 
dentro del metabolismo general de la célula, y poder aplicarlo en el tratamiento de 
enfermedades derivadas de la disrupción de la homeostasis energética.59 
 
1.3.3.1 Inhibición de la CPT1 
 
La mayoría de los compuestos descritos como moduladores de la actividad de CPT1 
actúan como inhibidores uniéndose al centro activo de la enzima, aunque algunos pocos 
parecen actuar compitiendo alostéricamente con el centro de unión del malonil-CoA.  
A grandes rasgos se pueden clasificar en dos categorías; ácidos oxirano carboxílicos y 
derivados de acilcarnitinas. 
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1.3.3.1.1 Compuestos basados en la carnitina 

 
La L-carnitina natural (Figura 4, A), sustrato de las CPT, ha sido utilizada como punto de 
partida en la síntesis de derivados con capacidad inhibitoria de la CPT1.60 Un ejemplo 
interesante son las acilcarnitinas sintéticas B y C (Figura 4), moléculas que han mostrado 
capacidad inhibitoria de CPT161 y provocan una disminución en el apetito y el peso de 
los ratones a los que se administra.43 También cabe citar el compuesto C que presenta 
una mayor inhibición de la CPT1A frente a la isoforma B.62 
También se han descrito como inhibidores de CPT1 moléculas con diferentes grupos 
funcionales y estructuras, como el fosfonato tetrahédrico D o el análogo cíclico E (Figura 
4) demostrando cierta versatilidad en el tipo de estructuras que actúan sobre la 
actividad de la enzima. 
 

 
Figura 4. Estructuras químicas de moléculas inhibitorias de la actividad CPT1 con 

estructuras derivadas de acilcarnitinas. 

 
1.3.3.1.2 Ácidos oxirano carboxílicos 

 
Ciertos ácidos oxirano carboxílicos son inhibidores irreversibles que deben ser 
convertidos en sus derivados CoA para ser activos, cosa que ocurre de manera 
espontánea en condiciones fisiológicas.63 
Todas las moléculas dentro de esta categoría estudiadas hasta la fecha presentan un 
estereocentro en la posición C2, siendo el enantiómero R el más activo. El ejemplo más 
representativo es el etomoxir (Figura 5), cuya forma activa es el etomoxir-CoA (Figura 
5). Ha sido ampliamente utilizado en estudios sobre la inhibición de la β-oxidación de 
ácidos grasos64,65 y su administración central provoca una disminución de la ingesta en 
modelos animales.66  
La mayoría de estos compuestos no son selectivos en la inhibición de las isoformas A y 
B, a excepción del dinitrofenil-etomoxir (Figura 5), que es mucho más inhibidor de la 
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CPT1A. No obstante, se ha postulado que esta diferencia se debería a la mayor facilidad 
del hígado frente al músculo para formar su derivado CoA y no a una mayor afinidad por 
la isoforma A.67 
 

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

etomoxir. 

 
1.3.3.1.3 Otros inhibidores 

 
También existen moléculas sintéticas como el β-cetoácido aromático RO-25-0187 
(Figura 6) que son capaces de discriminar entre las isoformas de la enzima, presentando 
mayor inhibición sobre la CPT1B respecto a la CPT1A. Este hecho puede relacionarse con 
la mayor sensibilidad de la isoforma B frente al malonil-CoA68 (Figura 6), cuya estructura 
parece mimetizarse en el inhibidor sintético. 
 

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

 
1.3.3.2 Activación de la CPT1 
 
Como se ha mencionado anteriormente, la mayoría de los compuestos descubiertos que 
actúan como moduladores de la actividad de CPT1 son inhibidores. Sin embargo, se han 
descrito algunas moléculas con capacidad de activación de la enzima como la genisteína 

(Figura 7), una isoflavona de la soja que suministrada junto a la L-carnitina parece 
aumentar la actividad de CPT1.69No obstante, el mecanismo de la activación de la CPT1 
parece deberse al aumento de factores de transcripción que afectan a la expresión de 
la enzima y no por interacción directa con la proteína.70 Más recientemente se ha 
sugerido que la baicalina (Figura 7), un flavonoide natural, podría activar directamente 
la CPT1 hepática mejorando la esteatosis hepática asociada a la obesidad inducida por 
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la dieta.71 De confirmarse el resultado, se trataría del primer caso descrito de una 
molécula con capacidad de activar la CPT1 por interacción directa.  
 

 
 
Figura 7. Estructuras químicas de la baicalina y la genisteína, compuestos descritos como 

activadores de la CPT1. 

 
Mención especial merece el caso del ácido 4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-
carboxílico (conocido como C75, Figura 8). Se trata de una molécula con dos 
estereocentros que fue descrita por primera vez por Kuhajda y col. Como un inhibidor 
sintético de FAS.72 Este nuevo compuesto presentaba la capacidad de disminuir la 
ingesta y el peso de roedores, y se postuló que su efecto ocurría a través de la activación 
de la CPT1 en el hipotálamo.73 Años más tarde, nuestro grupo descubrió que en 
condiciones fisiológicas el C75 se transforma en C75-CoA, una especie que actúa como 
un inhibidor muy potente de la actividad de CPT1. 63 
 

 
 
Figura 8. Estructura química de los 4 estereoisómeros del C75. 

 
Esta molécula, por ser el eje central de la tesis, será discutida con mayor detalle en 
apartados posteriores. 
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1.4 Cáncer 
 
En condiciones normales, las células de un organismo se dividen de manera 
meticulosamente regulada en respuesta a las necesidades biológicas y mueren cuando 
se dañan o han cumplido su función. No obstante, este proceso natural puede alterarse 
dando lugar al cáncer, donde células anormales o dañadas crecen sin control. Además, 
en algunos casos estas células pueden diseminarse a tejidos vecinos o lejanos dentro del 
mismo organismo en un proceso conocido como metástasis.74 
 
Según la organización mundial de la salud en el año 2020 casi 20 millones de personas 
fueron diagnosticadas con cáncer y casi 10 millones fallecieron a causa de la enfermedad.  
Encabezando la lista de nuevos diagnósticos se encuentran el cáncer de pulmón (11,7 %) 
y el de mama (11,4 %),75 pero la lista de cánceres con una incidencia anual de por encima 
de los 40.000 casos llega hasta 13 tipos según datos del National Cancer Institute de los 
EE.UU.76 Asimismo, se estima que para el 2040 los nuevos casos aumenten un 50%, lo 
que implicaría más de 30 millones de nuevos diagnósticos anuales. 
 
La base de la enfermedad es de origen genético,74 aunque se postula que solo el 5-10% 
de los cánceres se deben a factores heredados. El 90-95% de los casos restantes se 
deben a mutaciones en el genoma causados por factores ambientales como las 
infecciones, la contaminación o el estilo de vida.77Es conocido que la exposición a 
algunas sustancias aumenta el riesgo de aparición de cáncer.78–80 El tabaco, por ejemplo, 
es causante de un tercio de todos los cánceres de pulmón diagnosticados en los países 
desarrollados.81 Por otro lado, la dieta, el sedentarismo y la obesidad, que son cada vez 
más frecuentes en países desarrollados, se relacionan estrechamente con la aparición 
de cáncer.77,82,83 
 
Para que una célula se convierta en cancerosa debe tener una seria de características 
que resumieron Hanahan y Weinberg en un trabajo publicado en 2011: 84 
 

• Mantenimiento de las señales proliferativas 
• Evasión de los supresores del crecimiento 
• Activación la inmortalidad en inmortalidad replicativa 
• Inducir la vascularización del nuevo tejido formado (angiogénesis) 
• Resistir la muerte celular 
• Reprogramación metabólica 

 
En esta tesis nos centraremos en los efectos de la reprogramación metabólica y más 
concretamente en el papel de los lípidos en la célula cancerosa. 
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1.4.1 Reprogramación metabólica en la célula cancerosa 
 
Para que una célula cancerosa pueda mantener la inusual tasa de división celular 
requiere grandes cantidades de energía, que a nivel de biología molecular se encuentra 
en almacenada mayoritariamente en forma de adenosín trifosfato (ATP). La obtención 
de esta molécula a nivel celular proviene de dos rutas metabólicas diferentes; la glicolisis 
y el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (o ciclo de Krebbs). En la primera, la célula obtiene 
2 moléculas de ATP por cada molécula de glucosa que oxida a piruvato.  En la segunda, 
el piruvato es oxidado totalmente a CO2 donde el aceptor receptor final de los 
electrones es el O2. La mitocondria acopla el potencial reductor de la cadena de 
transporte de electrones con la biosíntesis de ATP mediante un gradiente 
electroquímico, obteniéndose de esta manera 36 moléculas de ATP por cada una de 
glucosa. En condiciones bajas de oxígeno molecular, como en los músculos tras el 
ejercicio intenso, la célula redirige el piruvato formado en el citosol para oxidarlo a 
lactato sin requerir oxígeno. Esta ruta proporciona solo 2 moléculas de ATP, pero se 
obtienen 2 de NAD+, generando poder oxidativo en la célula para poder sostener la 
glucólisis y mantener los niveles de energía sin requerir oxígeno, aunque de manera 
menos eficaz. 
 
Hace cerca un siglo, Warburg descubrió que las células cancerosas en presencia de 
suficientes nutrientes captan cantidades mayores de glucosa y la oxidan a lactato incluso 
en condiciones de suficiencia de oxígeno.85 El mismo Warburg postuló que esto podía 
ser debido al desarrollo de mitocondrias dañadas en el cáncer.86 No obstante, hoy en 
día diversos estudios avalan el correcto funcionamiento de estas en la mayoría de los 
cánceres.87–89 La explicación más aceptada para este hecho, que a priori puede parecer 
contraintuitivo por la baja eficacia de generación de ATP, es que permite a la célula 
cancerosa disponer de metabolitos con enlaces carbono-carbono en lugar de oxidarlos 
a CO2, disponiendo así de una mayor de biomasa para la síntesis de biomoléculas 
necesarias para el mantenimiento de la alta tasa de proliferación celular,90  tal y como 
se muestra en la Figura 9. 

 
Figura 9. Resumen del efecto Warburg. Izquierda. Células cancerígenas emplean la 

glucosa para la obtención de energía y biomasa permitiendo el rápido crecimiento del 

tumor en presencia de señales de proliferación. Derecha. Las células sanas del mismo 

tejido oxidan la glucosa totalmente para la obtención de energía. 
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El estudio del metabolismo de la glucosa en el cáncer ha permitido el desarrollo de 
nuevas terapias91 y el diagnóstico por tomografía de emisión de positrones. No obstante, 
publicaciones recientes sugieren que la contribución de la glucosa a la síntesis de ATP 
solo es significativa en cultivos donde esta es la única fuente de carbono92,93 y que la 
obtención de energía ocurre principalmente a partir de los ácidos grasos.94 
 
1.4.2 Papel de los lípidos en la célula cancerosa 
 
Los lípidos son moléculas imprescindibles para el correcto funcionamiento de cualquier 
tipo de célula95 tanto por su función estructural como en el almacenamiento de energía 
o en tareas de señalización celular. La biosíntesis de ácidos grasos, FA (del inglés fatty 

acids), en mamíferos sanos tiene lugar principalmente en el tejido adiposo, hígado y, en 
hembras, en el tejido mamario.96 No obstante, a principios de los años 50 se publicó un 
estudio en el que se demostraba que diferentes tipos de cáncer tienen una capacidad 
de síntesis de novo de FA equiparable a la del hígado. Además, en el mismo estudio se 
concluyó que, aunque las células cancerígenas obtienen FA de otros tejidos, la 
biosíntesis endógena facilita la mayoría de la cantidad necesaria para la rápida 
proliferación del tumor.97 
 
Diferentes estudios resaltan la importancia de los FA para el avance de la enfermedad. 
Por ejemplo, son necesarios para la construcción de la membrana celular, y se ha 
comprobado que en el caso del cáncer la síntesis de novo favorece un mayor porcentaje 
de ácidos grasos saturados y monoinsaturados que podrían tener un papel protector 
frente al daño oxidativo.98 Son también necesarios para la señalización molecular que 
permite la activación de factores de crecimiento, proliferación celular y migración.99 
Además, existen indicios que relacionan los FA con la angiogénesis, ya que la inhibición 
de la proteína encargada de su síntesis reduce la metástasis tumoral.100 
 
La obtención de ácidos grasos saturados tiene lugar en el citosol mediante 7 ciclos 
consecutivos que dan lugar al ácido palmítico de 16 carbonos. Las enzimas encargadas 
de la catálisis del proceso se encuentran en la proteína FAS, mencionada con 
anterioridad en el apartado 1.2.3.  
 

1.5 Ácido graso sintasa, FAS 
 
1.5.1 Función y estructura 
 
Como ya se ha mencionado anteriormente, la ácido graso sintasa (FAS, del inglés fatty 

acid synthase) es la única proteína capaz de realizar la síntesis de novo de ácidos grasos 
de cadena larga, y en particular del palmitato. Se necesitan 16 carbonos para la 
biosíntesis del ácido graso, de los cuales los dos primeros provienen del acetil-CoA y los 
otros de 7 unidades de malonil-CoA. La estequiometría global es la siguiente:  
 

 
 

Palmitato + 7 CO2 + 14 NADP+ 
+ 8 CoA-SH + 6 H2O

Acetil-CoA + 7 Malonyl-CoA 
+ 14 NADPH + 14 H+
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Con algo más de detalle, la síntesis consta de 6 reacciones: 
 

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

2. Condensación: El grupo acetilo unido a la KS, que cataliza este paso, reacciona 
con el carbono 2 del malonil-ACP mediante una condensación de Claisen 
liberando una molécula de CO2 en el proceso (Esquema 2, III). 

 
3. 1ª Reducción: La cetona es reducida a alcohol por la β-cetoacil reductasa (KR) 

consumiendo una unidad de NADPH para formar el alcohol correspondiente 
(Esquema 2, IV). 

 
4. Deshidratación: La β-hidroxiacil deshitratasa (DH) cataliza la eliminación del 

alcohol generando un doble enlace (Esquema 2, V). 
 

5. 2ª Reducción: El doble enlace generado es reducido por la enoil-ACP reductasa 
(ER) donde el NADPH es de nuevo el reductor (Esquema 2, VI). 

 
6. Finalización: En caso de tratarse de ciclos intermedios se produce la 

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

 
Esquema 2. Conjunto de reacciones que dan lugar a la formación del ácido palmítico 

catalizada por la FAS. ACP: Proteina transportadora de acilos. AT: Acetil-CoA-ACP 

transacilasa. MAT: Acetil-CoA-ACP transferasa. KS: β-acetil-ACP sintasa. KR: β-cetoacil 

reductasa. DH: β-hidroxiacil deshitratasa. ER: Enoil-ACP reductasa. TE: Palmitoil 

tioesterasa. 
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La proteína existe en dos formas en la naturaleza conocidas como FAS tipo I y tipo II. La 
FAS tipo I se encuentra en eucariotas y plantas, consiste en dos subunidades diferentes 
de unos 185 y 180 kDa que forman un complejo de tipo ɑ6β6. En el caso de la FAS tipo II, 
correspondiente a eucariotas, se pensaba que consistía también en un complejo 
heterodimérico, pero cuando se realizó la electroforesis de la proteína en condiciones 
no proteolíticas se descubrió que se trataba de un homodímero de dos cadenas 
peptídicas idénticas de unos 250 kDa cada una.  
 
1.5.2 Regulación de la síntesis de FA 
 
Como ya se citó en el apartado 1.4.2, la síntesis de novo de los ácidos grasos juega un 
rol fundamental en la supervivencia y proliferación de la célula cancerosa. Esto ha 
contribuido al interés por estudiar la regulación de la actividad de la FAS, enzima clave 
en la síntesis, y la alteración de esta como una posible diana terapéutica para combatir 
el cáncer.101 
 
1.5.2.1 Expresión de la FAS y su papel en el cáncer 
 
En mamíferos, la síntesis de ácidos grasos parece estar mediada por la ingesta y 
estimulación hormonal a través de la transcripción de las proteínas de unión al elemento 
regulador de esteroides (SREBP).102–104 Las SREBP son unos factores de transcripción, 
codificados por los genes SREBP1 y SERPBP2, que se encuentran unidos a la membrana 
nuclear y al retículo endoplasmático. Ante la disminución de los niveles citosólicos de 
ácidos grasos, se produce la escisión de la proteína generando un residuo N-terminal 
soluble en agua que es traslocado al núcleo de la célula donde activa la transcripción de 
genes codificantes de proteínas lipogénicas, entre las que se encuentra la FAS.105 
 
La regulación de la expresión de la FAS en las células cancerígenas sigue vías similares a 
las células normales y puede ser independiente de factores nutricionales.101 Por otra 
parte, son numerosos los tipos de cáncer (mama, próstata, ovarios, tiroides…) donde se 
encuentra sobreexpresada. 
 
Se ha comprobado que el silenciamiento de la enzima mediante RNA de interferencia 
induce la apoptosis en células de próstata sin afectar a células sanas106 y que la inhibición 
farmacológica de la enzima también provoca la apoptosis en la línea celular MCF-7, 
correspondiente al cáncer de mama.107,108 
 
Profundizando en los efectos metabólicos producidos por la inhibición de la FAS dentro 
de la célula cancerosa, encontramos diferentes vías afectadas:109 
 

• Inhibición de la síntesis de fosfolípidos que afecta a la capacidad de generación 
de membranas celulares para la división celular y a los microdominios necesarios 
para el correcto funcionamiento del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), y 
el receptor de estrógenos (ERBB2). 
 

• La replicación del ADN se ve afectada sin los fosfolípidos requeridos, deteniendo 
el ciclo celular de la célula cancerosa. 
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• Aumento en los niveles de malonil-CoA que disminuyen la β-oxidación de ácidos 

grasos y la síntesis de ATP. Además, provoca un aumento en la síntesis de 
ceramidas que pueden inducir la expresión de genes relacionados con la 
apoptosis celular. 
 

• Regulación a la baja de proteína quinasa B (Akt) que puede provocar apoptosis 
en las células por su inhibición de proteínas que evitan la muerte celular 
programada. 
 

• Disrupción del ciclo celular mediado por la proteína supresora de tumores p53, 
que responde al estrés metabólico causado por la inhibición de la FAS, y actúa 
induciendo la apoptosis celular o la detención del ciclo celular. 

 
El impacto significativo que tiene la inhibición de FAS en células cancerígenas pone de 
manifiesto la importancia de desarrollar moléculas que sean capaces de reducir su 
actividad con el fin de obtener nuevos agentes quimioterapéuticos. 
 
1.5.2.2 Inhibición de la FAS 
 
Desde el descubrimiento del papel que juega la FAS en el cáncer, muchos grupos de 
investigación han centrado sus esfuerzos en la síntesis y caracterización de la actividad 
biológica de diferentes inhibidores de la proteína. En este apartado estudiaremos con 
más detalle algunos de los más relevantes. 
 
1.5.2.2.1 Cerulenina 

 
La (2R,3S,E,E)-2,3-epoxi-4-oxo-7,10-dodecadienamida, más conocida como cerulenina, 
fue el primer inhibidor de la FAS descrito110 (Figura 10). Se trata de un producto natural 
aislado del Cephalosporum caerulens y presenta propiedades antibióticas ya que es 
capaz de inhibir tanto la FAS tipo I como la tipo II.111 El mecanismo de inhibición es por 
apertura irreversible del epóxido de su estructura por un residuo de cisteína presente 
en el centro activo del dominio KS de la proteína.112 La cerulenina ha mostrado su 
eficacia en la inhibición de la división celular en diferentes líneas de cáncer y es también 
capaz de suprimir la metástasis en modelos murinos y en humanos tanto por sí mismo 
como en combinación con otros fármacos, potenciándose su efecto.113–118  
 

 
Figura 10. Estructura química de la cerulenina. 

 
No obstante, la presencia del epóxido limita las propiedades terapéuticas del compuesto, 
ya que la alta reactividad química del grupo funcional conlleva una falta de estabilidad 
del compuesto en condiciones fisiológicas y una probable falta de selectividad en las 
enzimas que inhibe.119 
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1.5.2.2.2 (5R)-tiolactomicina y derivados 

 
La (5R)-tiolactomicina (Figura 11) fue descrita por primera vez en el 1982120 como un 
antibiótico con capacidades inhibitorias de la FAS tipo I, pero con poca eficacia frente al 
tipo II.121 No obstante, modificaciones posteriores en la estructura han permitido 
obtener derivados con buena actividad inhibitoria frente a la FAS tipo II presente en 
mamíferos. Tal es el caso del compuesto C247122 (Figura 11) que demostró ser efectivo 
en el tratamiento del cáncer de mama sin provocar efectos secundarios como la 
disminución del peso.123 
 

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

 
1.5.2.2.3 Orlistat 

 
El orlistat (Figura 12) es un fármaco aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) 
derivado del compuesto natural lipstatina (Figura 12) para el tratamiento de la obesidad. 
La molécula es capaz de inhibir las lipasas gástricas y pancreáticas impidiendo la 
hidrólisis de los triglicéridos y, por ende, la absorción de ácidos grasos.124 
Posteriormente se comprobó que el fármaco también presentaba acción inhibitoria de 
la FAS125 por unión al dominio tioesterasa (TE) que libera el palmitato de la enzima en el 
último paso de la biosíntesis.  
 

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

Múltiples estudios avalan la capacidad terapéutica del orlistat inhibiendo el crecimiento 
en diferentes líneas celulares cancerígenas de próstata, mama, ovario o endometrio.126 
Además, se ha empleado con éxito en modelos in vivo provocando la reducción de 
tumores sólidos.125,127 
En 2009 se publicó un estudio proteómico de las todas las posibles dianas enzimáticas 
del orlistat128 resultando que afectaba 7 proteínas diferentes, de las cuales algunas están 
relacionadas con el cáncer como la β-tubulina. No obstante, se ha sugerido que este 
efecto es indirecto, ya que la β-tubulina es modificada postraduccionalmente con el 
ácido palmítico, producto de la FAS, y la inhibición de la enzima produce una disrupción 
de la estabilidad de las estructuras tubulares.129 A pesar de la actividad antitumoral del 
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compuesto, su baja biodisponibilidad por vía oral es una seria limitación para su uso en 
pacientes con cáncer.130  
 
1.5.2.2.4 Flavonoides 

 
El (–)-galato de epigalocatequina (Figura 13, F) y el (–)-galato de epicatequina (Figura 13, 
G), aislados del té verde, fueron los primeros compuestos de tipo polifenólico que 
demostraron ser activos en la inhibición de la FAS mediante su unión al dominio cetoacil 
sintasa (KS) de la proteína.131 Basándose en este tipo de estructuras se ha conseguido 
preparar un derivado sintético (Figura 13, H) con una actividad muy superior a la del (–)-
galato de epigalocatequina frente a la línea celular SkBr3 de cáncer de mama.  

 
Figura 13. Estructuras de los flavonoides naturales activos contra FAS (F, G) y del 

derivado sintético (H) con una mayor capacidad inhibitoria. 

 
A pesar de la potencial actividad terapéutica de los compuestos, ningún flavonoide se 
encuentra en ensayos clínicos como tratamiento para el cáncer.  
 
1.5.2.2.5 TVB-2640 

 
La empresa Sagimet Biosciences, antes conocida como 3-V Biosciences, presentó en 
2012 la molécula TVB-2640 (Figura 14) como un nuevo inhibidor sintético de FAS y 
posible fármaco contra la esteatosis hepática no alcohólica.132 
 

 
Figura 14. Estructura del TVB-2640. 

 
Se trata de un inhibidor reversible y selectivo de la enzima,133 que además tiene 
características farmacocinéticas óptimas como su alta biodisponibilidad tras la 
administración oral.134 El compuesto actúa sobre el dominio de la cetoacetil sintasa135 
(KS) y actualmente se encuentra en fase II de estudios clínicos con pacientes, siendo el 
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primer inhibidor de FAS que está siendo estudiado en humanos como agente 
quimioterapéutico.134,136,137 
 
1.5.2.2.6 C75 y derivados 

 
El C75, mencionado anteriormente (ver apartado 1.3.3.2) fue inicialmente descrito 
como un inhibidor de la FAS.138 Es capaz de interactuar con dicha proteína en diferentes 
dominios, específicamente los dominios KS, ER y TE.139 Además, ha mostrado capacidad 
de inhibición del crecimiento en líneas celulares cancerígenas y en modelos xenograft.140 
No obstante, estudios in vivo con el C75 mostraron efectos adversos como la reducción 
del apetito y un acentuado descenso de peso en roedores debido a su capacidad de 
inhibición de la CPT1,46,141 así como por causar malestar y diarrea en los animales 
tratados.142 Más tarde nuestro grupo mostró que la actividad inhibitoria de la FAS 
corresponde al enantiómero (–)-C75 y que dicho isómero no tiene apenas efectos sobre 
la ingesta.143 Teniendo en cuenta estos precedentes nuestro grupo pudo sintetizar el 
análogo (–)-UB006 (Figura 15).  
 

 
Figura 15. Estructura química del isómero (–)-C75 y del derivado (–)-UB006. 

 
Se trata de un derivado con mayor capacidad de inhibición de la FAS, que además ha 
demostrado frenar el crecimiento de diferentes líneas celulares cancerígenas como 
OVCAR3 o MCF-7, de ovario y mama respectivamente, sin presentar efectos sobre la 
ingesta en modelos animales.144  Estas moléculas serán objeto de estudio en más detalle 
en el siguiente apartado, por ser el eje central de la presente tesis. 
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1.6 C75 
 
El ácido trans-4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-carboxílico (Figura 16), más 
conocido como C75, es una ɑ-metileno-γ-butirolactona que fue descrita por primera vez 
por Kuhajda et al. como un inhibidor sintético de la FAS con un mecanismo de acción 
análogo al de la cerulenina.72 Su estructura presenta una clara similitud estructural con 
los ácidos paracónicos (Figura 16), que son un tipo de compuestos naturales que 
presentan diferentes actividades biológicas. 
 

 
Figura 16. Estructura química del (±)-C75 y del (±)-ácido paracónico con el que guarda 

una similitud estructural. 

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

 
Figura 17. Estructuras químicas de la cerulenina y C75. En azul la cadena carbonada de 

igual longitud, en rojo la presencia de dos grupos carbonilo y remarcado con un círculo 

la parte electrofílica de la molécula. 

 
Como se ha mencionado anteriormente, el C75 parece actuar sobre diferentes dominios 
de la FAS, concretamente los dominios de la β-cetoacil sintasa (KS), enoil reductasa (ER) 
y la tioesterasa (TE).139 Comparativamente, la actividad de la cerulelina se debe 
exclusivamente a su interacción con la KS. El mecanismo de acción del C75 sobre el 
centro activo de la KS parece ocurrir a través de la reacción irreversible entre un residuo 
de cisteína de la enzima y el doble enlace en una reacción conocida como adición de 
Michael145 (Esquema 3).  
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Esquema 3. Mecanismo de reacción del residuo de cisteína del dominio KS con el C75. En 

rojo se destaca el nuevo enlace covalente formado entre el inhibidor y la enzima. 

 
Ya en el artículo original donde se describe la molécula se mencionan sus propiedades 
anticancerígenas sobre la línea celular SkBr3 de cáncer de mama, caracterizada por una 
elevada expresión de la FAS.72 Estudios posteriores avalan su capacidad para reducir el 
crecimiento celular de diferentes tipos de cáncer como mama, próstata u ovario,146–148 
y más recientemente se está estudiando el uso del inhibidor como un agente 
sensibilizante frente a iones en radioterapia de cáncer de próstata.149 
 
A pesar de su capacidad anticancerígena, el uso del C75 en modelos in vivo mostraba 
una disminución en la ingesta y un descenso del peso de los animales asociado a su 
capacidad inhibitoria de la CPT1 hipotalámica, como se ha mencionado 
anteriormente.46,141 
 
1.6.1.2 Inhibidor del apetito 
 
Paralelamente al descubrimiento de las propiedades antitumorales del C75, se 
descubrió su efecto anorexigénico. Este efecto indeseado que a priori lo descartaba 
como posible fármaco contra el cáncer, supuso una oportunidad para el tratamiento de 
la obesidad. 
En el primer trabajo publicado sobre el efecto de la molécula sobre la ingesta se 
administró a los roedores diferentes dosis de C75 por vía intraperitoneal (IP). Los 
autores describen una reducción en la ingesta del 90% durante las 24 h posteriores a la 
inyección y una marcada disminución del peso, ambas de manera dosis-dependiente. 
Asimismo, reportan la reversibilidad de los efectos tras interrumpir el tratamiento.46 
 
Cuando se comparan los efectos de la molécula en modelos de ratones obesos (ob/ob) 
con ratones control se encuentran dos grandes diferencias: El modelo de obesidad 
responde mejor a la inhibición de la ingesta (reducción del 90% frente al 50%), y solo los 
ratones en normopeso generan resistencia al compuesto tras 2-5 días de administración 
continua. Además, la interrupción del tratamiento parece generar un efecto rebote en 
la ingesta de los animales control.150 
 
Cuando el compuesto se administra por via intracerebroventricular también se observa 
una disminución del peso y la ingesta de los roedores, sugiriendo que el compuesto 
actúa a nivel del sistema nervioso central.151 Esta hipótesis está respaldada por el hecho 
de que ratones tratados con C75 muestran una reducción en los niveles de los péptidos 
orexigénicos AgRP/NPY, incluso por debajo de los niveles en ratones alimentados, y un 
aumento de la concentración de los neuropéptidos anorexigénicos POMC/CART a nivel 
del hipotálamo. 46,152 
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La inhibición hipotalámica de la CPT1 por el C75 tiene también efectos a nivel sistémico 
y provoca un aumento del gasto energético. Se ha comprobado que esto ocurre por 
cambios en la expresión génica de tejidos periféricos como el BAT y el músculo 
esquelético, donde aumenta la expresión de la termogenina (UCP, del inglés uncoupling 

protein) y la oxidación de ácidos grasos.153,154La UCP es la proteína responsable de la 
termogénesis no asociada al temblor y actúa desacoplando la cadena respiratoria de las 
mitocondrias. Es capaz de permeabilizar la membrana interna mitocondrial permitiendo 
que los protones vuelvan a la matriz generando calor en el proceso. 
 
Por otro lado, la administración central del C75 aumenta los niveles de CPT1 y reduce la 
expresión de proteínas involucradas en la lipogénesis a nivel hepático.155 Originalmente 
se atribuyó al C75 la activación de la CPT1156 y la hipótesis fue generalmente 
aceptada,157,158 pero teniendo en cuenta que es capaz de aumentar los niveles de 
malonil-CoA por inhibición de la FAS, y que esto debería reducir la actividad de CPT1, su 
rol como activador parece contraintuitivo. Además, en 2005 se descubrió que la 
administración i.p. en roedores provocaba una disminución en la ingesta sin inhibir la 
FAS hipotalámica.159 Poco después, nuestro grupo resolvió esta aparente contradicción 
al comprobar que el C75 en sí, carece de actividad biológica respecto a la CPT1 y que la 
forma activa del compuesto es su aducto con la coenzima A, el C75-CoA160 (Figura 18). 
 

 
Figura 18. Estructura del C75-CoA, responsable de la actividad inhibitoria de la CPT1. En 

rojo se destaca la parte correspondiente al C75. 

 
Se ha demostrado la presencia de C75-CoA por HPLC/MS en extractos hipotalámicos tras 
la inyección central de C75, lo que demuestra que el compuesto se forma de manera 
espontánea en el hipotálamo.63 El mecanismo probable es la adición conjugada al doble 
enlace por el grupo -SH de la coenzima A (Esquema 4). La rápida formación de C75-CoA 
en el hipotálamo explicaría que no disminuya la actividad de la FAS en esta región del 
cerebro tras su administración, ya que el C75-CoA no dispone del doble enlace exocíclico 
necesario para su unión a la proteína. 
 

 
Esquema 4. Mecanismo de reacción de la coenzima A con el C75 para formar el C75-CoA. 
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En 2013 nuestro grupo demostró que el efecto sobre la ingesta se debe exclusivamente 
al isómero (+)-C75, y la capacidad inhibitoria de la FAS corresponde al (–)-C75.143 Este 
hecho será objeto de una discusión más extensa en apartados posteriores. 
 
1.6.2 Relación entre la estructura y la actividad del C75 
 
Desde el punto de vista estructural, el C75 se caracteriza por: i) ser una γ-butirolactona 
ii) poseer un doble enlace exocíclico en alfa, y la presencia de iii) una cadena alifática 
carbonada y iv) un ácido carboxílico (Figura 19). 

 
Figura 19. Estructura química del C75 donde se resalta γ-butirolactona (en rojo) y los 3 

grupos funcionales presentes en la molécula. 

 
1.6.2.1 Diferencias en la actividad de los isómeros 
 
Atendiendo a la estereoquímica, la molécula puede presentar 4 isómeros. Dos con 
configuración trans respecto al ácido y la cadena alifática, y dos cis (Figura 20). De ahora 
en adelante, para mayor simplicidad y facilitar la lectura de la tesis, nos referiremos a 
los isómeros trans como C75 y a los isómeros cis como cis-C75. 
 

 
Figura 20. Estructura de los 4 isómeros del C75. 

 
Actualmente conocemos que la mezcla racémica de la forma trans del C75 presenta una 
mayor actividad biológica respecto a la inhibición de la FAS y la CPT1. Esto se debe a que 
el doble enlace exocíclico del isómero cis-C75 isomeriza fácilmente al compuesto (±)-
MLC22 (Figura 21) que carece de actividad. Estudios realizados por nuestro grupo 
demostraron que esta isomerización es tan rápida que la administración ICV del cis-C75 
no inhibe la ingesta. Por otra parte, no se pudo detectar la presencia de cis-C75-CoA en 
el hipotálamo. Es por ello por lo que los estudios se centrarán en la configuración trans 
de la lactona. 
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Figura 21. Estructura química del derivado (±)-MLC2 con el doble enlace endocíclico. 

Inactivo frente a la inhibición de FAS y CPT1, desarrollado por K. Makowski. 

 
Por otro lado, nuestro grupo realizó la síntesis química estereoselectiva del C75 
obteniendo los los compuestos ópticamente puros (+)-C75 y (–)-C75. El estudio de los in 

vitro diferentes isómeros descubrió que la inhibición de CPT1 se debe al derivado -CoA 
del enantiómero (+)-C75, mientras que la inhibición de la FAS corresponde al (–)-C75.  
Además, se comprobó que el (+)-C75 era un excelente supresor de la ingesta en ratas y 
el (–)-C75 presentaba actividad antitumoral en ensayos con la línea celular SkBr3 de 
cáncer de mama (Esquema 5).  
 

 
Esquema 5. Representación de los isómeros del C75 y el aducto (+)-C75-CoA y sus 

diferentes efectos biológicos. 

 
1.6.2.2 Estudio de la funcionalización de la molécula 
 
Por lo que se refiere al resto de grupos funcionales de la molécula, nuestro grupo realizó 
la síntesis de diferentes derivados modificando los grupos funcionales, lo que ha 
permitido profundizar en el conocimiento de la relación entre la estructura y la actividad 
biológica del C75.161 

 
1.6.2.2.1 Papel del metileno exocíclico  

 
La ausencia de un grupo funcional en la posición ɑ respecto al carbonilo de la lactona, 
como en el caso del (±)-MLC1, implica la pérdida de la actividad biológica del compuesto. 
El mismo resultado se obtiene al reducir el doble enlace a un grupo metilo como en el 
compuesto (±)-C273. La posición de la insaturación es relevante también para la 
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actividad de la lactona, pues la isomerización del C75 al (±)-MLC2 conduce también a un 
derivado sin efectos biológicos (Figura 22).161,162 
 

 
 
Figura 22. Estructura química de derivados de C75 sintetizados que no contienen un 

doble enlace exocíclico contiguo al grupo carbonilo y que carecen de actividad biológica 

 
Estos resultados demuestran la necesidad del doble metileno para la actividad biológica 
del C75. Desde un punto de vista mecanístico, este grupo funcional es necesario ya sea 
para unirse al residuo de cisteína de la FAS (Esquema 3) o para formar el aducto C75-
CoA (Esquema 4), responsable de la inhibición de la CPT1. 
 
1.6.2.2.2 Papel del grupo carboxílico 

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

 
Figura 23. Estructura química de derivados de C75 sin un grupo ácido carboxílico en la 

posición β de la lactona. 

 
Los primeros compuestos sin ácido carboxílico sintetizados fueron el (±)-UB006 y su 
isómero cis-(±)-UB006 por reducción directa del C75 y del cis-C75. Pudo comprobarse 
que su actividad inhibitoria de CPT1 disminuyó enormemente respecto al C75. A partir 
del (±)-UB006 se sintetizaron dos derivados mediante la funcionalización del ácido 
carboxílico, obteniéndose los compuestos (±)-UB079 y (±)-UB001. La estrategia del 
diseño de estos dos inhibidores viene del estudio de docking realizado con el C75-CoA y 
la CPT1. El carácter predictivo de este modelo, aunque limitado, permite obtener un 
conocimiento aproximado sobre la interacción entre el inhibidor y la enzima (Figura 24). 
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Figura 24. 1. Predicción del docking del C75-CoA con la CPT1A. Se puede apreciar la 

interacción entre el grupo carboxílico ácido y el espacio destinado a la carnitina. 2. 
Similitud en la estructura y orientación espacial entre el malonil-CoA y el C75-CoA, 

orientando el grupo carbonilo de manera similar a la carnitina. Figura editada del 

artículo original de Paula Mera y col.
63

 

 
Los cálculos sugieren que el ácido carboxílico del C75-CoA se encuentra ocupando el 
lugar destinado a la L-carnitina en el centro activo de la enzima, tal y como ocurre con 
el malonil-CoA, impidiendo la reacción. También se aprecia que el espacio para la 
interacción entre el inhibidor y la CPT1 es lo suficientemente grande como para albergar 
grupos más voluminosos, por lo que se decidió acoplar el (±)-UB006 con dos estructuras 
que se conoce que tienen una fuerte interacción con la enzima; la L-carnitina y el ácido 
malónico (Figura 25), obteniéndose así los derivados (±)-UB079 y (±)-UB001 
respectivamente. 
 

 
 
Figura 25. Estructura química de los inhibidores (±)-UB079 y (±)-UB001 donde se destaca, 

en rojo, la parte estructural correspondiente a dos estructuras cuya interacción con la 

enzima está demostrada; la L-carnitina y el ácido malónico, cuya forma -CoA es un 

inhibidor natural de la CPT1. 

 
Cuando se realizaron los ensayos enzimáticos con las formas -CoA de los compuestos se 
encontró que su capacidad inhibitoria de la CPT1 era inferior a la del C75. Estos 
resultados se resumen en la Tabla 1: 
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Tabla 1. Derivados de C75 sin ácido carboxílico en la posición β y los valores de IC50 de 

sus aductos -CoA para la inhibición in vitro de CPT1A.
161

 

 
Compuesto IC50 de la forma -CoA (µM) 

(±)-C75 1,1 ± 0,36 
(±)-UB006 ∼10 

cis-(±)-UB006 >50 
(±)-UB079 >50 
(±)-UB001 ∼10 

 
Los valores de IC50 hacen patente la necesidad de un grupo carboxílico en la posición β 
de la lactona para inhibir la CPT1, obteniendo en el mejor de los casos una actividad 10 
veces menor que la del C75 cuando el grupo no está presente. 
 
Otra variable estudiada fue la distancia entre el grupo carboxílico y el ciclo de la lactona. 
Para ello se prepararon los compuestos (±)-UB207 y (±)-UB244 añadiendo 1 y 2 carbonos 
respectivamente a la cadena del ácido (Figura 26). 
 

 

Figura 26. Estructura química de los derivados de C75 con diferente distancia entre el 

ácido carboxílico y el ciclo de lactona. Se resalta el (±)-UB207, análogo más activo 

desarrollado. 

 
Cuando se realizaron las pruebas in vitro con los derivados -CoA de estas moléculas, se 
encontró que el (±)-UB207 presentaba una mejor inhibición que el C75 y el (±)-UB244 
peor, siendo los valores de IC50 de 0,6 ± 0,18 µM y 2,33 ± 0,9 µM respectivamente. Estos 
resultados ponen de manifiesto que la distancia óptima entre el ácido carboxílico y la 
lactona para inhibir la CPT1 es de un metileno. A pesar de haber encontrado una 
molécula con un mayor potencial de inhibición de la ingesta, no se realizaron ensayos in 

vivo por falta de tiempo, por lo que este será unos de los objetivos a realizar en la 
presente tesis. 
 
Varios de estos compuestos fueron ensayados también como potenciales inhibidores de 
la FAS y como agentes citotóxicos en líneas celulares de células cancerígenas. Los 
primeros experimentos consistieron en determinar la capacidad inhibitoria de las 
moléculas en extractos enriquecidos en la enzima, resumiéndose los resultados en la 
Tabla 2: 
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Tabla 2. Derivados de C75 sin ácido carboxílico en la posición β y sus valores de IC50 para 

la inhibición in vitro de FAS.
161

 

 
Compuesto IC50 (µM) 

(±)-C75 460 ± 44 
(±)-UB006 517 ± 73 

cis-(±)-UB006 326 ± 13 
(±)-UB001 >5000 

  
 

Se comprobó que la funcionalización del grupo hidroxilo con malonato (compuesto (±)-
UB001) provoca una disminución muy pronunciada de la actividad biológica. Sin 
embargo, y contrariamente a lo ocurrido con la CPT1, la reducción del grupo ácido 
carboxílico no parece tener un impacto importante en la capacidad de los derivados de 
inhibir la FAS, como se puede observar con los valores de IC50 del (±)-UB006 y el cis-(±)-
UB006, siendo el valor de este último ligeramente inferior que el del C75. 
 
Para estudiar sus efectos anticancerígenos se realizaron ensayos de viabilidad celular en 
diferentes líneas cancerígenas que sobreexpresan la FAS. Los resultados se recogen en 
la Tabla 3:  
 
Tabla 3. Valores de IC50 de los derivados de C75 para la inhibición del crecimiento celular 

de diferentes líneas de cáncer.
161 

IC50 (µM) 

 SkBr3 MCF-7 OVCAR-3 MIA PaCa-2 PC3 HCT 116 
MDA-MB-

231 

(±)-C75 19,9 ± 1,9 27,3 ± 1,9 21,8 ± 3,9 21,8 ± 0,8 26,9 ± 3,1 46,4 ± 5,8 43,7 ± 1,9 

(±)-UB006 3,7 ± 1,6 26,6 ± 2,1 1,2 ± 0,4 12,9 ± 0,4 10,0 ± 2,1 6,6 ± 1,2 11,6 ± 1,2 

cis-(±)-UB006 22,0 ± 1,2 20,0 ± 1,2 35,4 ± 1,2 37,8 ± 0,8 36,6 ± 2,9 44,0 ± 3,7 29,5 ± 1,2 

(±)-UB001 Nd* Nd >90 >90 >90 >90 Nd 

(±)-UB207** 24,6 ± 1,1 39,1 ± 1,4 33,2 ± 2,6 29,8 ± 3,3 55,9 ± 7,1 41,4 ± 11,2 >90 

(±)-UB244** 10,2 ± 1,8 Nd 12,8 ± 4,2 32,3 ± 2,8 22,3 ± 2,5 >90 >90 

*Nd = no determinado. **: Compuestos probados directamente en cultivos celulares. 
 
Son destacables los valores obtenidos para la inhibición del crecimiento celular de las 
líneas SkBr3 y OVCAR-3, de mama y ovario respectivamente, con el (±)-UB006, que, a 
pesar de presentar una inhibición menor de la FAS en el ensayo enzimático, tiene una 
actividad anticancerígena unas 20 veces mayor que el C75. Por otro lado, el derivado 
(±)-UB207 que dio los mejores resultados en inhibición de CPT1, no presenta ninguna 
mejora respecto al C75 en la inhibición del crecimiento en las líneas celulares de cáncer 
estudiadas.  
  
Dado que se había encontrado un compuesto citotóxico de actividad significativamente 
superior a la del C75 se decidió profundizar en el conocimiento del derivado y se 
estudiaron también las diferencias en la actividad biológica de los enantiómeros de la 
molécula, el (+)-UB006 y el (–)-UB006 (Figura 27). 
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Figura 27. Estructura química de los dos enantiómeros del UB006. Se resalta el (–)-UB006, 

isómero al que corresponde la actividad biológica. 

 
Se encontró que el isómero más activo en la inhibición in vitro de la FAS era el (–)-UB006 
con un IC50 de 220 ± 58 µM frente a 470 ± 70 µM del enantiómero (+). De manera 
análoga, cuando se cultivaron las células OVCAR-3 con concentraciones crecientes de 
inhibidores se vio que la citotoxicidad del (–)-UB006 era mucho más alta que la de su 
enantiómero, con un IC50 de 0,5 ± 0,3 µM frente a 19,5 ± 2,5 µM. 
 
Paralelamente e igual que se hizo con la CPT1, se estudió la distancia óptima entre el 
grupo hidroxilo y la lactona, obteniendo los compuestos (±)-UB339 y (±)-UB340 donde 
se ha espaciado el grupo funcional uno y dos metilenos respecto al (±)-UB006 (Figura 
28). 
 

 
Figura 28. Estructura química de los derivados hidroxilados del C75 con diferentes 

distancias entre el grupo hidroxilo y el centro de la lactona. 

 
El aumento en la distancia del grupo hidroxilo comportó una disminución sustancial de 
la inhibición in vitro de la FAS, siendo los valores de IC50 de 949 ± 173 µM para el (±)-
UB339 y 1978 ± 192 µM para el (±)-UB340. Dado que al aumentar la longitud de la 
cadena hidroxilada se reducía la actividad del compuesto, se intentó sintetizar el 
inhibidor (±)-UB010 donde el grupo hidroxilo se une directamente a la lactona (Figura 
29). 
 

 
Figura 29. Estructura química de la molécula UB010, derivado hidroxilado del C75 donde 

el alcohol está directamente unido a la lactona. 

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

 
La última variable estructural de la lactona que queda por analizar es la cadena 
carbonada. Refiriéndonos de nuevo a los estudios de docking realizados con la CPT1 y el 
C75-CoA se pudo comprobar que existe un bolsillo hidrofóbico donde se sitúa la cadena 
alifática del inhibidor con capacidad para albergar hasta 15 carbonos, la longitud del 
ácido palmítico. Con el fin de mejorar las interacciones entre el sustrato y la enzima se 
procedió a la síntesis del derivado (±)-UB183, análogo del C75 con una cadena alifática 
de 15 carbonos (Figura 30). 
 

 
Figura 30. Estructura química del derivado de C75 con una cadena carbonada de la 

longitud del ácido palmítico. 

 
Cuando se realizó el estudio de la actividad in vitro con extractos mitocondriales 
enriquecidos en CPT1 se vio que la actividad del (±)-UB183-CoA era similar a la del C75-
CoA con un IC50 de 0,78 ± 0,52 µM frente a 1,1 ± 0,36 µM. Viendo que su actividad era 
ligeramente superior a la del C75 se decidió realizar la administración ICV del compuesto 
en ratas, encontrándose que la actividad del (±)-UB183 no suponía una mejoría 
significativa de los efectos respecto al C75, ya que la reducción de la ingesta y la 
disminución del peso fueron muy similares en ambos grupos.  
En lo referente a la citotoxicidad del compuesto en células cancerígenas se comprobó 
que el compuesto presentaba una menor actividad.   
 
1.6.2.2.4 Conclusiones de los requisitos estructurales de los derivados 

 
De toda la información extraída de la actividad biológica de los derivados de C75 
estudiados, se pueden inferir algunas conclusiones respecto a los requisitos 
estructurales de las moléculas según qué enzima se busque inhibir: 
 
Para la inhibición de la CPT1:  

• Es imprescindible la presencia del doble enlace exocíclico y del ácido carboxílico. 
•  La actividad mejora si este se encuentra separado por un metileno del esqueleto 

de la lactona.  
• El impacto de la longitud de la cadena carbonada es negligible.  

 
Para la inhibición de la FAS:  

• La actividad de los inhibidores mejora reduciendo el grupo ácido a un hidroxilo. 
• Hasta ahora, el compuesto más eficaz tiene el alcohol a un -CH2- del esqueleto 

de la lactona.   
• La elongación de la cadena carbonada impacta negativamente en la actividad de 

los inhibidores.  
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Desde la primera descripción del C75 publicada en el año 2000 se han publicado diversos 
artículos que describen su actividad como inhibidor sintético de la FAS y una marcada 
actividad antitumoral, pero provocando al mismo tiempo una disminución de la ingesta 
y en el peso en modelos animales.  
 
Durante la tesis desarrollada en nuestro grupo por el Dr. Kamil Makowski se demostró 
que el C75 era capaz de unirse a la Coenzima A, y que el aducto formado era responsable 
de los efectos anorexigénicos a través de la modulación de la CPT1A en el hipotálamo. 
 
Se han estudiado las diferentes actividades biológicas de los enantiómeros de la 
molécula descubriendo que el (+)-C75 es el responsable de la inhibición de la CPT1 y el 
(–)-C75 es presenta propiedades antitumorales. 
 
Además, se desarrollaron dos nuevos compuestos basados en la estructura del C75 que 
mejoran sus propiedades biológicas; el (±)-UB207, que presenta una mayor inhibición in 

vitro de la CPT1 y el (–)-UB006, cuya actividad citotóxica en la línea celular de cáncer de 
ovario OVCAR-3 es 20 veces superior a la del C75. 
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2 Objetivos 
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El objetivo general de la presente Tesis Doctoral ha sido la síntesis y posterior evaluación 
farmacológica de nuevos derivados de C75 buscando compuestos más potentes y 
selectivos en la inhibición de la CPT1 y de la FAS, y por tanto potenciales fármacos para 
el tratamiento de la obesidad y el cáncer respectivamente. 
 
Objetivo 1. Síntesis de nuevos derivados hidroxilados de C75 donde el grupo -OH se 
encuentre unido directamente al anillo para obtener una mayor actividad antitumoral.  
 
Objetivo 2. Desarrollo de una nueva ruta sintética para la obtención del (±)-UB207 que 
permita su obtención de forma pura y en cantidades suficientes para poder realizar 
diferentes ensayos in vivo con roedores. Se buscará también la separación de los 
enantiómeros para estudiar las diferencias en sus efectos farmacológicos. 
 
Objetivo 3. Síntesis de nuevos análogos del C75 con un anillo nitrogenado. Se buscará 
desarrollar alguna metodología sintética para la obtención de compuestos de tipo 
lactama, que contienen un punto extra de funcionalización sobre el nitrógeno para la 
introducción de nuevos sustituyentes en la estructura o su posterior anclaje a soportes 
poliméricos, grupos fluorescentes, marcadores, facilitadores de paso de membrana, 
etc…  
 
Objetivo 4. Síntesis de derivados novel del C75 sustituyendo átomos de oxígeno de la 
estructura por azufre para estudiar las propiedades farmacológicas de las nuevas 
estructuras como potenciales fármacos anticancerígenos y anorexigénicos.  
 
Objetivo 5. Estudio de las propiedades farmacológicas de los nuevos compuestos 
mediante estudios de inhibición de CPT1 in vitro e in vivo.  
 
Objetivo 6. Desarrollo de un nuevo ensayo de actividad de CPT1 basado en el marcaje 
isotópico no radioactivo de alguno de los productos y su cuantificación por HPLC-MS. 
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3 Síntesis y estudio de la actividad citotóxica de 
nuevos derivados del (±)-UB006 

  



 

 45 

3.1 Obtención del (±)-UB010 y (±)-UB011 
 
3.1.1 Precedentes bibliográficos 
 
En nuestro grupo ya se había obtenido por primera vez y estudiado con éxito la actividad 
inhibitoria de la FAS de tres nuevos derivados de C75 con una cadena hidroxilada en la 
posición β de la lactona (compuestos UB006, UB339 y UB340). 
 

Al constatar que la actividad biológica de los derivados disminuía al aumentar la longitud 
de la cadena, se planteó la obtención de dos nuevos derivados, el (±)-UB010 y (±)-UB011, 
donde el grupo hidroxilo estaría unido directamente al ciclo de la lactona con la 
esperanza de que su actividad superara la del resto de la serie (Figura 31).  
 

  
Figura 31. Serie de análogos hidroxilados del C75 con sus valores de IC50 para la 

inhibición in vitro de la FAS y estructuras de las moléculas objetivo de estudio (±)-UB010 

y (±)-UB011. 

 
Los 3 derivados previos habían sido preparados por reducción del ácido carboxílico 
correspondiente siguiendo diferentes metodologías. En el Esquema 6 se muestra la 
síntesis del (±)-UB006.  
 

 
Esquema 6. Ruta sintética desarrollada para la obtención del (±)-UB006 a partir del C75.  
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La estrategia se basa en la protección del doble enlace exocíclico mediante la formación 
de un selenoéter con el fin de evitar la isomerización del doble enlace en las siguientes 
etapas y la posterior reducción del grupo ácido con BH3:SMe2, para obtener el alcohol 
intermedio (±)-2. 
El posterior tratamiento del intermedio peróxido de hidrógeno permite la oxidación del 
éter de selenio a selenóxido, que no es estable y se elimina espontáneamente en el 
medio de reacción. Se regenera así el doble enlace (Esquema 7) y se obtiene el producto 
deseado. 
 

 
Esquema 7. Mecanismo propuesto para la desprotección de un doble enlace. El éter de 

selenio es oxidado a selenóxido, grupo no estable que es β-eliminado espontáneamente 

regenerando el doble enlace. 

 
Obviamente, esta estrategia de reducción de un grupo carboxílico ácido ligado a la 
lactona no es aplicable a la obtención de un derivado con el grupo -OH directamente 
unido al ciclo. Por tanto, para la síntesis de los nuevos derivados, se planteó un nuevo 
análisis retrosintético que se muestra en el Esquema 8. 
 

 
Esquema 8. Análisis retrosintético propuesto para la obtención del (±)-UB011. 

 
El compuesto deseado derivaría de la metilenación de la lactona (±)-3. Este sería el 
último paso de la ruta sintética y posiblemente el más complicado, ya que aun existiendo 
referencias bibliográficas de metilenaciones en γ-butirolactonas163–165, carecemos 
actualmente de una metodología fiable y robusta para la introducción de dobles enlaces 
exocíclicos. Además, no es descartable que la presencia del grupo -OH interfiera en la 
reacción.  
 
Por otro lado, la lactona (±)-3 se podría obtener fácilmente mediante la ciclación del diol 
(±)-4, ya que además se trata de una ciclación 5-exo-trig que está favorecida según las 
reglas empíricas de Baldwin.166 
 
A su vez, el compuesto (±)-4 se podría preparar mediante una dihidroxilación empleando 
el método Upjohn. Esta reacción, además, permitiría el control estereoselectivo de la 
formación de los dos enantiómeros del diol, facilitando tanto la obtención del (±)-UB010 
como la del (±)-UB011.  

R R’

SePh H

’R
R

Se
Ph

OH2O2

’R

R
+ PhSe-OH

O
O

C8H17

HO

(±)-UB011
O

O
C8H17

HO

(±)-3
C8H17 CO2Et

OH

OH (±)-4

C8H17 CO2Et
5

C8H17
H

O
+ HOOC CO2Et



 

 47 

Por último, el alqueno 3 se podría obtener de una condensación de Knoevenagel167 a 
partir del decanal y el malonato de monoetilo, materiales de partida disponibles 
comercialmente. 
 
3.1.2 Síntesis 
 
El primer paso de la ruta fue la obtención del alqueno 3 mediante la reacción de decanal 
con malonato de monoetilo. En las condiciones clásicas de la reacción se obtendría el 
éster ɑ,β-insaturado, por lo que seguimos una modificación en la reacción descrita por 
Rao.168 Esta metodología emplea trietilamina (TEA) como base no nucleofílica que 
permite la eliminación regioselectiva del alcohol intermedio formándose el compuesto 
carbonílico β,γ-insaturado tal y como se muestra en el Esquema 9: 
 

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

 
En la dihidroxilación del alqueno 3 se siguió el método catalítico en osmio descrito por 
la empresa Upjohn, con cantidades catalíticas de K2OsO4 y N-óxido de N-metilmorfolina 
(NMO) como oxidante estequiométrico.169 
El K2OsO4 es una sal que genera OsO4 in situ permitiendo el trabajo con un compuesto 
que es menos volátil, menos tóxico y más económico. A la mezcla de reacción se le añade 
también metanosulfonamida para favorecer el intercambio entre el ion hidróxido entre 
la fase acuosa y la orgánica, permitiendo una mejor hidrólisis del osmiato cíclico 
intermedio tal y como se representa en el Esquema 10: 170 
 

 
Esquema 10. Mecanismo de hidroxilación del alqueno. El cual el OsO3 es reoxidado a 

OsO4 por el N-óxido de N-metilmorfolina y la transferencia del anión hidroxilo de la fase 

acuosa a la orgánica favorecida por la metanosulfonamida. 
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Las condiciones experimentales se muestran en el Esquema 11: 
 

 
Esquema 11. Hidroxilación del alqueno 5 en el que se obtiene tanto el diol como la 

lactona por la ciclación in situ en una proporción 3:7. 

 
Los productos de la reacción fueron tanto el alcohol (±)-4 como la lactona (±)-3 debido 
a su ciclación espontanea en el medio de reacción.  
 
El dialcohol restante se puede ciclar fácilmente por su agitación en metanol (MeOH) en 
medio ligeramente básico durante 5 horas (Esquema 12). 
 

 
 
Esquema 12. Ciclación del diol 4. 

 
Respecto a la metilenación, nuestra primera aproximación fue la introducción del doble 
enlace directamente sobre el alcohol (±)-3 mediante el procedimiento descrito por 
Riofski.171 
 
Esta metodología consiste en la formación del enolato con bis(trimetilsilil)amiduro de 
litio (LiHDMS) y una posterior activación de la posición ɑ mediante su reacción con el 
2,2,2-trifluoroacetilo de 2,2,2-trifluoroetilo (TFA-TFE) en tetrahidrofurano (THF). El 
posterior tratamiento del crudo con paraformaldehído (PFA) y éter 18-corona-6 en 
tolueno, debería permitir la obtención del producto deseado.  
 

 
Esquema 13. Metilenación del alcohol (±)-3 empleando la metodología de Riofski. 

 
No obstante, tal y como se muestra en el Esquema 13, todas las veces que se llevó a 
cabo la reacción con el alcohol (±)-3, se aislaba un producto inesperado muy mayoritario.  
 
En el TFM de Oscar Benito se observó por primera vez la formación de este compuesto 
(±)-UB009 y en el presente trabajo se confirmó el resultado y se logró determinar su 
estructura. 
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Para comprender la formación de este compuesto bicíclico se tiene que analizar el 
mecanismo de metilenación de γ-butirolactonas empleando la metodología descrita: 
 
El primer paso del método de Riofski es la activación de la posición ɑ de la lactona, 
mediante la enolización de la misma y posterior condensación con el TFA-TFE. El 
intermedio formado presenta ahora un hidrógeno en ɑ de mayor acidez, por lo que el 
K2CO3 es suficiente para desprotonar la lactona. 
El enolato formado, aunque se encuentra estabilizado entre dos grupos carbonilo, 
presenta la nucleofilia necesaria para reaccionar con el paraformaldehído.  Se forma 
entonces un intermedio inestable que, tras la eliminación intramolecular de 
trifluoroacetato, genera un doble enlace exocíclico en la posición deseada tal y como se 
detalla en el Esquema 14:171 
 

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

Riofski. 

 
No obstante, la presencia del grupo hidroxilo en la molécula cambia la reactividad 
favoreciendo la formación del derivado UB009. Un posible mecanismo para explicar la 
obtención de este derivado se explica a continuación:  
 
En una primera etapa de reacción se acilarían tanto el grupo hidroxilo como la posición 
ɑ de la lactona. Quedando todavía exceso de base en el medio, la posición ɑ podría 
desprotonar llevando a la eliminación del grupo trifluoroacetato en la posición β. Se 
desconoce si la salida del grupo y el protón se daría en un proceso concertado o si 
ocurriría primero la desprotonación, pero está claro que la fuerza motriz de este paso 
sería la generación del compuesto carbonílico ɑ,β-insaturado (±)-6a y la liberación 
irreversible de una molécula de trifluoroacetato.  
 
La siguiente etapa consistiría en la desprotonación compuesto (±)-6a para formar un 
intermedio aniónico de tipo furano que podría reaccionar con una molécula de 
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paraformaldehido.  Se generaría entonces un éter con un alcohol libre en su extremo 
terminal que sería capaz de dar una adición de Michael con el doble enlace generado 
anteriormente y formar un acetal cíclico de elevada estabilidad química. En el paso final, 
la reacción del enolato intermedio con otra molécula de formaldehído generaría el 
doble enlace exocíclico tras la eliminación intramolecular de otra molécula de 
trifluoroacetato.  
 
El mecanismo se encuentra representado con detalle en el Esquema 15: 

 
Esquema 15. Mecanismo propuesto para la formación del derivado UB009. 

A pesar de no haber conseguido la síntesis del compuesto deseado, se obtuvo un 
interesante análogo del C75 con un doble enlace exocíclico no descrito hasta la fecha, 
cuya actividad biológica se desconocía. Sus propiedades farmacológicas se estudiarán 
más adelante.  
 
Viendo que el grupo hidroxilo impedía la obtención del compuesto deseado, el siguiente 
paso en la síntesis del (±)-UB010 fue la protección del alcohol de la lactona (±)-3 con el 

O
O

-H+

+H+
C8H17

HO

O
O

C8H17

–O

(±)-3

F3C O CF3
O

O
O

C8H17

O

OF3C
H

O
O–

C8H17

OF3C

O

O
O

H

C8H17

OF3C

O
O

O
C8H17

F3C O

O
O

C8H17

F3C O
-H+

+H+

O
O–

C8H17

F3C O

O
O

C8H17

F3C O

OH

HO
O

O–

O

(±)(±) (±)

(±) (±)-3a

-H+

+H+

O
O–

F3C
O CF3

O

C8H17

OF3C

O
(±)

O
CF3

-H+

+H+ O
O

C8H17

F3C O
OH

O

O
O

C8H17

F3C O
O–

OO
O

C8H17

F3C O
OH

O

-H+

+H+ O
O–

C8H17

F3C O
O

O

H

H O

O

O

O
C8H17

O

CF3O O–

O

O

O
C8H17

O

CF3O O–

O

O

O
C8H17

O

O–O
F3C

O

O

O
C8H17

O

(±)(±)

(±)(±)(±)(±)

(±)-6a (±) (±)

B:

UB009



 

 51 

grupo tert-butildifenilsililo (TBDPS) por su robustez frente a las condiciones de 
reacción.172 
Para ello se hizo reaccionar el alcohol con el cloruro de TBDPS (TBDPSCl) usando imidazol 
como base en diclorometano (DCM):173 
 

 
Esquema 16. Reacción de protección de (±)-3 con TBDPS. 

 
Se intentó entonces la metilenación del derivado con las condiciones descritas 
anteriormente: 
 

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

 
No obstante, como se muestra en el Esquema 17, no se obtuvo el producto. Se 
realizaron diferentes intentos cambiando tanto la temperatura de adición de la base, 
como el tratamiento posterior a la reacción (workup) por unos lavados neutros que no 
comprometieran la estabilidad del TBDPS.  
 
Tabla 4. Condiciones de reacción y workup probadas en la metilenación de (±)-6. 

 
Temperatura de adición de la base Workup Resultado 

0 °C Acuoso No reacciona 
-78 °C Ácido No reacciona 
-78 °C Acuoso No reacciona 

 
Pero tal y como se aparece en la Tabla 4, no se consiguió aislar el producto ni detectar 
su presencia por resonancia magnética de protón (RMN).  
 
En un último intento por comprender la problemática de la metilenación, se decidió 
estudiar la capacidad de enolización del intermedio (±)-6, ya que se trata del primer paso 
de la reacción. Para ello, se trató la lactona con LiHDMS a 0 °C en THF y tras una hora de 
agitación a t.a. se añadió agua deuterada (D2O) al medio de reacción, tal y como muestra 
el Esquema 18. 
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Esquema 18. Intento de introducción de un átomo de deuterio en la posición ɑ. 

En el caso de producirse la enolización, la adición de D2O al medio incorporaría un átomo 
de deuterio en la posición ɑ. Como la incorporación de los átomos de deuterio no se 
observan en el RMN de 1H, esta modificación provocaría la desaparición de la señal del 
protón sustituido y un cambio en la forma de la señal del protón remanente, que ya no 
acoplaría con el deuterio. 
 
Lamentablemente los espectros de RMN obtenidos tras las diferentes pruebas no 
fueron concluyentes y no se pudo determinar si la enolización se había producido. En 
todo caso queda claro que, de estar ocurriendo, el rendimiento sería tan bajo que el 
producto no resulta detectable por RMN.  
Se desconoce si los motivos por los que la lactona no enoliza aunque probablemente 
sean estéricos debido a la rigidez del sistema y al gran volumen del TBDPS.  
 
 Viendo que la estrategia planteada inicialmente no estaba dando resultados se decidió 
cambiar la ruta original e intentar la síntesis a partir del dialcohol (±)-4. Para ello se debía 
proteger los grupos hidroxilos y se intentaría metilenar la posición contigua al éster 
carboxílico, tal y como se muestra en el análisis retrosintético del Esquema 19: 
 

 
Esquema 19. Análisis retrosintético alternativo propuesto para la obtención del (±)-

UB011 a partir del diol protegido. 

 
La molécula objetivo se podría obtener tras la ciclación del alqueno (±)-7 en medio 
básico suave como se ha hecho anteriormente con su análogo sin doble enlace. Existen 
dos posibles ciclaciones que darían un anillo de 5 miembros, pero la que genera el 
compuesto (±)-UB011 está favorecida cinéticamente según las reglas de Baldwin frente 
a la ciclación 5-endo-trig que generaría el compuesto (±)-7b (Esquema 20). 
 

 
Esquema 20. Posibles ciclaciones del diol (±)-7 y los productos que de ellas se derivarían. 
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El 1,2-diol (±)-7 se podría obtener por desprotección del acetónido del compuesto (±)-8 
y a su vez, este alqueno provendría de una reacción de metilenación del compuesto (±)-
9 aplicando la metodología antes descrita.  
Por último, el acetal (±)-9 sería preparado por condensación del diol (±)-4 y la acetona, 
quedando así los grupos hidroxilos protegidos.  
 
En sentido sintético, el primer paso fue la protección del intermedio (±)-4 en forma de 
acetal. Para ello se utilizó 2,2-dimetoxipropano como equivalente sintético de la acetona 
y ácido p-toluensulfónico (pTsOH) como catalizador.  
A pesar de que el disolvente más empleado en la bibliografía para este tipo de 
reacciones es la N,N-dimetilformamida (DMF)174,175, en nuestro caso la presencia del 
disolvente dificultaba significativamente la purificación del crudo, por lo que decidimos 
probar con DCM obteniendo un resultado considerablemente mejor (Esquema 21). 
 

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

 
Como era de esperar y tal como se muestra en el Esquema 21, también se obtuvo el 
producto de transesterificación (±)-9b, debido a la presencia de metanol en el medio 
generado en la reacción de acetalización. A efectos prácticos trabajar con el éster 
metílico o etílico no suponía ninguna diferencia, por lo que se procedió a continuar con 
la mezcla obtenida. 
 
Se decidió emplear la metodología ya descrita anteriormente con LiHDMS, TFA-TFE 
como activador de la posición ɑ y paraformaldehído. Como se muestra en Esquema 22 
por desgracia no se obtuvo el producto deseado.  
 

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

Del crudo obtenido se aisló como compuesto mayoritario un éster ɑ,β-insaturado. El 
RMN permitió la determinación de la estructura del compuesto como la 
correspondiente al subproducto (±)-9c, aunque la gran complejidad del crudo de 
reacción no permitió la elucidación segura de la estereoquímica relativa del doble enlace.  
 
La explicación más probable de la formación de este compuesto es una β-eliminación 
inducida por la desprotonación del hidrógeno contiguo al grupo carbonilo, tal y como se 
describe en el mecanismo propuesto en el Esquema 23  
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Esquema 23. Propuesta mecanística de la formación del subproducto (±)-9c. 

 
La eliminación intramolecular del grupo acetal estaría doblemente favorecida por la 
formación de un compuesto carbonílico ɑ,β-insaturado, y la liberación al medio de una 
molécula de acetona.  
 
La formación de este compuesto, aunque indeseada, sería una prueba directa de la 
enolización del acetal en la posición deseada. Con el fin de evitar la eliminación se 
decidió probar a adicionar la base a baja temperatura para intentar retrasar su cinética 
frente a la reacción del enolato con el TFA-TFE. Asimismo, para no ver comprometida la 
integridad del grupo funcional tras la reacción, se optó por cambiar el workup, 
sustituyendo los lavados con una disolución saturada de NH4Cl por lavados con agua 
desionizada. Los resultados se resumen en la Tabla 5: 
 
Tabla 5. Condiciones de reacción y workup probadas en la metilenación de (±)-6. 

 
Temperatura de adición de la base Workup Resultado 

0 °C Acuoso Se obtiene (±)-9c 
-78 °C Ácido Sin producto 
-78 °C Acuoso Sin producto 

 
Desafortunadamente en ningún caso se observó la formación del compuesto 
metilenado deseado (±)-8. 
 
Tras varios intentos de obtener el compuesto (±)-UB011 con la aproximación sintética 
inicial, se planteó un análisis retrosintético alternativo que aparece en el Esquema 24:   
 

 
Esquema 24. Nuevo análisis retrosintético de (±)-UB011. 

Esta nueva ruta permitiría obtener el producto en tan solo 2 etapas. La última de ellas 
seria la oxidación de la posición β de la lactona (±)-10 que ya contiene un doble enlace. 
Esto supone un gran cambio respecto a las rutas planteadas originalmente donde el 
metileno exocíclico es el último grupo en introducirse, pero es precisamente la 
presencia de ese doble enlace el que permitiría la oxidación alílica del ciclo de 5 con 
dióxido de selenio. 
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Por otro lado, la lactona (±)-10 se podría obtener a partir del nonanal y el 2-
(bromometil)acrilato de metilo en una reacción de tipo Barbier mediante el uso de algún 
metal que permitiese formar un compuesto organometálico compatible con un éster 
metílico.  
 
Este objetivo se consiguió mediante una metodología descrita en 2011 por Lin,176 donde 
se emplea SnCl2 y KI catalítico para la condensación de los materiales de partida en 
medio acuoso:  
 

 
Esquema 25. Reacción de Barbier del nonanal con 2-(bromometil)acrilato empleando 

SnCl2.  

El mecanismo de las reacciones de Barbier no está completamente determinado. El 
hecho de que la reacción se pueda dar en un medio acuoso sugiere la presencia de una 
especie menos reactiva que un compuesto organometálico clásico y, dado que los 
primeros compuestos en utilizarse fueron metales puros, se postuló que la adición del 
haluro de alquilo al aldehído ocurría tras la formación de un anión radicalario con la 
superficie del metal.  
Más tarde se descubrió que este tipo de reacciones se podían llevar a cabo también con 
haluros metálicos, lo que sugiere la formación de algún tipo de intermedio 
organometálico.177 
Hoy en día se acepta que el mecanismo de la reacción depende de la naturaleza del 
metal empleado y de los materiales de partida, pero en cualquier caso, el uso del SnCl2 
nos permitió la obtención de la lactona deseada con un buen rendimiento.  
 
 
 
La siguiente etapa fue la oxidación alílica de la lactona para introducir un el grupo 
hidroxilo. Para ello se usó SeO2 como agente oxidante a reflujo en THF178 (Esquema 26): 
 

 
Esquema 26. Oxidación de (±)-10 a reflujo de THF con dióxido de selenio. 

En la reacción se obtuvo el alcohol deseado en forma de una mezcla 8:2 de los isómeros 
trans y cis. La formación predominante del isómero trans podría tener su origen el 
mecanismo de la reacción que se muestra en el Esquema 27: 
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Esquema 27. Mecanismo de la oxidación alílica de la lactona.  

 
Tras adición del SeO2 al metileno exocíclico, el oxígeno del selenio debe atacar al doble 
enlace para la formación de un selenoéter. Es probable que el impedimento estérico 
asociado al volumen de la cadena carbonada lateral pueda favorecer que la formación 
del nuevo enlace ocurra preferentemente por la cara opuesta, obteniendo 
mayoritariamente el isómero trans.179 
 
En un intento de mejorar el rendimiento de la reacción se decidió probar a cambiar el 
THF por dioxano o mezclas de dioxano y agua, tal como Ghosh y su equipo describieron 
en un análisis de las oxidaciones con dióxido de selenio. No obstante, cuando se realizó 
la reacción solo con dioxano el rendimiento cayó hasta un 15%, y la mezcla de 
dioxano/H2O (5:1) no permitió la obtención del producto.  
 
Por otra parte se ha sugerido que el rendimiento mejora cuando la oxidación se lleva a 
cabo asistida por microondas (MW). El primer intento que llevamos a cabo se realizó 
con THF, por ser el disolvente que mejor resultado había dado empleando la 
metodología clásica.  
 

 
Esquema 28. Reacción de hidroxilación de la lactona en THF asistida por microondas.  

 
Se consiguió llegar a un 41% de rendimiento, superior al 26% de la reacción térmica, sin 
cambio notable en la estereoselectividad en la reacción.  
El buen resultado obtenido empleando microondas nos llevó de nuevo a intentar 
cambiar el disolvente de la reacción para emplear temperaturas de reacción superiores, 
pues el THF nos limitaba a 90 °C en el reactor empleado.  
Los resultados se muestran en la Tabla 6: 
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Tabla 6. Rendimientos obtenidos para las diferentes condiciones en la reacción de 

oxidación asistida por MW. 

  

Disolvente Temperatura (°C) Rendimiento** (%) 
THF 90 43 

THF/H2O 90 0 
Dioxano 60* 10 

Dioxano/H2O 90 0 
*El reactor de microondas no permitió superar los 60 °C con dioxano. **Rendimiento calculado sobre la mezcla de 
isómeros. 

 
El mejor resultado fue finalmente con THF. El uso del dioxano como disolvente 
disminuye considerablemente el rendimiento de la reacción y la adición de agua en 
cualquier caso impide la obtención del producto.  
 
3.1.3 Intentos de separación de los isómeros 
 
Aunque la nueva ruta sintética permitió la obtención de los derivados (±)-UB010 y (±)-
UB011 simultáneamente, siempre se obtuvieron mezclas en proporción variable de los 
isómeros. Con el fin de estudiar la actividad biológica de los compuestos convendría 
disponer de muestras puras de cada uno de ellos por lo que se intentó separar los 
isómeros. 
 
Se realizaron diferentes intentos cromatográficos, o bien en columna o bien en 
cromatografía de capa fina preparativa. En ninguno de ellos en diferentes condiciones 
se consiguió la obtención de una muestra pura.  
 
Decidimos entonces derivatizar el grupo hidroxilo con la esperanza de que los derivados 
permitieran la separación de los isómeros cis y trans. La primera reacción que se intentó 
fue la acetilación de la mezcla con cloruro de acetilo y piridina en DCM: 
 

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

 
Pero, tal y como se muestra en el Esquema 29, no se obtuvo el producto deseado.  
 
Se intentó entonces la formación de un éter con 2-cloroacetato de isopropilo (iPr) y TEA 
en DCM (Esquema 30): 
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Esquema 30. Intento de reacción con 2-cloroacetato de isopropilo. 

 
Pero de nuevo no se observó la formación de producto ni en el crudo ni tras la 
separación de la mezcla de reacción por cromatografía de columna. Además, en ambas 
reacciones se confirmó la pérdida del doble enlace exocíclico por la desaparición de las 
señales en el espectro de RMN. 
 
Ante la sospecha de las condiciones de reacción estaban comprometiendo la estabilidad 
del doble enlace se modificó la estrategia. Se decidió oxidar el alcohol para luego 
intentar una reducción estereoselectiva que permitiera obtener los isómeros puros.  
 
Para la oxidación del alcohol se decidió emplear un agente oxidante que funcionara en 
condiciones anhidras para evitar reacciones secundarias como la isomerización o 
hidratación del alqueno. Se optó usar clorocromato de piridinio (PCC), por ser un agente 
oxidante suave, en DCM en presencia de acetato sódico (NaOAc). 
 

 
Esquema 31. Intento de oxidación de la mezcla de alcoholes con PCC.  

 
Tras una hora de reacción se pudo comprobar la desaparición del material de partida 
por cromatografía de capa fina (TLC), pero tras la extracción de la mezcla de reacción no 
se pudo detectar el producto.  
 
Ante la posibilidad de que el compuesto (±)-11 no fuera lo suficientemente estable, se 
intentó realizar una oxidación y la reducción posterior con NaBH4 sin extraer la cetona 
intermedia. Con este experimento no se esperaba obtener uno de los isómeros puros, 
sino comprobar si la reacción funcionaba, para más tarde adaptarla a una versión 
estereoselectiva. 
 

 
Esquema 32. Intento de oxidación y reducción sin aislar la cetona intermedia.  
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Después de varios intentos (Esquema 32) no se consiguió recuperar ni el material de 
partida ni se pudo comprobar la formación de la lactona oxidada. 
 
A la vista de los resultados se decidió realizar unas pruebas farmacológicas preliminares 
con la mezcla 8:2 de los derivados (±)-UB010/(±)-UB011 por diferentes motivos: 
 
El principal era que se desconocía si los nuevos derivados presentarían una actividad 
farmacológica interesante. Probarlo sobre la mezcla de que disponíamos resultaría 
indicativo. Si el resultado fuera negativo no tendría interés dedicar más tiempo a una 
separación tediosa de isómeros, que podían resultar no ser activos. Por otra parte, la 
obtención de los derivados (±)-UB010 y (±)-UB011 requería tiempo y la poca cantidad 
disponible limitaba la realización de las pruebas de derivatización. Además, la 
inestabilidad del doble enlace exocíclico impedía la recuperación de los derivados tras 
los sucesivos intentos de funcionalización. 
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3.2 Obtención de derivados hidroxilados en anillo de lactama 
 
3.2.1 Antecedentes bibliográficos 
 
Los anillos de γ-butirolactamas estan presentes en múltiples compuestos de origen 
natural y sintético que muestran un amplio rango de diferentes actividades 
biológicas.180–182 La estructura privilegiada de estos compuestos, con hasta cuatro 
puntos de funcionalización diferentes (Figura 32), los convierte en ciclos con un gran 
potencial en el ámbito de la química médica.  
 

 
Figura 32. Esqueleto de un anillo de lactama donde se muestra la posible 

funcionalización en cuatro puntos distintos. 

 
Atendiendo a los requisitos estructurales de los compuestos con capacidad inhibitoria 
de la FAS, tratados con detalle en la introducción, la sustitución en la posición ɑ, β y γ 
están relativamente limitadas. No obstante, la presencia de un átomo de nitrógeno en 
la estructura nos permite disponer de un punto extra de funcionalización.  
 
En el caso particular de la inhibición de la FAS y la exploración de nuevos derivados con 
propiedades antitumorales basados en el (±)-UB006, el átomo de nitrógeno nos dispone 
de 3 principales opciones a explorar. 
 

• El estudio de la actividad de un derivado hidroxilado de la lactama sin 
sustituyentes sobre el nitrógeno y el análisis de los efectos de la presencia de 
este farmacóforo en la actividad de los compuestos.  
 

• La introducción de diferentes grupos funcionales sobre el nitrógeno de la 
lactama y el estudio de sus efectos en las potenciales propiedades 
farmacológicas. 
 

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

 
En esta parte de la tesis, nos hemos centrado principalmente en la síntesis de lactamas 
derivadas del (±)-UB006 con diferentes sustituyentes sobre el nitrógeno con el fin de 
estudiar sus propiedades citotóxicas. 
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3.2.2 Síntesis 
 
3.2.2.1  Obtención del (±)-UB013 
 
Durante el desarrollo de su Trabajo de Final de Máster Marta Font Felip sintetizó con 
éxito el primer derivado de tipo lactama del (±)-UB006, mostrado en la Figura 33. 
 

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

 
Su actividad citotóxica frente a diferentes líneas celulares fue estudiada por el Dr. Santos 
durante el desarrollo de su tesis, encontrando que el IC50 para la inhibición del 
crecimiento celular en OVCAR-3 era de 11,9 µM y demostrando así que las lactamas 
podían ser buenos inhibidores de la FAS.183 
 
Basándonos en estos resultados, nuestro primer objetivo de tipo lactama fue la síntesis 
de la N-(3-hidroxi-4-metilen-2-octil-5-oxopirrolidin-1-il)benzamida, de ahora en 
adelante (±)-UB013 (Figura 34). 
 

 
Figura 34. Estructura del (±)-UB013. 

 
Se trata de un compuesto similar al (±)-UB012 donde el -OH se encuentra directamente 
unido al ciclo y que contiene un sustituyente aromático sobre el átomo de nitrógeno. En 
este caso, decidimos sustituir el grupo benzoilo por un derivado formal de hidracina, 
con la esperanza de que al aumentar la electronegatividad del sustituyente se 
incrementara la electrofilia del doble enlace, haciendo de este derivado un inhibidor 
enzimático más potente.  
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Para su obtención se propuso el siguiente análisis retrosintético (Esquema 33): 
 
 

 
Esquema 33. Análisis retrosintético inicial del (±)-UB013. 

 
En la síntesis nos basaríamos en la experiencia previa en la preparación de los 
compuestos (±)-UB010 y (±)-UB011 donde la oxidación de la lactama (±)-12 se 
conseguiría con SeO2. A su vez, esta lactama intermedia se podría obtener por ciclación 
del compuesto (±)-13 en medio básico. El alqueno (±)-13 se podría preparar mediante la 
condensación de la imina 14 y el 2-(bromometil)acrilato de metilo en una reacción de 
tipo Barbier. Por último, la obtención de la imina se intentaría por una reacción entre el 
nonanal y la benzohidrazida.  
 
Comenzando con la ruta sintética, el primer compuesto obtenido fue la imina 14 
mediante la condensación del nonanal purificado con N-benzoilhidrazina, como se 
muestra en el Esquema 34: 
 

 
Esquema 34. Reacción de formación de la imina. 

 
Las condiciones empleadas permitieron la obtención de la molécula con buen 
rendimiento y una pureza lo suficientemente elevada como para continuar con la 
síntesis sin necesidad de purificación. 
El siguiente paso fue la reacción de Barbier entre la imina y el bromoacrilato. En el 
primer intento se utilizó estaño metálico a reflujo en etanol,184 pero tal y como se 
muestra en el Esquema 35, no se consiguió el producto esperado. 
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Esquema 35. Intento de reacción de Barbier con estaño. 

 
Se realizaron también varios intentos con Zn metálico, más reactivo que el estaño, 
también sin éxito. Decidimos entonces probar la metodología one-pot descrita por Xu y 
col.185 en la obtención de la molécula (±)-12 a partir del reflujo en etanol de una mezcla 
nonanal, benzohidrazida y 2-(bromometil)acrilato de metilo (Esquema 36). 
 

 
Esquema 36. Reacción one-pot de formación de la lactama (±)-12. 

 
Como puede verse la lactama se obtuvo con un excelente rendimiento en un solo paso 
sin necesidad de aislar el intermedio abierto (±)-13. Es posible que la mayor nucleofília 
del nitrógeno favorezca la formación de la lactama en el medio de reacción.  
 
Por otro lado, resulta sorprendente que la reacción one-pot diera tan buen resultado 
mientras que los intentos de condensación de la imina aislada con el bromacrilato no. 
Una posible explicación para este hecho sería el secuestro del metal por su coordinación 
con la imina, que impediría la formación del compuesto organometálico con el 2-
(bromometil)acrilato de metilo.  
En el caso de llevar a cabo la reacción de manera simultánea, el organometálico se va 
generando paralelamente a la formación de la imina, por lo que ya no hay estaño libre 
susceptible de coordinación. En cualquier caso, la reacción permitió la obtención de la 
lactama requerida para la continuación de la ruta sintética. 
 
El siguiente paso fue la oxidación del ciclo con SeO2 asistida por microondas, con la 
metodología usada en apartados anteriores (Esquema 37). 
 

 
Esquema 37. Oxidación alílica de la ɑ-metileno-γ-butirolactona. 
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Se consiguió obtener el compuesto deseado como una mezcla de los isómeros cis y trans 

en una proporción 9:1 tal y como ocurrió con los derivados lactónicos. La separación 
mediante cromatografía en columna sobre gel de sílice también resultó infructuosa en 
este caso.  
 
De nuevo, decidimos realizar las pruebas farmacológicas con una mezcla de los isómeros, 
en este caso de proporción 9:1 en (±)-UB013/cis-(±)-UB013 y abordar la separación si la 
actividad de la mezcla fuera prometedora. 
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3.2.2.2 Obtención del UB015 
 
El siguiente objetivo fue la 4-hidroxi-1-metil-3-metileno-5-octilpirrolidin-2-ona, UB015 
de ahora en adelante, cuya estructura se encuentra representada en la Figura 35. 
 

 
Figura 35. Estructura del derivado UB015. 

 
Desde el punto de vista estructural, nos encontramos con una estructura que recuerda 
(±)-UB006 pero con un ciclo de lactama.  
 
El grupo metilo fue seleccionado por ser la cadena carbonada menos voluminosa, 
permitiendo lograr una molécula estructuralmente similar a su equivalente no sustituida 
sobre el nitrógeno, sin enfrentar los desafíos sintéticos que supondría la presencia de 
un grupo N-H en la estructura. 
En el caso de que el estudio farmacológico de este derivado fuera favorable, se podría 
abrir una nueva línea en el proyecto para la obtención de derivados de C75 y (±)-UB006 
de tipo lactama no N-sustituidos. 
 
Con estas consideraciones en mente se planteó la obtención del nuevo derivado, según 
el Esquema 38: 
 

 
Esquema 38. Esquema retrosintético de la obtención del UB015. 

 
El producto deseado derivaría de la oxidación de la lactama (±)-15 con SeO2 como en 
casos anteriores. El paso clave para la obtención de la lactama sería una reacción de 
Barbier entre el 2-(bromometil)acrilato y la imina N-sustituida 19 empleando el metal 
adecuado. La presencia de un grupo tert-butilo (tBu) sobre un azufre quiral supondría la 
posibilidad de la obtención estereoselectiva del compuesto. La imina 19 podría 
prepararse mediante la condensación del nonanal con la tert-butil sulfinamida. 
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La ruta sintética se inició con la condensación entre la (R)-2-metilbutanosulfinimida y 
nonanal en presencia de CuSO4, 186 como se recoge en el Esquema 39. El compuesto 19 
se obtuvo en un 92% de rendimiento, obteniendo exclusivamente el isómero (–) de la 
imina. 
 

 
Esquema 39. Obtención del intermedio quiral (–)-19. 

 
El siguiente paso fue la reacción de Barbier entre el (–)-19 y el 2-(bromometil)acrilato de 
etilo. Se llevó a cabo con indio metálico en una disolución acuosa saturada de NaBr187 
(Esquema 40). 
 

 
Esquema 40. Obtención del alqueno (–)-18. 

 
La reacción permitió la obtención del alqueno (–)-18 con buen rendimiento y solo se 
observó la presencia de un estereoisómero por lo que la reacción transcurre con muy 
buena estereoselectividad. Pese a los intentos, no fue posible determinar la 
estereoquímica relativa de los dos centros quirales, pero muy probablemente se trate 
del producto de adición –, – según los precedentes bibliográficos de este tipo de 
adiciones.187 

 
La desprotección del nitrógeno se llevó a cabo con éxito mediante el tratamiento de la 
N-tert-butilsulfinimida con ácido clorhídrico en metanol. Además, tal y como se describe 
en el Esquema 41, el intermedio lineal cicló in situ, aislándose exclusivamente la lactama. 
 

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

 
Considerando que el material de partida era enantioméricamente puro y que la 
desprotección del nitrógeno y posterior ciclación deben ocurrir con retención de la 
configuración, es altamente probable que se tratara exclusivamente de un único 
isómero de la lactama. La determinación de la rotación específica de una disolución del 
compuesto permitió comprobar que se trataba de la molécula (+)-16. 
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A continuación, se procedió a la metilación del nitrógeno con CH3I y NaH como base en 
THF (Esquema 42) con un excelente rendimiento. El motivo de metilar la lactama era 
proteger el nitrógeno de las condiciones de oxidación de la última etapa. 
 

 
Esquema 42. Metilación del nitrógeno con yoduro de metilo en medio básico.  

 
El análisis de la rotación específica de una disolución del compuesto permitió determinar 
que se trataba de la lactama (–)-15 y, aunque su configuración absoluta no ha sido 
confirmada, suponemos la reacción transcurre con retención de la configuración y que 
el producto se trata del isómero R.  
 
El último paso de la síntesis fue la reacción de oxidación con SeO2 asistida por 
microondas. Se aisló el producto final con un rendimiento discreto del 28% (Esquema 
43), suficiente para la obtención de cantidades necesarias para los estudios 
farmacológicos que se querían realizar.  
 

 
Esquema 43. Oxidación de la lactama (–)-15 con SeO2 asistida por microondas. 

 
Cabe destacar que en este caso solo se obtuvo uno de los estereoisómeros. Atendiendo 
al mecanismo de la reacción, donde el SeO2 oxida preferentemente por el lado menos 
impedido del anillo, podemos suponer que se trata del isómero trans. No obstante, la 
estereoquímica relativa de los dos sustituyentes no ha podido ser confirmada por RMN.  
 
Se decidió realizar los ensayos biológicos empleando el UB015.  
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3.3 Estudio de la actividad antitumoral de los nuevos derivados. 
 
3.3.1 Resultados previos 
 
Durante la tesis del Dr. Makowski, se estudió el efecto inhibidor de los nuevos 
compuestos en la acción enzimática de la FAS con extractos proteicos. A pesar de que el 
(±)-UB006 reportó un valor de IC50 ligeramente superior al del C75, el estudio de la 
actividad del compuesto con diferentes líneas celulares demostró que su citotoxicidad 
frente a las células OVCAR-3, de cáncer de ovario, era 20 veces superior al del C75. 
 
Una manera de determinar la inhibición del crecimiento celular es el ensayo de MTT. En 
este experimento, una solución de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-
difeniltetrazolio (MTT) se añade a las células cultivadas en una placa. Las células viables 
reducen el MTT a formazán (Figura 36), un producto de color morado cuya absorbancia 
se puede medir en un lector de placas y se utiliza para estimar el número de células vivas. 
Cuanto mayor sea la inhibición del crecimiento celular tras incubar las células con los 
nuevos compuestos, menor será la cantidad de formazán producido durante el ensayo, 
y, por tanto, menor será la absorbancia medida.  
 
Para evaluar la actividad farmacológica de las nuevas moléculas, se realiza una 
comparación entre las células tratadas con los compuestos y un grupo de control sin 
inhibidor. Esto permite obtener valores de IC50, que permiten estimar la potencia de los 
compuestos.  
 

 
  Figura 36. Ensayo de viabilidad celular con MTT. 
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En vista de este precedente, donde la inhibición enzimática de la FAS no se correspondía 
directamente con el carácter citotóxico de los compuestos, se decidió probar la eficacia 
de los sustratos directamente sobre la línea celular OVCAR-3. 
 
Como criterio para la continuación del proyecto de derivados hidroxilados del C75 se 
estableció superar la actividad antitumoral del (±)-UB006. Si se lograra una mejor 
actividad, se trataría de aislar los isómeros de los compuestos, de lo contrario, se daría 
prioridad a otros proyectos.  
 
3.3.2 Estudio de los derivados UB009, (±)-UB010 y (±)-UB011 
 
El primer estudio se realizó con el derivado del (±)-UB006 cuyo grupo hidroxilo está 
unido directamente al ciclo de la lactona. Merece la pena recordar que no se consiguió 
separar la mezcla de isómeros cis y trans, por lo que los resultados de los resultados 
biológicos se refieren a una mezcla 8:2 de los compuestos (±)-UB010 y (±)-UB011. 
 
Los valores obtenidos para la viabilidad celular de las OVCAR-3 con concentraciones 
crecientes de la mezcla de isómeros se muestran en la Figura 37: 
 

 
Figura 37. Efecto citotóxico de la mezcla 8:2 del (±)-UB010 y (±)-UB011 frente a las 

células tumorales OVCAR-3. Representación del % de viabilidad celular resultante del 

ensayo de MTT tras tres días de incubación con concentraciones crecientes de los 

inhibidores. Cada ensayo se realizó por triplicado y el resultado se expresa como la media 

± S.E.M. 

 
Como demuestran los valores de IC50 obtenidos para los derivados (±)-UB010 y (±)-
UB011, la unión directa entre el grupo hidroxilo y el ciclo se traduce en una pérdida 
considerable de la actividad citotóxica de los compuestos.  
El análisis de la actividad de los derivados de C75 con cadenas hidroxiladas de diferentes 
longitudes, ha permitido determinar que los mejores resultados en la inhibición del 
crecimiento en líneas celulares tumorales se dan cuando la distancia entre el alcohol y 
la lactona es de un metileno (-CH2-).  
Por otro lado, se trató de evaluar la actividad antitumoral del derivado UB009, que fue 
generado como un subproducto durante la obtención del (±)-UB010 y (±)-UB011 (ver 
Esquema 13, página 49). 
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Sin embargo, su actividad era tan baja que solo se pudo determinar que el valor de IC50 
para la inhibición del crecimiento en las células OVCAR-3 era mayor a 100 µM. Esto 
significa que, cuando las células se trataron con esa concentración del inhibidor, su 
viabilidad no disminuyó significativamente. 
 
3.3.3 Estudio de los derivados (±)-UB013 y UB015 
 
El primer derivado del (±)-UB006 con estructura de lactama estudiado fue el UB015, 
donde el nitrógeno se encuentra metilado (Figura 38). 
 

 
Figura 38. Estructura del derivado UB015. 

 
Pese a que para el ensayo se emplearon concentraciones del inhibidor entre 8 y 125 µM, 
no se pudo determinar el valor del IC50 de la molécula, ya que a la concentración máxima 
utilizada la viabilidad de las células no se había visto alterada significativamente 
respecto al control. Es por ello, que solo podemos afirmar que el IC50 del UB015 es 
superior a 125 µM. 
Los siguientes compuestos estudiados fueron los derivados (±)-UB013 y cis-(±)-UB013 
en los que el nitrógeno se encuentra sustituido por un grupo más electronegativo y 
voluminoso en comparación con la lactama metilada.  
El ensayo se realizó con la mezcla de isómeros (±)-UB013 y cis-(±)-UB013 en una 
proporción 9:1. Los resultados valores de viabilidad celular obtenidos con las OVCAR-3 
a valores crecientes de concentración de los inhibidores se encuentran representados 
en la Figura 39: 
 

 
Figura 39. Efecto citotóxico de la mezcla de isómeros (±)-UB013 y cis-(±)-UB013 frente a 

las células tumorales OVCAR-3. Representación del % de viabilidad celular resultante del 

ensayo de MTT tras tres días de incubación con concentraciones crecientes de los 

inhibidores. Cada ensayo se realizó por triplicado y el resultado se expresa como la media 

± S.E.M. 
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La citotoxicidad de estas moléculas, aunque inferiores a las del (±)-UB006, presentan 
una mejor actividad que los derivados (±)-UB010 y (±)-UB011, manifestando que los 
compuestos de tipo lactama también pueden presentar actividad inhibitoria del 
crecimiento celular en células tumorales. 
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3.4 Discusión de los resultados biológicos 
 
3.4.1 Lactonas 
 
Se ha podido determinar la actividad de los nuevos análogos del (±)-UB006 frente al 
crecimiento celular de la línea tumoral OVCAR-3. Sus valores de IC50 se resumen en la 
Tabla 7: 
 
Tabla 7. Valores de IC50 para la inhibición del crecimiento celular de la línea tumoral 

OVCAR-3. 

Derivado IC50 (µM) 
(±)-UB010/(±)UB011 (8:2) 44 ± 12 

UB009 >100 
(±)-UB013/cis-(±)-UB013 (9:1) 33 ± 3 

UB015 >125 
 
Respecto a los derivados hidroxilados con estructura de lactona, los resultados 
obtenidos con la mezcla de isómeros del (±)-UB010 y (±)-UB011 muestra una actividad 
menor que el (±)-UB006 donde el alcohol está separado de la lactona por una unidad de 
carbono (Figura 40).  
 

 
Figura 40. Valores de IC50 para la inhibición del crecimiento celular en la línea tumoral 

OVCAR-3 de los derivados (±)-UB006 y la mezcla de isómeros de (±)-UB010, (±)-UB011 y 

UB009. 

 
Asimismo, el estudio de la actividad del compuesto UB009 demuestra que la presencia 
de un grupo hidroxilo es fundamental para la citotoxicidad del compuesto, y que la 
modificación de este en forma de éter se traduce en una pérdida de la actividad 
biológica.  
 
Aunque no existe un modelo de la interacción de la FAS con el (±)-UB006, se han 
realizado estudios de docking con el C75, los cuales muestran la importancia del grupo 
ácido como un elemento clave en la estructura para la actividad farmacológica. 
 
Pese a que el centro activo del dominio TE de la FAS no está bien descrito, diferentes 
trabajos bioinformáticos sugieren la existencia de un bolsillo que podría alojar tanto al 
palmitato como a los derivados sintéticos C75 y Orlistat.188–190 En concreto, el artículo 
de Cheng y col.190 describe la presencia de dos regiones dentro del centro activo. La 
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primera, de naturaleza hidrofóbica, aloja la cadena alifática tanto del palmitato como 
del C75.  
En la segunda región, con mayor presencia de residuos hidrofílicos, se encuentran los 
tres aminoácidos responsables de catalizar la reacción: serina 2308, asparagina 2338 e 
histidina 2481, siendo con esta última con la que el grupo ácido de la molécula 
interactúa. 
 
El estudio publicado por nuestro grupo demostró que la reducción del ácido carboxílico 
a alcohol aumenta la actividad citotóxica de la molécula29 por lo que la interacción entre 
la enzima y el inhibidor probablemente ocurra mediante el establecimiento de puentes 
de hidrógeno con la histidina y que la presencia del carbonilo es prescindible de cara a 
su actividad. 
 
La falta de actividad antitumoral del UB009 podría ser atribuida precisamente a su 
incapacidad de establecer una interacción efectiva con el centro activo del dominio TE 
de la FAS, además de tener un difícil acceso al centro activo de la enzima debido a su 
tamaño. 
 
Por otro lado, la comparación de los resultados obtenidos con los derivados hidroxilados 
de tipo lactona demuestran que la distancia óptima para la inhibición de la enzima es de 
un metileno entre el hidroxilo y el ciclo.  
Comparando las estructuras del C75 y el (±)-UB006, puede apreciarse que la distancia 
entre el -OH y el ciclo es más similar en el caso de este último, en comparación con los 
compuestos (±)-UB010 y (±)-UB011 (Figura 41).  
 

 
Figura 41. Comparación estructural del C75 y los derivados (±)-UB006 y (±)-UB010 donde 

se destaca la similitud en la distancia entre el grupo OH y el ciclo de la lactona. 

 
Este acortamiento en la distancia puede suponer una peor interacción entre el alcohol 
y el aminoácido que impacte negativamente en la capacidad inhibitoria de las moléculas. 
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3.4.2 Lactamas 
 
Está descrito que muchas lactamas presentan actividad biológica191–194 lo que nos 
impulsó a sintetizar el derivado UB015, que consiste en una γ-lactama N-metilada 
(Figura 42). 
 

 
Figura 42. Estructura del derivado UB015. 

Debe tenerse en cuenta que se han descrito diferentes derivados de tipo pirrolidona 
basados en la estructura del orlistat con actividad inhibitoria de la FAS.195 
El nitrógeno en los anillos de estos derivados no está funcionalizado, pero la presencia 
de un enlace N-H podría dificultar la obtención desde un punto de vista sintético. Como 
solución, se optó por metilar el nitrógeno con la idea de protegerlo con un grupo poco 
voluminoso para obtener el mayor parecido estructural con una lactama no N-sustituida.  
 
Por desgracia, los resultados obtenidos tras la incubación de las células OVCAR-3 con el 
UB015 mostraron que el compuesto carecía de actividad citotóxica. 
 
Por otro lado, se estudió la actividad de una mezcla de los compuestos (±)-UB013 y cis-
(±)-UB013, cuya estructura presenta una benzohidrazida (Figura 43). 
 

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

 
Comparado con el derivado (±)-UB012 la funcionalización fuertemente electronegativa 
sobre el nitrógeno podría provocar un mayor carácter electrófilo al sistema insaturado, 
facilitando la unión covalente de la molécula a la enzima.  
No obstante, la mezcla de isómeros reportó un IC50 de 33 ± 3 µM para la inhibición del 
crecimiento de la línea celular OVCAR-3, siendo un valor significativamente superior al 
del compuesto (±)-UB012 con un IC50 de 11,9 µM.  
Si comparamos los resultados con la mezcla de (±)-UB010 y (±)-UB011 podemos ver que 
la actividad citotóxica de lactamas puede ser superior a la de lactonas. 
 
Este hecho pone de manifiesto que probablemente la menor actividad de los nuevos 
inhibidores respecto al (±)-UB012 son a causa del acortamiento de la distancia entre el 
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grupo hidroxilo y el ciclo, y no por el cambio de sustituyente sobre el nitrógeno, que 
sigue conteniendo un anillo de tipo benceno en su estructura. 
 
Con estos resultados podemos concluir que las estructuras de tipo lactama son 
potenciales candidatos a inhibidores de FAS con capacidades citotóxicas. Además, 
parece ser que la presencia de un grupo insaturado sobre el átomo de nitrógeno puede 
tener efectos positivos sobre su actividad biológica. No obstante, se trata de ensayos 
limitados e incipientes que necesitan más trabajo sobre la relación entre la estructura y 
la actividad de estos compuestos. Sin duda sería interesante realizar estudios de docking 
con este tipo de compuestos y los centros activos de la FAS para comprobar si el anillo 
aromático puede estar favoreciendo la unión entre el sustrato y la enzima mediante 
algún tipo de interacción hidrofóbica o aromática.  
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4 Síntesis y evaluación biológica de nuevos 
derivados de C75 
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4.1 Obtención de derivados con azufre del C75 

 

4.1.1 Precedentes bibliográficos 
 
Existen referencias en la literatura científica de múltiples compuestos orgánicos con 
átomos de azufre en su estructura que presentan propiedades biológicas muy variadas 
y que se han asociado con una amplia gama de efectos farmacológicos, incluyendo 
antibióticos y antinflamatorios.196–199 
 
Entre ellos queremos destacar la tiolactomicina, ya citada en la introducción (Figura 9), 
y el derivado de tipo tiolactona del C75 (Figura 44) preparado por Xiaokui Wang y su 
equipo que han demostrado poseer capacidad inhibitoria de la FAS.121,189 
 

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

 
Los resultados positivos obtenidos en la inhibición de la FAS con anillos de tiolactona y 
la evidente similitud estructural entre el C75 y el SC75 nos impulsaron al estudio de la 
actividad del SC75 como potencial inhibidor de la CPT1 y la síntesis de dos análogos 
inéditos más de C75 con un átomo de azufre; el tioácido (±)-UB019 y la tiolactona (±)-
UB020, cuyas estructuras se muestran en la Figura 45: 
 

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

 
El efecto de reemplazar un átomo de oxígeno por azufre en el C75 sobre la inhibición de 
CPT1 no se había estudiado hasta entonces. Sin duda la modificación estructural es 
pequeña y era presumible que la actividad no difiriera mucho a la del C75, pero la mayor 
lipofilia del azufre podía ayudar a la biodisponibilidad. Por otra parte, podría tratarse de 
compuestos más inestables debido a la mayor labilidad del enlace C-S en comparación 
con el enlace C-O, lo que podría reducir su toxicidad al más fácilmente 
metabolizados.200,201 
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4.1.2 Intento de síntesis del (±)-UB019 
 
Nuestra andadura por la síntesis de análogos del C75 con azufre se inició con el intento 
de síntesis del (±)-UB019 por suponer una mayor simplicidad sintética respecto a los 
otros análogos.  
 
Nuestro análisis retrosintético se muestra en el Esquema 44. 
 

 
Esquema 44. Análisis retrosintético del (±)-UB019. 

 
El tioácido deseado se podría obtener por la metilenación de 19 con alguna de las 
metodologías empleadas con anterioridad en el grupo. A su vez, dicho intermedio (±)-
19 podría prepararse mediante el intercambio del átomo de oxígeno del ácido por un 
azufre, empleando el reactivo de Lawesson.  
 
La lactona (±)-20 se podría obtener de acuerdo a protocolos ya descritos a partir de la 
hidrólisis del éster metílico (±)-21, y este a su vez, se podría preparar mediante la 
reducción y ciclación in situ de la cetona (±)-22. Finalmente, el intermedio (±)-22 se 
aislaría tras la condensación del nonanal con el maleato de dimetilo, ambos disponibles 
comercialmente.  
 
Debe tenerse en cuenta que en nuestro grupo se había optimizado previamente la 
síntesis del ácido (±)-20, ya que se trata de un intermedio común en la síntesis del C75 
y del (±)-UB006. Por lo tanto, para su síntesis se siguió la metodología descrita por el Dr. 
Makowski en su tesis doctoral y que se resume en el Esquema 45: 
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Esquema 45. Ruta sintética para la obtención del intermedio (±)-20. 

 
La primera reacción consistió en la adición radicalaria de nonanal al maleato de dimetilo 
empleando peróxido de benzoílo ((PhCO)2O2) como iniciador. La cetona obtenida se 
reduce empleando borohidruro de sodio y se cicla in situ mediante calentamiento a 
reflujo en medio ácido.  
La lactonización conduce a una mezcla de diastereoisómeros en proporción variable. 
Dado que nuestra experiencia previa indica que las lactonas trans presentan una mayor 
actividad biológica, se isomerizó la mezcla empleando la base no nucleófila, el 1,8-
diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno (DBU) y se obtuvo exclusivamente el isómero deseado 
por ser más estable termodinámicamente. Esta isomerización se explica por el equilibrio 
entre lactona y su enolato que la base provoca.  
Por último, la obtención del ácido se consigue mediante hidrólisis del éster metílico por 
agitación en una mezcla de THF y NaOH 1M (1:1) a 70 °C.  
 
A partir de este punto, las rutas sintéticas divergen. Para la obtención del nuevo 
derivado de C75 solo se requerirían dos pasos adicionales. El primero de ellos fue el 
intercambio del átomo de oxígeno del ácido carboxílico por un átomo de azufre, 
empleando el reactivo de Lawesson (LR) en una reacción asistida por microondas. Este 
tipo de transformaciones están descritas en la literatura.202 

 

  
Esquema 46. Obtención del tioácido (±)-19.  
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A pesar de la complicada purificación del tioácido por cromatografía de columna debido 
a su alta polaridad, tal y como se ve reflejado en el Esquema 46, la metodología descrita 
por Rao y col.203 permite la obtención del producto con un buen rendimiento.  
 
El último paso de la obtención del nuevo derivado sería la metilenación del tioácido 
mediante alguna de las metodologías previamente empleadas por el grupo. La primera 
aproximación que se realizó empleando carbonato de metilmagnesio (MMC) siguiendo 
el método desarrollado por Greene.204 
 
La metilenación con esta técnica es alternativa a la mencionada en el capítulo anterior, 
que usa trifluoroacetato de 2,2,2-trifluoroetilo. Ambos procedimientos se basan en la 
activación de la posición α de la lactona para obtener un enolato que reaccione con un 
equivalente sintético del formaldehído. En nuestro caso el reactivo MMC es el 
encargado de activar el carbono añadiendo un ácido carboxílico contiguo al carbonilo 
de la lactona, y el carbono del formaldehído se introduce en forma de ion iminio. La 
descarboxilación-eliminación de este intermedio genera de manera irreversible el doble 
enlace exocíclico. 
 
Mecanísticamente, la coordinación del ion magnesio (II) con el carbonilo facilita la 
desprotonación del hidrógeno en ɑ de la lactona, generando un enolato estabilizado que 
puede reaccionar con el carbonato de metilo presente en el medio. El intermedio 
resultante elimina una molécula de metanol obteniéndose un enolato, que tras su 
protonación genera un diácido altamente reactivo como se describe en el Esquema 47: 
 

 
 
Esquema 47. Mecanismo de la activación de la posición ɑ de la lactona con MMC. 

 
En el protocolo descrito este intermedio no se llega a aislar nunca, y su tratamiento con 
la sal de iminio formada entre la N-metilanilina y el formaldehído en el medio de 
reacción, permiten obtener el doble enlace exocíclico tras una descarboxilación-
eliminación de la N-metilanilina (Esquema 48). 
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Esquema 48. Mecanismo de la obtención del metileno a partir del intermedio diácido 

tras la descarboxilación-eliminación. 

 
No obstante, cuando se intentó la metilenación del tioácido (±)-19, no se consiguió 
obtener el producto deseado (Esquema 49) ni recuperar el material de partida 
obteniéndose un crudo complejo. 
 

  
Esquema 49. Intento de metilenación del tioácido (±)-19 con MMC. 

 
Decidimos intentar entonces la metilenación empleando TFA-TFE, dado que se lleva a 
cabo a baja temperatura y en condiciones de reacción más suaves que en la 
metilenación con MMC. 
Pero, tal y como se muestra en el Esquema 50, tampoco se consiguió aislar el derivado 
(±)-UB019. 
 

  
Esquema 50. Intento de metilenación empleando TFA-TFE. 

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

se intentó la introducción del azufre al grupo ácido del C75 con el reactivo de 
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Lawesson, como se muestra en el 

 
Esquema 51. 
 

  
Esquema 51. Intento de sulfuración del C75.  

 
No obstante, tampoco en este caso se consiguió aislar el producto ni determinar la 
composición del crudo de reacción.  
 
En un último intento decidimos proteger el doble enlace con un éter de selenio 
(estrategia que ya habíamos utilizado en nuestro grupo anteriormente) y llevar a cabo 
la sustitución del átomo de oxígeno, como se muestra en el Esquema 52.  
 

 

 
Esquema 52. Intento de protección del doble enlace y sulfuración del C75. 

 
Pese a nuestros esfuerzos, tras el tratamiento final y la separación del crudo no se 
obtuvo producto ni se recuperó material de partida. 
 
La síntesis del derivado (±)-UB019 estaba dando más problemas de los esperados. Al 
tratarse de una lactona con dos grupos funcionales delicados, las dos estrategias 
intentadas se basaban en la introducción de estos grupos en las últimas etapas de la 
síntesis, de manera que su integridad no se viese comprometida.  
 
Concluimos entonces que la obtención de la cantidad necesaria del derivado (±)-UB019 
para las pruebas farmacológicas no iba a ser posible en la presente tesis. Por tanto, 
decidimos centrar nuestros esfuerzos y recursos en la obtención de otros derivados de 
azufre del C75. 
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4.1.3 Intento de síntesis del (±)-UB020 

 
El siguiente análogo con azufre del C75 que intentamos obtener fue la tionolactona (±)-
UB020. Pensamos que para su síntesis se podría partir del éster (±)-21, tal y como 
propone el análisis retrosintético inicial mostrado en el Esquema 53: 
 
 

 
Esquema 53. Análisis retrosintético del (±)-UB020 partiendo del éster (±)-21 como 

material de partida. 

 
Nuestro planteamiento se basaba en la metilenación de la tionolactona (±)-24, la cual 
esperábamos que fuera lo suficientemente robusta como para soportar alguna de las 
metodologías de metilenación discutidas anteriormente. 
 
El ácido se podría obtener hidrolizando el éster metílico en unas condiciones suaves que 
impidieran la apertura del ciclo. El éster, a su vez, se podría preparar mediante la 
sustitución del átomo de oxígeno por azufre, empleando algún compuesto descrito en 
la literatura que permitiera la transformación a partir de la lactona (±)-21, ya citada en 
el apartado anterior de este mismo capítulo. 
La tionación de la lactona (±)-21 se llevó a cabo empleando la metodología descrita por 
Curphey y col.205 donde descubrió que la combinación de hexametildisiloxano (HMDSO) 
con P4S10 permitía la obtención de tionolactonas con mejor rendimiento que empleando 
el reactivo de Lawesson incluso en presencia de grupos éster, tal y como se muestra en 
el Esquema 54. 
 

  
Esquema 54. Tionación de la lactona (±)-21. 

 
Las condiciones empleadas nos permitieron obtener el compuesto deseado con total 
quimioselectividad, sin afectar al grupo éster exocíclico.  
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Se requería entonces la hidrolisis del éster metílico para obtener el ácido carboxílico. 
Para ello se optó por una hidrolisis en condiciones suaves, intentando evitar la apertura 
del anillo de la tionolactona, que podría ser sensible al tratamiento con bases nucleófilas. 
Para ello tratamos el material de partida con LiCl, que actúa aumentando la electrofilia 
del carbonilo mediante la coordinación con el ion Li+, y Et3N como base no nucleofila206, 
siguiendo las condiciones descritas en el Esquema 55. 
 

  
Esquema 55. Intento de hidrólisis de la tiolactona (±)-25. 

 
No obstante, en los sucesivos intentos de obtener el ácido (±)-24, lo único que se 
consiguió aislar fue material de partida y la lactona (±)-20, fruto de la hidrólisis del anillo 
de tionolactona.  
 
Ante la imposibilidad de hidrolizar el éster metílico en presencia del átomo de azufre, 
decidimos sintetizar un éster alílico, que puede ser eliminado en presencia de paladio 
siguiendo el ciclo catalítico que se muestra en el Esquema 56: 
 

  
Esquema 56. Ciclo catalítico de la eliminación del éster alílico con paladio. 

 
El Pd(0) es capaz de coordinarse con los electrones π del doble enlace e insertarse 
liberando el anión carboxilato. El complejo π-alílico de paladio (II) resultante reacciona 
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con un nucleófilo (Nu-), siendo agua en este caso, liberándose una molécula de 2-
propenol y regenerándose el paladio metálico.  
 
El éster alílico se consiguió por calentamiento a reflujo en un montaje de Dean-Stark del 
ácido (±)-20 y el 2-propenol con ácido para-toluensulfónico (p-TsOH) como catalizador. 
La introducción del átomo de azufre se realizó con éxito empleando P4S10 y HMDO como 
ocurrió antes con la lactona (±)-21. Los resultados se recogen en el Esquema 57. 
 

 

 
Esquema 57. Obtención del compuesto (±)-27. 

 
Pese a los buenos resultados obtenidos en la preparación del nuevo intermedio, cuando 
se intentó desproteger el ácido mediante el uso de Pd(PPh3)4, el único compuesto que 
se pudo aislar e identificar fue el resultante de la apertura del anillo con pirrolidina, tal 
y como se refleja en el Esquema 58. 
 

 
Esquema 58. Intento de desprotección del ácido (±)-27.  

 
Tras comprobar que, de nuevo, la estabilidad de la tionolactona se veía comprometida 
al someter el compuesto a condiciones mínimamente nucleófilas se planteó una nueva 
aproximación al derivado (±)-UB020 basada en la tionación de un intermedio 
doblemente protegido, tal y como muestra análisis retrosintético del Esquema 59. 
 

 
	
Esquema 59. Análisis retrosintético para la obtención del (±)-UB020 a partir del C75. 
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Para la obtención del (±)-UB020 se requiere la síntesis de un intermedio de tipo 
tionolactona doblemente protegido como (±)-28. Esta molécula presenta un éter de 
selenio que protege al doble enlace, y un éster de p-metoxibencilo que protege al grupo 
ácido. Ambos grupos protectores podrían eliminarse tras una oxidación suave para 
generar el derivado (±)-UB020. 
La síntesis del intermedio (±)-28 se podría llevar a cabo mediante la tionación de la 
lactona (±)-29 empleando P4S10 y HMDO, como se ha realizado anteriormente en 
sustratos similares. A su vez, la lactona (±)-29 se podría preparar en dos etapas; la 
protección del doble enlace y la protección del éster con los grupos ya mencionados. 
 
La síntesis del compuesto (±)-29 se llevó a cabo, aunque con rendimiento mediocre, tal 
y como se muestra en el Esquema 60: 
 

 

 
Esquema 60. Obtención del intermedio (±)-29.  

 
La protección del doble enlace ya ha sido descrita anteriormente, y se volvió a conseguir 
empleando la mezcla Se2Ph2/NaBH4. Una vez purificado el compuesto, se llevó a cabo la 
esterificación de Steglich207 modificada, empleando el activador de carboxilos 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y dimetilaminopiridina (DMAP) como 
base.208 La principal ventaja de este método es que permite la esterificación suave ácido, 
sin comprometer la estabilidad del compuesto (±)-1 y como subproductos se obtiene un 
subproducto de la urea que puede ser fácilmente eliminado junto al DMAP mediante 
lavados acuosos.  
 
Cuando se abordó la tionación de la lactona (±)-29 con la metodología que nos había 
permitido la obtención de las tionolactonas (±)-27 y (±)-25 no se obtuvo el producto 
deseado (Esquema 61). 
 

  
Esquema 61. Intento de tionación de la lactona (±)-29. 

 
De entrada pensamos que el éter de selenio interfería en la reacción de sustitución con 
el P4S10. Para comprobarlo se protegió la lactona (±)-20 con el PMB y se intentó su 
tionación, pero no se consiguió llevarla a cabo (Esquema 62). 
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Esquema 62. Síntesis de la lactona (±)-30 e intento de su tionación. 

Llegados a este punto y debido a las dificultades encontradas en la manipulación de sus 
precursores se decidió no continuar con la síntesis del (±)-UB020 y dirigir nuestros 
esfuerzos otros proyectos más fértiles que se llevaban a cabo paralelamente.  
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4.1.4 Síntesis del SC75 
 
El derivado SC75 fue originalmente descrito por Wangy y col. en 2009 y se estudió su 
actividad biológica como inhibidor de la FAS. 189  
 
A pesar de que los autores del artículo describen la obtención del compuesto, nosotros 
planteamos una metodología alternativa que nos permitiese la obtención del SC75 
partiendo de un compuesto común en la síntesis del C75 y el (±)-UB006, el éster metílico 
(±)-21. Este intermedio común para la preparación de los tres derivados de C75 haría su 
preparación más eficiente y versátil para cubrir futuras necesidades del grupo. 
 
El análisis retrosintético inicial se muestra en el Esquema 63. 
 

 
 
Esquema 63. Análisis retrosintético para la obtención del (±)-SC75 a partir del intermedio 

común (±)-21. 

 
El SC75 se intentaría obtener a partir de la metilenación de la tiolactona (±)-32, a partir 
de alguna de las metodologías ya descritas anteriormente, con la esperanza de que el 
compuesto fuera más robusto que su análogo de tipo tionolactona. 
 
El compuesto (±)-33, a su vez, se podría obtener por la isomerización la tionolactona (±)-
25. Existen referencias en la literatura que aseguran que la conversión se puede realizar 
empleando una base de Lewis como el BF3. 
 
Por último, la síntesis de la tionolactona (±)-25 se obtendría, como ya se ha hecho 
anteriormente, a partir del tratamiento del intermedio común (±)-21 con P4S10 y HDMO. 
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Filippi y col. describieron en 2006 que el tratamiento de diferentes tionolactonas con 
eterato de trifluoruro de boro (BF3·Et2O) a reflujo de tolueno favorecía la isomerización 
a tiolactonas.209 Aunque a priori puede pensarse que la isomerización ocurre mediante 
la apertura del ciclo y posterior cierre catalizado por el ácido de Lewis, en el artículo se 
describe una inversión de configuración en el carbono unido al azufre (Esquema 64) en 
ciertos casos. Para explicar este hecho proponen el mecanismo del esquema.  
 

 
Esquema 64. Mecanismo de isomerización catalizado por BF3. 

 
Según los autores, tras la coordinación del BF3, dos ciclos reaccionarían entre si 
mediante un ataque nucleófilo simultáneo de los átomos de azufre, provocando la 
inversión de configuración. Los dos ciclos se orientarían en el espacio de forma opuesta, 
evitando así la tensión estérica de la cercanía del grupo funcional R. El intermedio cíclico 
formado sería lo suficientemente inestable como para descomponer in situ, generando 
en el proceso dos tiolactonas con inversión de configuración. 
 
Basándonos en los resultados esperanzadores reportados en el artículo, intentamos 
nosotros la isomerización del intermedio (±)-25 como se muestra en el Esquema 65. 
 

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

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

 
Esquema 66. Posible mecanismo de la hidrólisis de la tionolactona con BF3 que explica la 

formación del compuesto (±)-21. 

 
A la vista del resultado negativo, retomamos la metodología descrita por Wang,189 para 
la obtención del compuesto como se muestra en el Esquema 67. 
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Esquema 67. Obtención del SC75. 

 
El primer paso fue la condensación del 2-acetoxi-2-(dietoxifosforil)acetato de etilo con 
2-bromoacetato de etilo. El artículo original describía la reacción empleando NaH, pero 
nosotros encontramos que el uso de LiHDMS permitía la obtención del diéster (±)-34 de 
manera más limpia.  
La reacción condensación del compuesto (±)-34 con nonanal empleando LDA permite la 
obtención del compuesto carbonílico β,γ-insaturado. El tratamiento de éste con NaOH 
acuoso permite la hidrólisis de los dos ésteres etílicos obteniendo el diácido (±)-36. 
Posteriormente, el reflujo del diácido durante 3 días con ácido tioacético (AcSH) provoca 
la adición conjugada del grupo tioacetilo al doble enlace. Este intermedio es tratado, sin 
aislarse, primero con HCl y luego con TFA a reflujo para hidrolizar el tioester y ciclar el 
compuesto, obteniéndose así la tiolactona (±)-32.  
 
Finalmente, la metilenación de la tiolactona empleando MMC y formol, permite la 
obtención del derivado sulfurado SC75 con un buen rendimiento y la pureza adecuada 
para el correcto desarrollo de las pruebas farmacológicas.  
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Con el fin de poder estudiar la actividad biológica del compuesto con extractos 
mitocondriales enriquecidos en CPT1A se preparó también el aducto SC75-CoA por la 
reacción del SC75 con coenzima A a pH 8 en agua deuterada monitorizada por RMN de 
1H, tal y como se muestra en el Esquema 68: 
 

  
Esquema 68. Síntesis del SC75-CoA con el que se realizarán las pruebas de inhibición in 

vitro de CPT1A.  
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4.2 Obtención de lactamas derivadas del C75 

 
4.2.1 Precedentes bibliográficos 
 
Como ya se ha comentado, los anillos de γ-butirolactamas son subestructuras 
interesantes en la búsqueda de nuevos fármacos. Comparando con las lactonas análogas, 
encontramos que este tipo de derivados presentan un punto de funcionalización extra 
sobre el átomo de nitrógeno, permitiendo una mayor variabilidad estructural en estos 
derivados de C75 no explorada frente a la inhibición de la CPT1. 
 
En apartados anteriores ya se ha comentado que, para asegurar una capacidad 
inhibitoria de la CPT1, las moléculas deben tener un metileno exocíclico, un grupo ácido 
carboxílico y una cadena alifática de al menos 8 átomos de carbono. Por tanto, los 
nuevos derivados de lactama de C75 con potencial inhibición de CPT1 deberán estar 
basados en la estructura que se muestra en la Figura 46: 
 

 
Figura 46. Estructura base de los nuevos derivados de C75 de tipo lactama. El grupo R 

representa la posibilidad de funcionalización sobre el átomo de nitrógeno. 

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

 
Figura 47. Estructura del nuevo derivado del C75 de tipo lactama. 
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4.2.2 Intento de síntesis del (±)-UB021 
 
En el Trabajo de Final de Máster de la alumna Marta Font Feliu se abordó la síntesis del 
derivado (±)-UB012, ya mencionado en el capítulo anterior, como un agente citotóxico 
e inhibidor de la FAS. Durante la obtención del inhibidor, se aisló un intermedio 
avanzado [(±)-39] que nos podía servir para desarrollar la ruta sintética de la obtención 
del (±)-UB021.  
Se propuso el análisis retrosintético que se muestra en el Esquema 69:  
 

 

 
Esquema 69. Análisis retrosintético inicial de la obtención del (±)-UB021. 

 
Suponíamos que el ácido (±)-37 era susceptible de ser metilenado empleando alguna de 
las metodologías ya discutidas en apartados anteriores, pudiendo así obtener el 
derivado (±)-UB021. Este compuesto podría derivar de la lactama (±)-39. La cetona (±)-
22 ya ha aparecido en apartados anteriores obtenida por condensación del nonanal con 
el maleato de dimetilo. La obtención de la lactama (±)-39 se muestra el Esquema 70: 
 

 

 
Esquema 70. Síntesis de la lactama (±)-39. 

 
La condensación radicalaria del nonanal sobre malonato de dimetilo empleando 
(PhCO)2O2 como iniciador conduce a la cetona (±)-22, como ya se describió en el 
apartado anterior (Apartado 1.1.2).  
Para obtener la lactama deseada se debe introducir un enlace simple C-N en la 
estructura y una manera sencilla de hacerlo es una aminación reductiva. Se trata de una 
metodología sintética que permite la formación de una imina y su reducción in situ

210 
empleando un agente reductor como el cianoborohidruro de sodio211. En este caso 
empleamos la sal NH4OAc como fuente de NH3, obteniendo el compuesto deseado con 
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un elevado rendimiento tras la ciclación del amino diester intermedio en reflujo de 
tolueno. 
A continuación, tuvimos que decidir si realizar antes la hidrólisis del éster metílico o la 
benzoilación del nitrógeno y optamos por probar primero la benzoilación del nitrógeno. 
La transformación se llevó a cabo con rendimiento moderado empleando n-butil litio (n-
BuLi) y cloruro de benzoílo (PhCOCl) a baja temperatura, pero cuando se intentó la 
hidrólisis selectiva del éster metílico no se obtuvo el producto deseado (Esquema 71) 
sino una mezcla compleja de compuestos. No obstante, pudimos determinar la 
presencia del compuesto (±)-40, producto de la hidrólisis del éster y el grupo benzoílo 
aunque en una cantidad tan baja que su cuantificación no fue posible. 
 

  

 
Esquema 71. Benzoilación e intento de hidrólisis del éster metílico. 

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

  

 
Esquema 72. Obtención del compuesto (±)-37. 

 
De esta manera se pudo obtener satisfactoriamente el compuesto (±)-37 sin problemas 
de regioselectividad en la benzoilación del nitrógeno en presencia del ácido carboxílico. 
 
El último paso (y el más delicado) para la obtención del nuevo derivado de C75 era la 
metilenación del ácido (±)-37. Se llevaron a cabo varios intentos mediante la 
metodología de Greene204 empleando MMC y formol (Esquema 73), pero 
desafortunadamente ninguna de las réplicas realizadas permitió la obtención del 
producto final.  
 

   
Esquema 73. Intento de metilenación del (±)-37 con MMC. 
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El análisis del crudo de reacción por RMN permitió observar la presencia de ácido 
benzoico en la mezcla, fruto de la desprotección del nitrógeno durante las condiciones 
de reacción. No obstante, se observaron dos señales de tipo singulete a 6,26 y 5,80 ppm 
que podrían corresponder al metileno exocíclico del subproducto (±)-37b (Figura 48).  
 

  
Figura 48. Posible estructura del subproducto obtenido durante la metilenación del 

compuesto (±)-36. 

 
A pesar de que el compuesto (±)-37b no era un objetivo inicial, se trataba de interés en 
sí mismo o como precursor en la síntesis del (±)-UB021 tras la benzoilación del nitrógeno. 
Sin embargo, a pesar de varios intentos de separación cromatográfica, no se consiguió 
aislar el producto.  
 
Viendo que la integridad del grupo benzoílo se veía comprometida en las condiciones 
de reacción empleadas para la metilenación, consideramos llevar a cabo la 
transformación empleando un tratamiento más suave, como el descrito en apartados 
anteriores con trifluoroacetilo de 2,2,2-trifluoroetilo y LiHDMS, que se lleva a cabo a 
baja temperatura. 
Pero previamente realzamos un estudio de reactividad para comprobar si el hidrógeno 
en ɑ de la de la lactama (±)-37 era lo suficientemente ácido como para poder generar el 
enolato necesario para la metilenación: 
 

   
Esquema 74. Intento de enolización y deuterización de la lactama (±)-37. 

 
Tras el tratamiento de la lactama con LiHDMS a –78 °C y adición posterior de D2O al 
medio de reacción no se observó el intercambio del hidrógeno por deuterio en la 
estructura de la lactama por RMN. No obstante, se pudo observar la formación de la 
lactama desbenzoilada (±)-40.  
 
Debe tenerse en cuenta que la pérdida del grupo benzoílo dificulta la formación del 
enolato, ya que debe desprotonarse un dianión. La formación de un intermedio con tres 
cargas negativas en una estructura tan pequeña (Figura 49) no debe ser fácil a bajas 
temperaturas. 
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Figura 49. Intermedio con tres cargas negativas necesario para la obtención del 

subproducto (±)-37b cuya formación solo se ha podido comprobar indirectamente en la 

reacción con MMC a 145 °C. 

 
En cualquier caso, el grupo benzoílo no resultaba lo suficientemente estable como para 
permitir la olefinación del compuesto. En este punto fuimos conscientes de que la 
obtención de cantidades suficientes del derivado (±)-UB021 no iba a ser posible en un 
tiempo razonable en el marco de esta tesis, por lo que decidimos redirigir nuestros 
esfuerzos hacia la síntesis del compuesto (±)-UB022. 
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4.3 Estudio de la actividad biológica del SC75 

 

4.3.1 Resultados previos 

 
Pese a ser un compuesto ya aislado y descrito en la literatura científica por Wang y col.189, 
el estudio descrito de su actividad biológica se limita a la determinación de la inhibición 
in vitro de extractos proteicos enriquecidos en FAS. Los autores obtuvieron un IC50 de 
2,56 ± 0,13 µM para el derivado de azufre frente al valor del C75 que reportan en el 
artículo de 15,53 ± 0,78 µM. 
 
Los resultados positivos en la inhibición de la FAS nos alentaron a explorar en mayor 
profundidad la actividad biológica del SC75 como agente citotóxico y como potencial 
inhibidor de la CPT1. 
 
4.3.2 Estudio del (±)-SC75 como agente citotóxico 
 
Estudiamos primero la capacidad citotóxica del derivado de azufre de C75 frente a la 
línea celular OVCAR-3, de cáncer de ovario.  
Para ello, se cultivaron las células con concentraciones crecientes del inhibidor durante 
3 días y se cuantificó la viabilidad celular en base al ensayo de MTT ya descrito en el 
capítulo 1. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 50: 
 

  
Figura 50. Efecto citotóxico del SC75 frente a las células tumorales OVCAR-3. 

Representación del % de viabilidad celular resultante del ensayo de MTT tras tres días de 

incubación con concentraciones crecientes del inhibidor. Cada ensayo se realizó por 

duplicado y el resultado se expresa como la media ± S.E.M. 

Se obtuvo un valor de IC50 de 36 ± 2 µM, superior al 21,8 ± 3,9 µM del C75, reflejando 
que el compuesto presenta una actividad citotóxica algo menor. 
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4.3.3 Estudio del SC75 como inhibidor de la CPT1A 
 
Para la determinación de la actividad de CPT1A se empleó el método radiométrico 
basado en la siguiente reacción (Esquema 75) que cataliza dicha enzima: 
 

 
Esquema 75. Reacción de formación de la 

3
H-Palmitoil-carnitina catalizada por la CPT1. 

 
El ensayo, descrito originalmente en el artículo de Morillas y col.,212 se basa en la 
cuantificación de la 3H-palmitoil-carnitina formada por la enzima CPT1A. La 
determinación de la concentración se puede realizar mediante la separación del 
producto, soluble en disolventes orgánicos, y posterior medición del centelleo 
producido por la desintegración radioactiva del tritio en el medio adecuado, que es 
directamente proporcional a la concentración de esta. 
 
Para el ensayo se llevó a cabo la reacción con extractos de levaduras enriquecidos en 
CPT1A con concentraciones crecientes del inhibidor, obteniéndose los resultados 
representados en la Figura 51: 
 

 
Figura 51. Efecto inhibitorio in vitro del SC75-CoA frente extractos proteicos enriquecidos 

en CPT1A. Representación del % de actividad enzimática remanente tras el ensayo a 

concentraciones crecientes de inhibidor. Cada ensayo se realizó por triplicado y el 

resultado se expresa como la media ± S.E.M. 

 
Por desgracia, el valor de IC50 obtenido fue de 18 ± 10 µM, muy por encima del valor de 
1,1 ± 0,36 µM del C75-CoA.  
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4.4 Discusión de los resultados biológicos 

 
4.4.1 SC75 como agente citotóxico 
 
La actividad del inhibidor C75 como agente citotóxico resulta superior a la observada 
para su análogo tiolactónico, obteniéndose los valores de IC50 que se muestran en la 
Figura 52. 
 

 
Figura 52. Estructura y valores del IC50 para la inhibición de la línea celular OVCAR-3 del 

SC75 y el C75. 

 
Estos resultados contrastan con los obtenidos en la inhibición in vitro de la FAS con 
extractos proteicos reportados por Wang,189 donde el IC50 del SC75 es de 2,56 ± 0,13 µM 
frente a los 15,53 ± 0,78 µM del C75.  
 
La diferencia con los resultados obtenidos en la línea celular puede ser debida a que los 
ensayos enzimáticos, aunque eficaces como primera aproximación al estudio de la 
actividad biológica de los compuestos, no son más que un modelo extremadamente 
simplificado respecto a estudios realizados con células vivas. 
En primer lugar, el medio de reacción para un ensayo enzimático suele estar optimizado 
en términos de salinidad, concentración y pH para el correcto funcionamiento de la 
enzima y asegurar la estabilidad de los sustratos a estudiar. En contraposición, un 
ensayo in vitro con células no permite este nivel de ajuste y se trabaja con medios de 
cultivo (generalmente a un pH de 7,4) y con una fuerza iónica y concentraciones de los 
sustratos altamente variable.  
Por otro lado, la inhibición de la enzima aislada ocurre con mayor facilidad, dado que la 
molécula no tiene que atravesar la membrana celular para llegar a su objetivo ni se ve 
sometida a procesos metabólicos que pueden provocar fluctuaciones incluso dentro de 
las réplicas del mismo ensayo bajo las mismas condiciones, algo que se acentúa incluso 
más por a la heterogeneidad inherente a les células cancerígenas. 213 
 
Es precisamente el metabolismo de las células lo que puede explicar que la citotoxicidad 
del SC75 sea menor a la del C75. Como ya se ha descrito con anterioridad en este mismo 
capítulo, la mayoría de los compuestos sulfurados preparados durante los intentos de 
síntesis de los diferentes inhibidores han resultado ser lábiles a las condiciones de 
reacción empleadas, sobre todo cuando se sometían a transformaciones que ocurrían a 
pH no neutro.  
Es posible que dicha inestabilidad más elevada de la tiolactona se traduzca en una 
metabolización más rápida del compuesto haciendo que su concentración efectiva real 
sea menor a la del C75, reportando así un valor de IC50 superior a lo esperado. No 
obstante, en el caso de querer demostrar esta hipótesis se debería estudiar la posible 
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degradación del compuesto en cultivos celulares. Para ello se podría realizar un ensayo 
de cuantificación del sustrato en el citosol por HPLC-MS tras haber incubar las células 
con el inhibidor a diferentes tiempos, y comparar los resultados con los del C75. 
 
No obstante, como el objetivo principal de esta tesis era encontrar agentes citotóxicos 
más efectivos que el (±)-UB006, se descartó la continuidad del uso de derivados de 
azufre del C75 como potenciales agentes anticancerígenos. 
 
4.4.2 SC75 como inhibidor de CPT1 
 
También se estudió la capacidad inhibitoria del aducto SC75-CoA, la forma activa del 
SC75, frente a la CPT1A. Se comprobó que la actividad del nuevo derivado es 
significativamente inferior a la del C75-CoA, obteniéndose un valor de IC50 de 18 ± 10 
µM frente al 1,1 ± 0,36 µM.  
 
En este caso, la diferencia de la actividad entre los dos compuestos no se ve afectada 
por factores como la capacidad de atravesar la membrana celular ni su estabilidad frente 
al metabolismo celular, por lo que podemos interpretar que seguramente la menor 
actividad del compuesto se deba a una peor interacción entre la enzima y el sustrato. 
 
Ya que no se disponen de estudios de docking que permitan justificar esta hipótesis, se 
podría intentar realizar una prueba de estabilidad del compuesto tras someter al SC75-
CoA a las condiciones del ensayo sin presencia de la enzima para estudiar si se produce 
una reducción significativa del compuesto que indique que no es estable en el medio, 
reduciendo de manera aparente su actividad. 
 
De nuevo, como el objetivo planteado era explorar inhibidores de la CPT1A mejores que 
el C75, se decidió no continuar con los compuestos con azufre obtenidos. 
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5 Nueva aproximación sintética al UB207 y estudio 
de su actividad biológica 
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5.1 Síntesis del UB207 

 

5.1.1 Precedentes bibliográficos 

 
En su tesis doctoral, el Dr. Makowski desarrolló diferentes análogos del C75 donde el 
grupo ácido carboxílico variaba en su distancia al anillo de la lactona, dando lugar a los 
compuestos (±)-UB207 y (±)-UB244.  
 
Como ya se ha descrito en la introducción, el estudio biológico de los aductos con 
coenzima A de los compuestos demostraron en estudios in vitro que el (±)-UB244-CoA 
era menos activo en la inhibición de la CPT1 en comparación con el C75-CoA, mientras 
que el (±)-UB207-CoA mejoraba un poco los resultados, tal y como se resume en la 
Figura 53. 
 

  
Figura 53. Estructura del C75 y de los dos derivados ácidos preparados en la tesis del Dr. 

K. Makowski y los valores de IC50 en la inhibición in vitro de la actividad CPT1 de sus 

formas -CoA. 

 
El nuevo derivado UB207 se obtuvo originalmente en una ruta sintética que consta de 
solo 3 etapas, que se muestra en el Esquema 76:  
 

OC8H17

O

(±)-UB207

HO

O OC8H17

O

(±)-UB244

HO

O

OC8H17

O

C75

O

HO

OC8H17

O

(±)-UB207-CoA
IC50: 0,6 ± 0,2 µM

HO

O OC8H17

O

(±)-UB244-CoA
IC50: 2,3 ± 0,9 µM

HO

O

OC8H17

O

C75-CoA
IC50: 1,1 ± 0,4 µM

O

HO

SCoA SCoA SCoA



 

 103 

 

 
Esquema 76. Obtención del (±)-UB207. 

En el primer paso se obtiene el biciclo (±)-12 a partir del anhídrido nonanoico y el ácido 
tricarbalílico siguiendo el procedimiento descrito por Parker.214 Mecanísticamente se 
trata de una acilación descarboxilativa favorecida en las altas temperaturas alcanzadas 
en el medio de reacción que permiten obtener la bis-lactona de manera irreversible con 
un rendimiento razonable.  
La siguiente etapa consiste en la reducción del grupo cetona (que se encuentra en 38 
como cetal) y ciclación posterior in situ para formar la lactona (±)-39. Esta 
transformación se consigue por calentamiento a 85 °C del biciclo en una disolución 
acuosa 1M de KOH en presencia de NaBH4, obteniéndose el compuesto deseado con un 
excelente rendimiento. 
El último paso, y el más delicado de la síntesis, es la metilenación empleando la 
metodología explicada con anterioridad donde el MMC es el agente activador de la 
posición ɑ-carbonílica mediante la introducción de un grupo carboxílico. Este grupo 
favorece la reacción posterior con formaldehído en medio básico, que tras una 
eliminación intramolecular acaba generando un doble enlace exocíclico. 
El problema de esta aproximación radica en la competencia de dos posiciones ɑ-
carboxílicas en la estructura del intermedio (±)-39 susceptibles de ser metilenadas, que 
dan lugar a los compuestos (±)-UB207 y (±)-UB207b tal y como se muestra en la Figura 
54. 
 

 
Figura 54. Metilenación de (±)-39. 

   
Teniendo en cuenta los resultados preliminares obtenidos en la inhibición de la actividad 
CPT1A con el (±)-UB207, encontrar un método de purificación era imperativo para poder 
llevar a cabo el estudio de la actividad biológica en mayor profundidad con modelos 
animales para analizar su capacidad de inhibición de la ingesta. Es por ello por lo que en 
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la primera parte de este capítulo se describirá la obtención del derivado puro y el intento 
de resolución de sus enantiómeros. 
 
5.1.2 Intento de separación de la mezcla de productos 
 
La ruta descrita (Esquema 76) pudo reproducirse, pero la posterior purificación del 
producto por cromatografía de columna en gel de sílice no fue posible. La alta polaridad 
del compuesto y la estabilidad del doble enlace exocíclico impidieron la separación 
satisfactoria del crudo de reacción. 
 
Decidimos llevar a cabo la protección del metileno mediante la reacción del (±)-UB207 
con Ph2Se2 y NaBH4 para formar el selenoéter, tal y como ya se ha descrito en apartados 
anteriores. Los resultados se muestran en el Esquema 77. 

 
Esquema 77. Protección del doble enlace del (±)-UB207 y (±)-UB207b en forma de 

selenoéter. 

 
Se procedió entonces a la separación del crudo por columna flash en gel de sílice 
empleando una mezcla de DCM/MeOH de proporción 97:3 como eluyente. El análisis 
del espectro RMN de 1H realizado de la fracción más pura obtenida parecía mostrar un 
enriquecimiento en el compuesto (±)-40 respecto al (±)-40b, pero tras la eliminación del 
grupo de selenio con H2O2, se recuperó una mezcla de compuestos no muy diferente de 
la proporción original, tal y como se describe en el Esquema 78. 
 

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

 
No se realizaron más esfuerzos en la separación cromatográfica de ambos isómeros 
porque una ruta sintética alternativa que habíamos iniciado de forma paralela estaba 
dando resultados más prometedores. 
 
5.1.3 Nueva aproximación sintética al (±)-UB207 
 
Para la nueva síntesis del (±)-UB207 nos planteamos el análisis retrosintético que se 
muestra en el Esquema 79: 
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Esquema 79. Análisis retrosintético para la obtención del (±)-UB207. 

 
El producto deseado derivaría de la metilenación del intermedio (±)-41, el cual ya está 
funcionalizado con un grupo ácido carboxílico en la posición ɑ de la lactona, lo que nos 
activaría esa posición para su reacción con el formaldehído y formar el producto 
deseado, sin los problemas de regioselectividad que el MMC involucra al existir dos 
posiciones ɑ-carboxílicas. 
 
El intermedio 41 se podría preparar a partir de la hidrólisis del diéster 42 que, a su vez, 
se podría sintetizar a partir de la condensación del etil malonato de potasio con 2-
bromononanal en lo que sería la etapa clave de la propuesta sintética. Por último, el 2-
bromononanal podría ser preparado a partir del decanal comercial mediante una 
bromación. 
 
Para comenzar la síntesis tuvimos que elegir, en primer lugar, una metodología de 
bromación que nos permitiera obtener exclusivamente el compuesto (±)-43. La 
aproximación sintética más sencilla sería emplear bromo molecular (Br2), pero en 
compuestos tan reactivos como los aldehídos se suelen obtener mezclas de productos 
di y tri-bromados. Para solventar este problema decidimos emplear la 5,5-dibromo-2,2-
dimetil-1,3-dioxan-4,6-diona, un compuesto menos reactivo que el Br2 que nos 
permitiría obtener el compuesto deseado.  
 
El agente halogenante se pudo preparar satisfactoriamente mediante la bromación en 
medio básico del ácido de Meldrum215, empleando Br2 en cantidades estequiométricas. 
Una vez aislado el sólido, se consiguió mono-bromar el decanal por la agitación de los 
reactivos en medio ácido en rendimiento aceptable siguiendo la metodología descrita 
por Bloch y col.216 (Esquema 80). 
 

   
Esquema 80. Síntesis del 2-bromodecanal. 
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El siguiente paso fue la condensación del (±)-2-bromo-decanal recién preparado con el 
etil malonato de potasio empleando bromuro de tetrabutilamonio (Bu4NBr) como 
agente de transferencia de fase, tal y como se describe en el artículo de Takashi Sakai y 
col.217 (Esquema 81). 
 

  
Esquema 81. Obtención de 42. 

Las condiciones de reacción permitieron obtener el compuesto deseado. El artículo 
original describe la estereoquímica trans respecto a las posiciones β y γ del ciclo y, 
aunque no hicimos una comprobación mediante experimentos bidimensionales de RMN, 
pudimos ver que los desplazamientos químicos de estos dos protones eran muy 
similares a los de la lactona (±)-39. 
 
Finalmente, las últimas dos reacciones llevadas a cabo fueron la hidrólisis de los dos 
grupos éster etílico en medio básico y la formación del doble enlace exocíclico, que se 
consiguió mediante la reacción del intermedio con paraformaldehído en medio básico, 
tal y como se resume en el Esquema 82. 
 

 

 
Esquema 82. Obtención del (±)-UB207. 

 
El estudio de las señales de 1H y 13C del RMN del crudo de reacción permitió determinar 
que el producto obtenido era el compuesto (±)-UB207 con su estereoquímica trans. La 
nueva aproximación sintética permitió la síntesis del inhibidor deseado con la pureza 
necesaria para la realización de su estudio farmacológico evitando la formación de la 
impureza (±)-UB207b, que podría interferir con los resultados. 
 
5.1.4 Intento de separación de los isómeros 
 
Como ya se ha comentado con anterioridad, los estereoisómeros del C75 presentan 
actividades biológicas diferentes. Por extrapolación al recién sintetizado derivado, 
pensamos que sería interesante realizar la resolución de los enantiómeros del (±)-UB207 
para estudiar sus propiedades biológicas por separado. 
 
Para ello se abordó la síntesis de la amida de (±)-UB207 y un auxiliar quiral de Evans por 
acoplamiento con la (S)-4-benciloxazolidinona, con la esperanza de que las diferencias 
en las propiedades físicas de los diastereoisómeros formados permitieran separar por 
cromatografía de columna en gel de sílice. 
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Para la síntesis del compuesto, primero se trató 41 con un exceso de cloruro de oxalilo. 
Pese a tener un compuesto intermedio con dos grupos carboxílicos, se intentó realizar 
el acoplamiento del intermedio con un equivalente de (S)-oxazolidinona esperando que 
reaccionara preferentemente el cloruro de ácido de la cadena lateral al encontrarse 
menos impedido estéricamente. No obstante, tal y como se especifica en el Esquema 
83, no se consiguió aislar el producto. 

 

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

Presumiblemente, la presencia del otro grupo carboxílico presente en la estructura 
podría estar interfiriendo con la reacción de formación del enlace C-N, por lo que 
decidimos intentar hidrolizar selectivamente el éster etílico en la cadena lateral del 
intermedio 42 mediante su agitación en una mezcla de metanol y agua con K2CO3 como 
base suave (Esquema 84). 
 

  
Esquema 84. Hidrólisis parcial de la lactona 42. 

 
Para evitar la hidrólisis total de la molécula llevamos a cabo la monitorización de la 
reacción mediante cromatografía de capa fina. En los momentos iniciales se comprobó 
la formación del compuesto 45, pero a partir de las 2 horas se observó la aparición de 
un segundo producto con un menor Rf, correspondiente a la lactona 41. Es por ello por 
lo que la reacción se tuvo que detener anticipadamente y el rendimiento de la hidrólisis 
es relativamente bajo. No obstante, esta metodología permitió la hidrólisis selectiva del 
éster deseado. 
 
Una vez aislado el producto se procedió al intento de derivatización del ácido carboxílico 
mediante su acoplamiento con la oxazolidinona quiral de Evans, pero tampoco se 
consiguió determinar la presencia de los productos esperados (Esquema 85). 
 

 
Esquema 85. Intento de formación de la amida de Evans a partir del ácido 45. 
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Viendo que la nueva aproximación tampoco daba resultados, se decidió intentar la 
síntesis de otro tipo de derivado mediante el acoplamiento del ácido carboxílico con el 
1-fenil-prop-2-in-1-ol. La elección del fenilpropanol surge de la idea de realizar una 
resolución enzimática del compuesto, ya que estos grupos funcionales se han empleado 
con anterioridad para la separación de mezclas empleando lipasa de la Candida 

antarctica (Novozym 435), que es capaz de hidrolizar el enlace de tipo éster 
discriminando entre los diferentes enantiómeros.218 
 

 

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

 
Para la síntesis de los compuestos deseados se intentó la reacción del ácido 45 con el 
alcohol empleando EDC y DMAP como agentes de acoplamiento. Se decidió realizar la 
prueba con una mezcla racémica del fenilpropanol por su menor precio, y en caso de 
que la reacción funcionase realizar la síntesis con alguno de sus estereoisómeros puros 
que son comerciales. No obstante, pese a los diferentes intentos llevados a cabo, no se 
consiguió la formación de los compuestos 44c y 44d, como se refleja en el Esquema 86. 
 
Estos resultados negativos en la funcionalización del monoester 45 podían estar 
relacionados con una escala de trabajo de pocos milígramos fácilmente sensible a trazas 
de humedad, aunque se tomaron las precauciones razonables.  
Este hecho, sumado al tiempo limitado disponible para la realización de los estudios 
farmacológicos hicieron que decidiéramos realizar las pruebas biológicas con la mezcla 
racémica del UB207, y en caso de obtener los resultados esperados, continuar con los 
intentos de resolución de la mezcla de enantiómeros para el estudio de sus 
enantiómeros por separado.  
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5.2 Estudio de la actividad biológica del (±)-UB207 

 
5.2.1 Resultados previos 
 
Durante su trabajo experimental, el Dr. Makowski estudió la actividad biológica del (±)-
UB207-CoA obteniendo un valor de IC50 para la inhibición in vitro de la actividad de 
CPT1A de 0,6 ± 0,2 µM, un valor inferior al reportado por el C75-CoA, de 1,1 ± 0,4 µM.  
Aunque se asumió que los buenos resultados obtenidos se debían exclusivamente al (±)-
UB207-CoA, no se podía ignorar que la metodología empleada para su obtención 
producía mezclas no resueltas del compuesto deseado y el subproducto (±)-UB207b, por 
lo que era primordial la obtención del inhibidor sin impurezas presentes en la mezcla 
para estudiar si la actividad biológica de la mezcla era completamente atribuible al 
UB207 o si la impureza estaba afectando de alguna manera. 
 
5.2.2 Estudio in vitro de inhibición de la actividad CPT1A 
 
Lo primero que hicimos fue llevar a cabo el ensayo de inhibición in vitro con extractos 
de levaduras enriquecidos en mitocondrias con expresión de CPT1A mediante el método 
radiométrico descrito con anterioridad en el Apartado 4.3.3. 
Para ello se dejó reaccionar una cantidad constante de proteína con diferentes 
concentraciones de (±)-UB207-CoA empleando el medio de reacción adecuado. La 3H-
palmitoil-carnitina formada por la CPT1A se extrajo de la mezcla y se cuantificó mediante 
la medición del centelleo provocado por el tritio en el disolvente adecuado. Los valores 
se expresan como porcentaje de actividad enzimática remanente y han sido calculados 
en base a cuantificación de 3H-palmitoil-carnitina aislada del medio de reacción con 
extractos mitocondriales  sin inhibidor. Los resultados se muestran en la Figura 55: 
 

 
Figura 55. Efecto inhibitorio in vitro del (±)-UB207-CoA frente extractos mitocondriales 

enriquecidos en CPT1A. Representación del % de actividad enzimática remanente tras el 

ensayo a concentraciones crecientes de inhibidor. Cada ensayo se realizó por triplicado 

y el resultado se expresa como la media ± S.E.M. 
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Se obtuvo un valor de IC50 de 0,46 ± 0,11 µM, por debajo incluso del (+)-C75-CoA con un 
IC50, 0,68 ± 0,21 µM y ligeramente inferior a la mezcla de productos probada por Kamil, 
que reportó un valor de 0,6 ± 0,2 µM. 
 
5.2.3 Estudio sobre la ingesta y el peso en roedores tras la administración 

central del (±)-UB207 
 
Se realizó un estudio de los efectos sobre la ingesta y el peso en ratones pon la cepa de 
ratones aquí también tras la administración ICV del compuesto (±)-UB207. Para ello se 
hicieron 3 grupos distintos; un grupo tratado con (+)-C75 como control positivo, otro 
con (±)-UB207 y un grupo de control al que solo se inyectó vehículo cada uno de ellos 
con 8 animales. 
 
Los animales se estabularon a su llegada en una sala con el ciclo de luz-oscuridad de 12 
horas cambiado, de forma que su oscuridad comenzaba a las 9 AM, y se dejaron durante 
4 semanas en adaptación antes de empezar con el experimento. 
Para la administración central del compuesto se tuvo que realizar una intervención en 
los ratones en la cual se les introdujo una cánula en el cerebro, concretamente en el 
tercer ventrículo, de manera que los compuestos administrados pudiesen llegar al 
núcleo arcuato del hipotálamo, con el que conecta, y actuar sobre las neuronas AgRP y 
NPY encargadas de la regulación del apetito.  
Basándonos en experimentos realizados con anterioridad, decidimos realizar una sola 
administración de 3 µL de los inhibidores a una concentración de 30 µM, dosis que fue 
suficientemente alta para estudiar los efectos del (+)-C75 sobre la ingesta.  
Los resultados muestran en la Figura 56, donde se encuentra representada la ingesta 
acumulada, obtenida por pesada del pellet, a 1, 2 ,3 4 y 24 horas. 
 

 
Figura 56. Ingesta acumulada a distintas horas. Las medidas se realizaron tras la 

inyección ICV de 3 µL de vehículo, (+)-C75 y (±)-UB207 30 µM media hora antes del inicio 

de su ciclo de actividad. n = 8. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, ****: p < 0,0001.  
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En el caso del (+)-C75 se puede ver que la diferencia con el grupo control empieza a ser 
significativa a partir de las 3 horas y se mantiene hasta las 24 horas.  En contraposición, 
el efecto del (±)-UB207 comienza a ser estadísticamente significativo a partir de las 4 
horas y los ratones han recuperado su apetito normal a las 24 h. Además, los efectos del 
(+)-C75 son más acusados en todas las horas registradas. 
 
En lo referente al peso, se midieron los cambios a las 24 horas, comprobándose una 
disminución de más de 2 gramos de media en el caso de los ratones tratados con el (+)-
C75, pero sin diferencias significativas en el caso del (±)-UB207, tal y como se muestra 
en la Figura 57: 
 

 
Figura 57. Variación del peso medio en los diferentes grupos de ratones tras 24 h y 72 h. 

Se representan los valores individuales (puntos) y la media de cada grupo (barras). n > 6. 

****: p < 0,0001. 

 
Se puede observar también que los ratones tratados con el (+)-C75 recuperan los valores 
de peso medio iniciales a los 3 días de la inyección. Paralelamente, el peso de los 
animales a los que se les ha administrado (±)-UB207 no cambia significativamente 
durante el experimento. 
 
5.2.4 Estudio sobre la ingesta y el peso en roedores tras la administración 

intraperitoneal del (±)-UB207 
 
El siguiente experimento consistió en estudiar las diferencias entre los compuestos tras 
su administración intraperitoneal (IP) con una doble finalidad; comprobar la capacidad 
de las moléculas de cruzar la barrera hematoencefálica e inhibir la CPT1 hipotalámica, y 
analizar los efectos sistémicos que los compuestos pueden tener a nivel de otros 
órganos como el hígado o el tejido adiposo marrón (BAT). Dado que la administración IP 
es menos invasiva que la administración central, se decidió alargar la duración del 
experimento y realizar 3 administraciones IP de los compuestos. Esto nos permitiría 
analizar si el (±)-UB207, que es capaz de reducir la ingesta, tiene la capacidad de reducir 
el peso de los roedores tras ser administrado de una manera continuada.  
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El diseño experimental consistió en la administración de una dosis de 15 mg/kg de ratón 
durante 3 días consecutivos media hora antes del inicio de la fase oscura, que es la fase 
de actividad de los roedores. Los animales se pesaron durante 3 días consecutivos a las 
12 horas de la inyección, así la cantidad de pellet ingerida por los mismos, tal y como se 
ilustra en la Figura 58: 
 

 
Figura 58. Representación gráfica del diseño experimental para el estudio de los efectos 

de los compuestos tras su administración IP. 

 
De nuevo, se dispuso de 3 grupos diferentes: el grupo control y los tratados con (+)-C75 
y (±)-UB207, cada uno de ellos con 8 animales. Los resultados obtenidos para la ingesta 
de pellet se encuentran representados en gramos y se muestran en la Figura 59: 
 

 
Figura 59. Ingesta media de los ratones medida 12 h tras la administración 

intraperitoneal de vehículo, (+)-C75 y (±)-UB207 (15 mg/kg ratón en los 3 días de 

duración del experimento). La inyección de los compuestos se realizó media hora antes 

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

< 0,001, ****: p < 0,0001.  
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UB207, demostrando que las moléculas son capaces de cruzar la barrera 
hematoencefálica y ejercer su efecto a nivel hipotalámico.  
 
Comparando los dos inhibidores podemos comprobar, de nuevo, que los efectos del (+)-
C75 son más drásticos que los registrados para el (±)-UB207. No obstante, cabe destacar 
que, durante la realización del experimento, se observó que los animales tratados con 
el (+)-C75 presentaban signos de malestar (piloerección y encorvamiento), y se 
encontraron restos de heces líquidas en el lecho de las jaulas cosa que no ocurría con el 
compuesto (±)-UB207. 
 
Cuando se analizó el cambio de peso en los roedores durante la duración del 
experimento el resultado fue similar (Figura 60):  
 

 
Figura 60. Variación acumulada del peso de los roedores medidos durante 3 días 

consecutivos a las 12 h de la administración intraperitoneal de; vehículo, (+)-C75 y (±)-

UB207 (15 mg/kg de ratón). La inyección de los compuestos se realizó media hora antes 

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

< 0,001, ****: p < 0,0001. 

 
Las diferencias entre el grupo control y los animales tratados son estadísticamente 
significativas desde el segundo día para el (±)-UB207 y desde el primero para el (+)-C75. 
La administración de este último, además, supuso una drástica reducción media del 
peso de los roedores de más de 5 g a día 3 del experimento, aproximadamente un 20% 
del peso inicial. Por otro lado, la pérdida de masa corporal inducida por el (±)-UB207 fue 
de menos de 1 g.  
A pesar de esta menor reducción del peso de los ratones se pudo observar que, 
contrariamente a lo observado con la administración central del inhibidor, la 
administración IP del (±)-UB207 fue capaz de reducir el peso de los ratones y mantener 
esta pérdida durante la duración del experimento. 
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5.2.5 Estudio de la expresión génica tras la administración intraperitoneal 
del (±)-UB207 

 
A pesar de que nos hemos centrado en los efectos hipotalámicos de la inhibición de la 
CPT1A y el papel que estos ejercen sobre la ingesta, es interesante también conocer qué 
sucede a nivel periférico y estudiar cómo estas moléculas pueden afectar a diferentes 
tejidos. 
 
Como ya se ha descrito en la introducción, la CPT1 existe en diferentes isoformas 
llamadas CPT1A, CPT1B y CPT1C. La primera se expresa mayoritariamente en tejidos 
lipogénicos como el hígado y tejidos adiposos blancos de ratones y la CPT1B se 
encuentra principalmente en tejidos con una mayor tasa de oxidación de ácidos grasos 
como el músculo esquelético o el tejido adiposo marrón (BAT). 
Por último, la CPT1C, última en ser descubierta, se encuentra en el retículo 
endoplasmático y además, es exclusiva del cerebro y testículos. 
 
Teniendo en cuenta que los derivados de C75 no presentan especificidad en la inhibición 
de las isoformas de la enzima, era interesante estudiar el efecto que estos podían 
provocar sobre el hipotálamo, hígado y el tejido adiposo marrón. 
 
Ya conocemos que los efectos macroscópicos de los inhibidores sobre el hipotálamo se 
manifiestan en forma de una reducción del apetito por parte de los animales a los que 
se les administran los compuestos, pero un estudio de la expresión génica de este 
órgano permitiría profundizar en el mecanismo de acción de este tipo de moléculas y 
los efectos que pueden causar sobre el metabolismo celular.  
 
5.2.5.1 Hipotálamo 
 
En primer lugar analizamos cómo los inhibidores afectan a los niveles de RNA 
mensajeros de genes implicados en la ingesta, metabolismo de la glucosa y de los ácidos 
grasos en hipotálamo. 
 
Los resultados obtenidos se encuentran representados en la Figura 61 en forma de 
cambio relativo de los niveles de mRNA respecto al gen constitutivo Rpl7: 
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Figura 61. Cambios en los niveles de mRNA normalizados con el gen constitutivo Rpl7 en 

el hipotálamo. n > 6. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, ****: p < 0,0001. 

 
Se encontró un aumento significativo de la expresión de los neuropéptidos orexigénicos  
Agrp y Npy así como de factores de transcripción, como el forkhead-box O1 (Foxo1) y el 
homeobox específico de cerebro (Bsx) en el caso del (+)-C75, que activan la transcripción 
de los neuropéptidos orexigénicos.219,220 Por otro lado, no se encuentran cambios 
significativos en los niveles de mRNA de Pomc, relacionada con la saciedad,34 ni de del 
cAMP response element-binding protein (Creb). Todo ello lleva a pensar que los ratones 
activan la expresión de los genes orexigénicos como efecto rebote a una disminución de 
la ingesta causada por la acción de los inhibidores. 
 
Respecto a las proteínas relacionadas con la actividad neuronal se encontró un aumento 
significativo de los niveles de mRNA del transportador vesicular de glutamato 1 (Vglut1) 
por el (±)-UB207. Esta proteína juega un papel importante en el intercambio sináptico 
de glutamato, un importante neurotransmisor, y su expresión se relaciona con la 
capacidad de adaptar la comunicación neuronal en respuesta a estímulos, lo que se 
conoce como plasticidad neuronal.221 No obstante, encontramos el efecto contrario en 
los niveles del transportador de glutamato 2 (Vglut2), que difiere en su distribución en 
el cerebro respecto al Vglut1,222 que se encuentran disminuidos en las neuronas de 
ratones tratados con ambos inhibidores.  Dado que Glut2 es el transportador más 
abundante en las neuronas del ARC, su aumento sugiere una mayor actividad sináptica.  
Por último, podemos observar que no hubo cambios significativos en el transportador 
vesicular del ácido gamma-aminobutírico (Vgat), responsable del transporte neuronal 
del neurotransmisor inhibitorio que se encuentra en neuronas GABAérgicas,223 además 
tampoco se vieron cambios en la ácido glutámico descarboxilasa 1 (Gad1), enzima 
responsable de la síntesis del mencionado neurotransmisor.224  
 
Continuando con los niveles de mRNAs de genes involucrados en vía metabólica de la 
oxidación de ácidos grasos estudiamos la expresión de las isoformas de la Cpt1a y Cpt1c, 
sin encontrarse diferencias significativas respecto al grupo de control.  
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Por último, se estudiaron los niveles de mRNAs de los transportadores de glucosa 1 y 3 
(Glut1 y Glut3) cuya función es la captación de la glucosa por las neuronas a través de la 
membrana celular. En este caso encontramos diferencias entre los dos compuestos; el 
Glut3, con una afinidad por la glucosa menor,225 se encuentra aumentado en el 
hipotálamo de los roedores tratados con ambos compuestos, mientras que los niveles 
de expresión del Glut1 solo se ven afectados en el caso del (+)-C75, lo que sugiere una 
captación de glucosa aumentada en este tratamiento.  
 
 
5.2.5.2 Hígado 
 
El siguiente tejido que se analizó fue el hígado. Se conoce que la CPT1A se encuentra 
ampliamente expresada en el hígado, y se ha comprobado que su silenciamiento 
mediante micro-RNA favorece la aparición de la enfermedad de hígado graso no 
alcohólico en modelos animales,226 atribuyéndole efectos negativos a la inhibición de la 
enzima en este órgano. En cambio, estudios realizados por nuestro grupo han mostrado 
que su sobreexpresión revierte la obesidad en ratones.227 
Teniendo en cuenta que no se dispone de estudios sobre la distribución del C75 o de sus 
derivados en el organismo, se consideró importante estudiar el efecto que la 
administración de los inhibidores de CPT1 tiene sobre el hígado y determinar si existía 
la aparición de algún efecto secundario indeseado sobre el órgano. 
 
Con este fin se eligió estudiar los niveles de mRNAs de diferentes genes relacionados 
con el metabolismo de la glucosa y los ácidos grasos. Los resultados obtenidos se 
encuentran representados en la Figura 62: 
 

 
Figura 62. Figura 63. Cambios en los niveles de mRNA relativos al gen constitutivo (Ppia) 

en el hígado. n = 7-8. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, ****: p < 0,0001. 
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En los ratones tratados con el (±)-UB207 se encontró un cambio significativo de los 
mRNAs de los genes relacionados con el metabolismo de la glucosa celular. Así, se 
analizaron los niveles de mRNA la piruvato deshidrogenasa quinasa 4 (Pdk4), enzima que 
disminuye la actividad de la piruvato deshidrogenasa encargada de transformar el 
piruvato en acetil-coA para su ingreso al ciclo de Krebs y posterior producción de energía 
a partir de la glucosa. Los niveles de mRNA de este gen resultaban disminuidos indicando 
un aumento de la transformación de piruvato en acetil-CoA y con ello un auento de la 
glucólisis. Por otro lado, se encontró un marcado aumento en los niveles de mRNA de la 
Glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa) que cataliza la conversión de la glucosa-6-fosfato en 
glucosa libre en la última etapa de la síntesis de glucosa o gluconeogénesis. Y, por último, 
no se observaron cambios significativos en los niveles de expresión de la 
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (Pepck), enzima clave en la gluconeogénesis que 
cataliza la conversión del oxalacetato a fosfoenolpiruvato.  
 
En el estudio de los genes relacionados con el metabolismo de los ácidos grasos se vio 
una disminución en los niveles de perilipina 2 (Plin2), proteína involucrada en la 
regulación del almacenamiento de grasas celulares mediante la estabilización de las 
gotas lipídicas al unirse a ellas. En cambio, los niveles de la perilipina 5 (Plin5) no se ven 
afectados por los compuestos.  
Por otro lado, el estudio de los niveles de mRNA de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA 
sintasa 1 y 2 (Hmgcs1 y Hmgcs2), que son enzimas relacionadas con la biosíntesis del 
colesterol y formación de cuerpos cetónicos respectivamente, reveló que ambos 
compuestos aumentaban significativamente los niveles de mRNA de Hmgcs2 indicando 
un aumento en la vía de formación de cuerpos cetónicos. Los niveles de mRNA de la 
proteína Hmgcs1 solo aumentaron con el tratamiento con el (+)-C75 que junto con los 
aumentos de los niveles de mensajeros de 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa, 
enzima clave de la síntesis de colesterol sugiere una activación de la vía de síntesis de 

novo de colesterol.  
 
Por último, se estudiaron los efectos de los inhibidores sobre la FAS, enzima ya descrita 
ampliamente en apartados anteriores que se encarga de la síntesis de novo de ácidos 
grasos, encontrando que el nuevo inhibidor (±)-UB207 aumentaba significativamente su 
expresión en el hígado.  
 
5.2.5.3 Tejido adiposo marrón (BAT) 

 
Nuestro experimento concluyó con el análisis del tejido adiposo marrón. Cuando se 
realizó la extracción del tejido de los animales se observó una gran diferencia en el 
tamaño del BAT entre los 3 grupos de ratones; los animales que fueron administrados 
con los inhibidores redujeron considerablemente su tamaño, siendo el caso del (+)-C75 
el que manifestaba un mayor cambio. No obstante, en ambos casos se pudo comprobar 
visualmente la disminución de los niveles de grasa (Figura 64). 
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Figura 64. BAT extraído de un ratón de cada grupo del experimento. De izquierda a 

derecha: grupo control, y ratones tratados con (+)-C75 y (±)-UB207. 

 
Tras haber comprobado que los inhibidores de la CPT1 habían provocado una 
disminución de las grasas en el BAT, decidimos realizar un estudio más profundo de la 
expresión de diferentes genes involucrados en la regulación de este tejido para intentar 
determinar si la pérdida de peso provocada por los compuestos podía ocurrir mediante 
la activación de la termogénesis en este tejido. 
 
Los resultados se muestran en la Figura 65: 
 

 
Figura 65. Cambios en los niveles de mRNA normalizados con el gen constitutivo (Hprt1) 

en el BAT. n =7-8. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, ****: p < 0,0001. 

 
El primer gen analizado fue el correspondiente a la Ucp1. Encontramos una disminución 
significativa de los niveles de mRNA en los ratones tratados con (±)-UB207. Lo que 
sugiere que la termogénesis no estaría activada a pesar de la disminución en el tamaño 
y adiposidad observada en el BAT tal como muestra la Figura 64. 
Las otras dos proteínas estudiadas fueron la monoglicerol lipasa (MGL) y la hormona 
sensible a lipasa (HSL) dos enzimas clave en la degradación de lípidos en todos los tejidos.  
La HSL y la MGL catalizan la liberación de ácidos grasos de los triglicéridos. Los niveles 
de mRNA para Hsl están aumentados con el tratamiento con el inhibidor (±)-UB207, sin 
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embargo, este inhibidor disminuye los niveles de mRNA de Mgl sugiriendo que la 
hidrólisis de triglicéridos no sería total.  
 

5.3 Discusión de los resultados biológicos 

 
5.3.1 (±)-UB207 como inhibidor in vitro de la CPT1 
 
El (±)-UB207 muestra la mejor actividad como inhibidor in vitro de la CPT1 hasta la fecha 
en la familia de derivados del C75 sintetizados. La única diferencia estructural que existe 
entre las dos moléculas es la distancia del grupo ácido carboxílico al ciclo de la lactona 
(Figura 66). 
 

 
Figura 66. Comparación entre las estructuras del C75 y del (±)-UB207 donde se remarca 

la mayor distancia entre el ácido carboxílico y la lactona en el caso del segundo. 

Como ya se ha descrito en la introducción, actualmente no se dispone de la estructura 
cristalizada de la proteína para poder realizar el diseño óptimo de inhibidores. No 
obstante, se ha realizado el estudio de docking de la estructura del C75-CoA en un 
modelo bioinformático de la CPT1A, que, aunque limitado, permite la obtención de 
información útil sobre la interacción entre la molécula y la enzima. Este estudio reveló 
que el inhibidor ocupaba el espacio destinado a la L-carnitina, y que además el ácido 
carboxílico interactuaba con el residuo de histidina 473, responsable de la actividad 
catalítica de la proteína. Se pudo comprobar, además, que el bolsillo era de un tamaño 
lo suficientemente grande como para albergar grupos más voluminosos,63 lo que llevó a 
la síntesis de los derivados (±)-UB079 y (±)-UB001 de menor actividad que el C75.  
Es posible que la mayor distancia existente entre la lactona y el -COOH favorezca el 
mejor aprovechamiento del espacio destinado al sustrato de la enzima, generando una 
mayor proximidad y mejor interacción entre el grupo carboxílico y la histidina catalítica, 
que resulte en la mejor inhibición del (±)-UB207 respecto al C75. No obstante, estas 
afirmaciones no dejan de ser especulativas.  
 
5.3.2 (±)-UB207 como inhibidor de la ingesta 
 
El estudio sobre la ingesta realizado mediante la administración ICV del (±)-UB207 y el 
(+)-C75 en ratones ha permitido comprobar que ambos compuestos causan una 
reducción significativa sobre la ingesta, aunque el efecto causado por el (+)-C75 es 
mucho más pronunciado. El mismo efecto se pudo comprobar tras la administración IP 
de los compuestos, que provocó una disminución significativa de la ingesta a partir del 
primer día del experimento y se mantuvieron los efectos hasta el final. 
 
Una posible explicación a la diferencia de efecto de ambos inhibidores de la actividad 
CPT1 podría ser la mayor dificultad de formación del aducto -CoA, que ocurre 
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espontáneamente a nivel hipotalámico tras la administración del compuesto. Sin 
embargo, durante la síntesis in vitro del (±)-UB207-CoA no apreció ninguna diferencia 
entre este y el C75-CoA por lo que probablemente la cinética de formación del aducto -
CoA no sea responsable de la diferencia sobre su actividad biológica. 
Por otro lado, descartamos la posibilidad de problemas de internalización del (±)-UB207-
CoA por las neuronas, ya que la variación estructural que supone la introducción de un 
grupo -CH2- no debería afectar tan significativamente a las propiedades de distribución 
del compuesto comparado con el C75.  
 
Finalmente, la teoría que nos parece más plausible es la posibilidad de que los efectos 
tóxicos del C75 contribuyan decididamente al acusado descenso en la ingesta de los 
roedores, debido al malestar generado por la administración del compuesto. Durante el 
desarrollo del experimento se pudo comprobar que los ratones tratados con el (+)-C75 
presentaban signos de malestar animal como la piloerección y encorvamiento y, además, 
se encontraron restos de heces líquidas en el lecho de las jaulas, algo ya descrito con 
anterioridad en la literatura.142,143 
Esto podría ser una explicación también para el hecho de que la administración central 
única del (+)-C75 provocara un descenso de 3 gramos de media en los roedores tratados 
y del 20% del peso corporal en los ratones a los que se les administró el compuesto por 
vía IP.  
Esta disminución, aunque puede estar favorecida por los efectos sobre la ingesta del 
inhibidor de CPT1 a nivel hipotalámico, es posible que se deba en gran medida a la 
deshidratación de los ratones provocado por la disentería en los ratones, hipótesis que 
se ve reforzada por la recuperación del peso de los roedores a los 3 días de la 
administración.  
 
Actualmente no tenemos estudios suficientes para saber si la toxicidad del (+)-C75 es 
debida a propio compuesto o a algún metabolito generado tras la administración del 
compuesto. Un posible candidato podría ser la estructura, ya descrita por Kamil, del (±)-
MLC2 (Figura 67) que se obtiene tras la internalización del doble enlace de la estructura 
del C75. 
 

 
Figura 67. Estructura química del (±)-MLC2, surgida de la isomerización del doble enlace 

del C75. 

 
La actividad farmacológica de este compuesto se estudió in vitro, comprobando que 
carecía de actividad inhibitoria de la CPT1, pero no se realizó ningún estudio en modelos 
animales con el compuesto. Un posible experimento para analizar si la toxicidad del C75 
surge de la formación de este compuesto, seria realizar la inyección central del (±)-MLC2 
a los ratones y medir si existe también una disminución de la ingesta y el peso, que no 
vendría dada por la inhibición de la CPT1, si no por efectos secundarios no deseados.  
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5.3.3 Efectos del (±)-UB207 sobre la expresión génica en los tejidos 
 
5.3.3.1 Hipotálamo 
 
El análisis realizado qRT-PCR del hipotálamo relevó que los ratones tratados con los 
inhibidores de CPT1 tenían niveles de expresión mucho más altos de los neuropéptidos 
AgRP y NPY, así como del factor de expresión FoxO1 que regula la biosíntesis de estas 
moléculas.  
Debe considerarse la posibilidad de que estos niveles no sean consecuencia directa de 
la inyección de las moléculas, si no un resultado indirecto. Se conoce que la 
administración central de este tipo de compuestos provoca un descenso de la ingesta 
por inhibir la expresión de estos neuropéptidos, pero para realizar esta comprobación 
se debe sacrificar a los animales a las pocas horas del tratamiento de los ratones.  
Es muy posible que, al aislarse los tejidos tras 12 horas de la última inyección, los ratones 
hayan recuperado los niveles de expresión de CPT1A normales, y las neuronas 
compensen la falta de nutrientes de las últimas horas con un aumento en los niveles de 
señalización del apetito, algo que también se ha podido observar en roedores sometidos 
a un régimen de ayuno.35,228  
 
Por otro lado, se encontró que los niveles de Vglut2 se encontraban disminuidos en el 
tejido de los roedores tratados con ambos compuestos. Esta enzima se encarga del 
transporte neuronal de glutamato, el neurotransmisor más importante en el núcleo 
arcuato del hipotálamo donde se expresan las neuronas AgRP y NPY.229 Es posible que 
el ayuno inducido farmacológicamente por los inhibidores inyectados en los ratones 
produjera una disminución en los niveles de expresión de la proteína, atenuando la 
activación de estas neuronas. 
 
Hay que tener en cuenta a la hora de analizar los resultados que los niveles de RNA 
mensajero de una proteína son una buena aproximación al estudio de la expresión de 
proteínas en los tejidos, pero puede no corresponderse con los niveles reales de 
proteína ya que el mRNA tiene un tiempo de vida limitado en el citosol y fuera de esa 
ventana puede arrojar resultados contrarios.  
No puede descartarse que, de haber sacrificado a los animales antes, se hubieran 
observado el aumento significativo como respuesta del organismo a la inhibición de la 
enzima.  
 
Por último, se encontró un aumento en los niveles de Glut3 el, en el hipotálamo de los 
roedores tratados con ambos compuestos, mientras que los niveles de expresión del 
Glut1 solo se ven afectados en el caso del (+)-C75. Muy probablemente el ayuno 
inducido por la inhibición de la CPT1A en el hipotálamo haya provocado un aumento en 
los niveles de los transportadores de la glucosa en las neuronas para compensar la falta 
de nutrientes sufrida por los ratones. 
 
5.3.3.2 Hígado 
 
En los genes relacionados con el metabolismo de la glucosa en hígado se encontró una 
disminución en los ratones tratados con el (±)-UB207 de los niveles de Pdk4, así como 
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un marcado aumento en los niveles de mRNA de la G6Pasa que convierte la glucosa-6-
fosfato en glucosa libre. Por último, no se observaron cambios significativos en los 
niveles de la Pepck, enzima clave en la gluconeogénesis. Estas evidencias en conjunto 
sugieren una mayor exportación de glucosa a la sangre por parte del hígado, que puede 
no estar mediada por una síntesis de novo de glucosa, mediante la activación de otras 
vías no estudiadas como la degradación del glucógeno hepático.  
 
El estudio de los genes relacionados con el metabolismo de los ácidos grasos permitió 
comprobar la disminución en los niveles de perilipina 2 (Plin2), proteína involucrada en 
la regulación del almacenamiento de grasas celulares mediante la estabilización por su 
unión a las gotas lipídicas en el citosol, lo que hace pensar que en los roedores tratados 
con el (±)-UB207 existe una mayor movilización de los ácidos grasos y una disminución 
de gotas lipídicas.  
Además, el estudio de los niveles de las enzimas relacionadas con la biosíntesis del 
colesterol reveló que ambos compuestos aumentaban significativamente los niveles de 
mRNA de Hmgcs2, encargada de la síntesis de cuerpos cetónicos y que estaría de 
acuerdo con una mayor movilización de los ácidos grasos provenientes de las gotas 
lipídicas. Por otro lado,  solo el (+)-C75 provocó un aumento significativo sobre la 
Hmgcs1 y la Hmgcr, poniendo de manifiesto que solo en los ratones tratados con este 
inhibidor se podría promover un un aumento en la síntesis de colesterol en el hígado.  
Por último, se estudiaron los efectos de los inhibidores sobre la FAS, enzima ya tratada 
ampliamente en apartados anteriores que se encarga de la biosíntesis de ácidos grasos, 
encontrando que el nuevo inhibidor (±)-UB207 aumentaba significativamente su 
expresión en el hígado, sugiriendo que la degradación y la síntesis de ácidos grasos se 
podría dar a la vez. La degradación tendría el fin de proporcionar energía para el hígado 
y promover formación de cuerpos cetónicos para dar energía al resto de tejidos y la 
síntesis proporcionaría los ácidos grasos suficientes para las estructuras de las 
membranas celulares ricas en colesterol y otros lípidos.  
 
El conjunto de estos resultados indica que el tratamiento con (±)-UB207 activaría genes 
implicados en la movilización y síntesis de ácidos grasos, así como la exportación de 
glucosa por parte del hígado. En cambio, el (+)-C75 tendría el mismo efecto sobre la vía 
de la glucosa, pero lleva asociado un aumento en la biosíntesis del colesterol y no parece 
activar la transcripción de FAS para la síntesis de ácidos grasos.  
 
5.3.3.3 Tejido adiposo marrón 
 
El último tejido en estudiarse fue el BAT,  donde esperábamos ver activación de la 
lipólisis y termogénesis. Por un lado, encontramos que los niveles de mRNA de la Ucp1, 
encargada de la generación de energía calorífica por disipación del gradiente de 
protones en la mitocondria, no se encontraban aumentados e incluso eran menores en 
el caso de los ratones tratados con (±)-UB207. 
 
No obstante, tal y como hemos comentado en este apartado, correlacionar los niveles 
de mRNA con la cantidad total de proteína puede llevar a error, y muy probablemente 
en caso de realizarse una cuantificación de la proteína total en el tejido mediante un 
western blot, se podría apreciar un aumento en los niveles de Ucp1. 
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Por otro lado, el tratamiento de los ratones con (±)-UB207 aumentó significativamente 
los niveles de Hsl mientras que los de Mgl se encontraban disminuidos, sugiriendo una 
hidrólisis parcial de los triglicéridos en el tejido adiposo marrón.  
 
En resumen, el estudio de la actividad del (±)-UB207 ha permitido concluir que se trata 
de un buen inhibidor de CPT1 con efectos sobre la ingesta y el peso de los roedores 
cuyos efectos se mantienen en el tiempo. Comparado con el (+)-C75 los efectos del 
nuevo inhibidor son menos agresivos, permitiendo un descenso del peso más sostenible 
y controlado, además de no manifestar los efectos adversos observados con el C75.   
Un posible experimento para continuar explorando la capacidad terapéutica del (±)-
UB207 sería estudiar si en ratones con obesidad inducida por una dieta rica en grasas y 
azúcares la administración diaria del nuevo inhibidor sería capaz de mejorar su 
condición metabólica y facilitar la pérdida de peso corporal.  
 
Por otro lado, el estudio del hipotálamo ha permitido comprobar que el (+)-C75 y el (±)-
UB207 han provocado cambios en el mismo sentido, demostrando que el mecanismo 
de acción del (±)-UB207 es análogo al del (+)-C75. Ambos inhibidores afectan a las 
neuronas del hipotálamo mostrando unos niveles aumentados de neuropéptidos 
orexigénicos como el AgRP y NPY compatibles con un efecto rebote o adaptativo a un 
estado de ayuno prologando en los roedores por efecto de estos inhibidores.  
 
A nivel hepático se ha podido observar que las moléculas aumentan la biosíntesis de 
ácidos grasos y colesterol, así como la exportación de glucosa por el hígado. No obstante, 
no hemos determinado si se trata de efectos directamente provocados por la 
administración de los compuestos o si es la respuesta adaptativa al estado de baja 
energía que se ha inducido en los ratones. 
 
Por último, se intentó analizar si la pérdida de peso de los roedores podía estar 
acentuada por la activación de la termogénesis en el BAT a través de la inhibición de la 
CPT1A hipotalámica. Para ello se estudiaron genes relacionados con la hidrólisis de los 
triglicéridos y Ucp1. Los resultados obtenidos sugieren que no existe activación de la 
termogénesis en el tejido y, solo en el caso del (±)-UB207, se encuentra un aumento de 
la degradación no completa de los triglicéridos. No obstante, estos resultados surgen de 
la interpretación de los valores de mRNAs de unas proteínas reguladas por diferentes 
mecanismos. Para obtener una visión más completa de lo que está ocurriendo en el 
tejido se podría llevar a cabo la cuantificación total de la proteína y medidas de la 
actividad enzimática. 
 
En general, se ha podido determinar los efectos en el organismo de los roedores tras su 
recuperación de la administración de los inhibidores de la CPT1. No obstante, si se 
quiere profundizar en el mecanismo de acción de las moléculas y el efecto directo que 
estas moléculas tienen sobre los tejidos, se debería realizar el sacrificio de los animales 
en las primeras horas tras la inyección para que los niveles de mRNA sean una medida 
más precisa del nivel de expresión de los genes estudiados.  
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Paralelamente, se podrían llevar a cabo ensayos de actividad de las enzimas 
involucradas en las rutas metabólicas y cuantificar los niveles de proteína mediante 
western blot para corroborar los resultados.  
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6 Desarrollo de un nuevo ensayo de determinación 
de actividad de la CPT1 
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6.1 Determinación de la actividad de CPT1 in vitro 

 
6.1.1 Precedentes bibliográficos 

 
En los capítulos anteriores de la presente memoria se ha puesto de manifiesto la 
importancia de la determinación de la actividad de la CPT1, tanto para el estudio de su 
papel biológico y efectos a nivel celular, como para el diseño y evaluación de nuevos 
moduladores enzimáticos (activadores o inhibidores). 
 
Para poder determinar la actividad enzimática se debe monitorizar la desaparición del 
sustrato o la formación del producto. Dependiendo de la naturaleza de las moléculas 
involucradas se pueden emplear técnicas para analizar la variación en la concentración, 
como la determinación espectrofotométrica, la titulación (ácido/base o redox) o incluso 
la electroforesis.230–233 
 
En el caso de la CPT1 la reacción catalizada es la transformación del palmitoil-CoA en 
palmitoil-carnitina (Esquema 87). 
 
 

 
Esquema 87. Reacción de formación de la palmitoil-carnitina catalizada por la CPT1. 

 
Pero tal y como se puede deducir de la estructura de los compuestos involucrados en la 
reacción, ninguno de ellos absorbe en el UV-Visible y la cuantificación indirecta 
implicaría la derivatización o la titulación de alguna de las moléculas, que se encuentran 
formando parte de una matriz compleja que tendría que resolverse previamente.  
 
Una forma de analizar la actividad CPT1 es la utilización de L-carnitina marcada con tritio 
mediante el método radiométrico como se describe en el artículo de Morillas y col.212 
La principal ventaja del método radica en la posibilidad de separar los compuestos 
aprovechando la diferente solubilidad de la L-3H-Carnitina, soluble en agua, y la 3H-
Palmitoil-carnitina que es soluble en disolventes orgánicos. La cuantificación del 
producto formado se lleva a cabo por la medición del centelleo (radiación beta) 
producido por el decaimiento radioactivo del tritio presente en la estructura del 
producto en el disolvente adecuado, tal y como se muestra gráficamente en el Esquema 
88. 
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Esquema 88. Determinación de la 

3
H-Palmitoil-carnitina formada por la CPT1A mediante 

medidas del centelleo producido por el decaimiento radioactivo del tritio. 

 
Cuando la reacción se lleva a cabo en las mismas condiciones (pH, temperatura, 
cantidades de reactivos…) y el mismo tiempo, la cuantificación del centelleo producido 
por la 3H-palmitoil-carnitina permite estimar la actividad de la CPT1 y ha sido el método 
de elección para los estudios realizados por nuestro grupo hasta la fecha por su 
fiabilidad y buenos resultados obtenidos. 
 
No obstante, esta aproximación presenta una serie de problemas asociados al uso de 
material radioactivo.  
La primera desventaja es la capacidad limitada de adquisición y almacenamiento de L-
3H-carnitina, cuya disponibilidad comercial ha disminuido en los últimos años y cuya 
estabilidad radioactiva y química limitan notablemente la vida útil del compuesto, así 
como los límites impuestos por la normativa vigente en la cantidad de material 
radioactivo que se puede adquirir. 
 
Por otro lado, encontramos la gestión de los residuos, que al pertenecer a una categoría 
de alto riesgo biológico requieren un tratamiento específico y aislado de los residuos 
convencionales para su correcta eliminación, lo que encarece enormemente los costes 
del ensayo. 
 
Por último, y no por ello menos importante, se encuentran los riesgos asociados a la 
exposición de material radioactivo por parte de los operadores, que, aunque se ven 
enormemente reducidos mediante la formación obligatoria recibida por la UB, no deja 
exponer al usuario a pequeñas dosis de radiación con los peligros para la salud que ello 
conlleva. 
 
Es por todo esto por lo que se decidió desarrollar un nuevo método no radiométrico 
para la determinación de la actividad de la enzima.  
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6.1.2 Marcaje isotópico no radioactivo 
 
En los últimos años han aparecido múltiples artículos donde se ha empleado la 
cromatografía de líquidos de alta resolución acoplada a la espectrometría de masas 
(HPLC-MS) en el estudio y desarrollo de nuevos inhibidores.234–236La principal ventaja de 
esta metodología es el aprovechamiento de las ventajas que surgen de la combinación 
de dos técnicas experimentales muy potentes; la cromatografía que permite la 
resolución de mezclas complejas, y el poder de determinación y cuantificación de 
sustratos por la espectrometría de masas.  
 
Por otro lado, este método analítico ha sido ya empleado con éxito para determinar la 
cantidad de acil-carnitinas en matrices biológicas complejas como células y tejidos,237–

240 por lo que Marc Reina, actual estudiante de doctorado del grupo, inició el desarrollo 
de un método de determinación de la actividad de CPT1 basado en la cuantificación por 
HPLC-MS de que se encuentra explicado con detalle en el apartado Experimental de la 
tesis. 
Para ello realizó una variación del ensayo de actividad radiométrico reemplazando la L-
3H-carnitina por L-cartinina-d9 los nueve hidrógenos de los tres grupos metilo se 
encuentran substituidos por deuterio (Esquema 89).  
 

 
Esquema 89. Reacción enzimática donde se emplea L-carnitina-d

9
 en la que se basa el 

nuevo ensayo de actividad de CPT1. Se destaca la estructura de la palmitoil-carnitina-d
9
, 

sustrato cuantificado en el HPLC-MS. 

En esencia, el método consiste en realizar la reacción enzimática en presencia de 
carnitina deuterada con una cantidad conocida de proteína en el tampón adecuado 
durante 4 minutos a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo, la reacción se detiene con 
metanol a –20 °C, se centrifuga y se analiza el sobrenadante.  
 
Para determinar la cantidad de palmitoil-carnitina-d9 presente, se decidió utilizar un 
palmitoil-carnitina natural como patrón interno. Este patrón tiene una doble función; 
primero asegura que cada inyección en el HPLC-MS sea reproducible, y segundo, 
permite cuantificar el analito. Para ello, se inyecta la muestra junto con una cantidad 
conocida del patrón interno. Conociendo la concentración del patrón interno en la 
mezcla y la proporción de áreas de los dos compuestos en el espectro de masas y 
suponiendo un factor de respuesta idéntico para ambos, se puede calcular la 
concentración de analito en la muestra. Esta cantidad se utiliza para determinar la 
actividad enzimática, que se expresa en unidades de moles de palmitoil-carnitina 
sintetizados por cantidad de proteína y unidad de tiempo. 
 
Si comparamos el nuevo método con la determinación radiométrica de la actividad de 
CPT1, aparte de poder prescindir del uso de carnitina radioactiva, encontramos otras 
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ventajas. Primeramente, el uso de una columna de HPLC en el ensayo permitió 
prescindir del paso previo de separación de la palmitoil-carnitina con disolventes 
orgánicos, inyectándose el sobrenadante de la reacción directamente en el HPLC tras la 
centrifugación previa de las muestras. 
Además, gracias a la mayor sensibilidad del HPLC-MS, se pudieron reducir también los 
volúmenes de reacción para poder llevar a cabo cribados de inhibidores en placas de 
cultivos celulares de 96 pocillos en un estilo high throughput, lo que supone una ventaja 
considerable respecto al método radiométrico, que actualmente se lleva a cabo en 
tubos individuales, tanto en la velocidad del ensayo como en el ahorro de reactivos que 
una reducción del volumen de reacción supone (Figura 68). 
 

 

Figura 68. Ilustración esquemática del nuevo método de determinación de la actividad 

enzimática por HPLC-MS. 

Una vez desarrollado el concepto y puesto a punto la parte biológica, la aportación de 
esta tesis al desarrollo del método consistió en la optimización y validación en paralelo 
mediante el bien establecido método radiométrico en diferentes muestras biológicas.  
6.1.3 Determinación de actividad en extractos mitocondriales 
 
6.1.3.1 Optimización y caracterización del método 
 
Tras la comprobación realizada por Marc Reina de que el método permitía la 
determinación de palmitoil-carnitina-d9 formada por la CPT1 de extractos 
mitocondriales de levaduras enriquecidos en CPT1A se pasó a optimizar el método. 
 
Lo primero que se realizó fue la adición de un paso previo de filtrado de la muestra 
previo a la inyección al HPLC-MS para evitar la saturación y la obturación de la columna, 
así como para eliminar posibles interferencias debidas a la matriz de la muestra biológica 
que pudieran reducir la reproducibilidad del método.  
 
Para ello se adquirieron unas placas filtrantes de 96 pocillos que permitieran el filtrado 
rápido de las muestras mediante centrifugación, para no comprometer la capacidad de 
realizar cribados high throughput de posibles inhibidores enzimáticos. Se eligió un 
modelo de placa con un filtro físico de fibra de vidrio con un tamaño de poro de 3,0/0,2 
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µm, suficiente para no dejar pasar restos celulares de gran volumen o agregados de 
proteínas.  
 
Una vez solucionado el problema del tratamiento de la muestra se pasó a optimizar el 
gradiente de forma que se pudiera separar correctamente el analito del resto de la 
matriz y caracterizar la señal y el tiempo de retención del mismo patrón interno y el 
mismo (Figura 69). 
 

 
Figura 69. Cromatograma de HPLC-MS una muestra de un ensayo realizado con 

extractos mitocondriales enriquecidos en CPT1 (1 µg de proteína) tras el filtrado de la 

muestra. Eje de las abscisas = tiempo (minutos), eje de las ordenadas = intensidad 

relativa (%). Picos: 400,409 palmitoil-carnitina, 409,579, palmitoil-carnitina-d
9
. 

 
El siguiente paso en la puesta a punto fue la caracterización de los parámetros analíticos 
del método analítico; los límites de detección y de cuantificación y la linealidad del 
método.  
 
El límite de detección (LOD) se define como la concentración mínima de analito que 
genera una señal analítica que es significativamente diferente de un blanco de prueba y 
se puede diferenciar de la señal de fondo. Por otro lado, el límite de cuantificación (LOQ) 
es la concentración mínima de analito que se puede cuantificar con una precisión y 
exactitud aceptables. Matemáticamente se definen como la concentración cuya 
relación señal/ruido (s/n) es de 3 y 10 respectivamente. 
 
Para poder determinar estos dos parámetros se realizaron diferentes inyecciones de 
concentraciones decrecientes de palmitoil-carnitina y se midió la relación de la altura de 
las señales obtenidas en comparación con la señal de fondo del HPLC-MS. 
Se encontraron un valor de 5 ng/mL para el LOQ y de 0,5 ng/mL para el LOD, tal y como 
se muestra en la Figura 70. 
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Figura 70. Cromatogramas de HPLC-MS. A. Palmitoil-carnitina (5 ng/mL), cuya s/n es 

superior a 10 (LOQ). B. Palmitoil-carnitina (0,5 ng/mL), cuya s/n es aproximadamente de 

3 (LOD). Eje de las abscisas = tiempo (minutos), eje de las ordenadas = intensidad relativa 

(%). Picos: 400,431 palmitoil-carnitina. Altura calculada con Adobe Acrobat Reader con 

una precisión de 0,01 cm. 

 
Paralelamente, realizamos un estudio sobre la linealidad del método para comprobar el 
rango de concentraciones en la que la respuesta del HPLC-MS es proporcional a la 
cantidad de analito presente en la muestra. Tal y como se muestra en la Figura 71, el 
método es lineal desde 5 a 5000 ng/mL. 
 

 
Figura 71. Estudio de linealidad del método, representación gráfica. Eje de las abscisas 

= concentración de palmitoil-carnitina (ng/mL), eje de las ordenadas = intensidad de área 

en unidades arbitrarias (U.A). r
2
 = 0,9906, análisis realizado por regresión lineal simple 

utilizando el método de los mínimos cuadrados. 
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Marc Reina durante el desarrollo de su tesis ha podido comprobar que el analito es 
estable hasta 36h después del ensayo a temperatura ambiente, permitiendo la 
realización del ensayo y la medición del HPLC-MS en momentos diferentes. 
 
6.1.3.2 Validación de la determinación de la actividad 
 
Una vez caracterizado el método se decidió proceder a la validación de este mediante 
la comparación con el método radiométrico en la determinación de la actividad. 
Para ello se decidió llevar a cabo el ensayo en paralelo con extractos mitocondriales 
recién obtenidos del hígado de ratón, por ser este un tejido rico en CPT1A. Los ensayos 
se pudieron llevar en paralelo gracias a la ejecución de uno de ellos por Marc Reina.  
Tras la verificación de que no existía una diferencia significativa entre los valores 
obtenidos mediante los diferentes métodos, se procedió a estudiar la capacidad del 
nuevo ensayo para la determinación de la actividad de extractos mitocondriales de otros 
tejidos. Los resultados se resumen en la Figura 72. 
 

 
Figura 72. A. Comparación entre la actividad de CPT1A determinada por el método 

radiométrico y por HPLC-MS. B. Actividad de CPT1A determinada por HPLC-MS en 

diferentes tejidos. Todos los ensayos se realizaron con extractos mitocondriales extraídos 

inmediatamente tras el sacrificio de los animales. n ≥ 3. 

 
6.1.3.3 Estudio de inhibición 
 
Uno de los principales atractivos del nuevo método desarrollado sería la posibilidad de 
llevar a cabo el cribado simultáneo de diferentes moléculas para poder realizar estudios 
high throughput de las potenciales capacidades inhibitorias de CPT1 de los nuevos 
compuestos.  
 
Actualmente, la determinación radiométrica de la actividad de CPT1 nos limita al análisis 
del IC50 de un único compuesto por cada ensayo. Además, en caso de querer estudiar 
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un rango de concentraciones que incluya 8 puntos, más el triplicado de estos para 
obtener la estadística adecuada, se necesiten llevar a cabo 24 reacciones 
independientes con su correspondiente extracción y cuantificación solo para un 
compuesto.  
 
La reducción del volumen conseguida en el método de HPLC-MS permite realizar las 
reacciones en una placa de cultivos de 96 pocillos, que gracias al uso de una pipeta 
multicanal permitiría realizar el estudio de hasta 4 moléculas diferentes en un mismo 
ensayo.   
 
Estas consideraciones nos llevaron a determinar los valores de IC50 del C75-CoA y 
malonil-CoA, ampliamente establecidos por el método radiométrico, y comprobar si 
existían diferencias significativas entre los resultados obtenidos por ambos métodos 
para establecer la robustez de estos ensayos.  Se llevaron a cabo en paralelo junto a 
Marc Reina.  
Para ello se realizaron en paralelo los dos ensayos sobre extractos mitocondriales 
enriquecidos en CPT1A de levaduras que sobreexpresan la proteína donde se incubaron 
durante 1 minuto con concentraciones crecientes de los dos inhibidores. Los resultados 
se encuentran representados en la Figura 73 como % de actividad enzimática remanente 
de la CPT1 respecto al control, donde no se añadió inhibidor. 
 

Figura 73. Efectos sobre la actividad enzimática en extractos mitocondriales 

enriquecidos en CPT1A. A, B. Determinación de la inhibición por malonil-CoA mediante 

el método radiométrico y HPLC-MS respectivamente. C, D. Determinación de la inhibición 

por C75-CoA mediante el método radiométrico y HPLC-MS respectivamente. Se 
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representa el % de actividad enzimática tras el ensayo a concentraciones crecientes de 

inhibidor. Cada ensayo se realizó por triplicado y el resultado se expresa como la media 

± S.E.M. 

Se obtuvo para el C75-CoA un valor de IC50 de 1,1 µM para el ensayo de HPLC-MS y 1,1 
µM para el radiométrico. Por otro lado, el malonil-CoA dio unos valores de 7,3 µM y 5,7 
µM para el método HPLC-MS y radiométrico respectivamente.  
Pudimos corroborar así, que los métodos arrojan resultados concordantes y se pueden 
utilizar indistintamente en la determinación del IC50 de posibles nuevos inhibidores de 
CPT1A. 
 
6.1.4 Ensayo en células 
 
6.1.4.1 Estudio de la actividad 
 
Esperanzados por los buenos resultados obtenidos con el nuevo método de HPLC-MS, 
se pasó a determinar la actividad de CPT1 en células. 
 
Actualmente, cuando se habla de la actividad enzimática a nivel celular, los estudios se 
refieren al ensayo realizado sobre los extractos mitocondriales de las mismas. El hecho 
de aislar las mitocondrias supone la modificación del entorno mitocondrial natural y la 
disrupción del complejo sistema metabólico del que forman parte.241 Es por ello por lo 
que, aunque se trata de una buena estimación de los niveles de actividad de la CPT1, no 
dejan de ser una aproximación. 
Además, el método de extracción provoca la rotura de las mitocondrias y, la CPT2 que 
de normal se encuentra aislada del citosol, queda expuesta a los reactivos del tampón 
de reacción modificando los valores de actividad medidos. Este problema se soluciona 
realizando el ensayo con o sin malonil-CoA, que inhibe selectivamente la CPT1, 
permitiendo conocer la contribución a la actividad de cada enzima.   
 
La posibilidad de realizar el ensayo in vitro sobre las células directamente permitiría una 
imagen más real de los niveles de actividad de CPT1 y evitaría la necesidad de llevar a 
cabo el ensayo en paralelo con malonil-CoA con el consecuente ahorro de reactivos y 
tiempo. 
 
El primer requisito para poder llevar a cabo el ensayo es conseguir que los reactivos 
(palmitato y carnitina-d9) lleguen a la CPT1 que se encuentra en la membrana exterior 
de la mitocondria. 
Para ello, se necesitaría usar un agente permeabilizador de membrana y, aunque existen 
muchas opciones que permiten la disrupción de la membrana celular, nos decantamos 
por el uso de la digitonina, que se trata de un glucósido que actúa uniéndose a los 
esteroles de membrana formando complejos estables que desestabilizan la bicapa 
lipídica pero que no comprometen la integridad de las estructuras subcelulares como el 
núcleo y las mitocondrias.242   
 
Se decidió que la mejor opción era añadir la digitonina directamente al tampón de 
reacción de CPT1 de manera que la permeabilización de la membrana y la realización 
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del ensayo ocurrieran de manera simultánea sin necesidad de preincubar las células. 
Para ello, Marc Reina llevó a cabo un estudio del tiempo de reacción para determinar la 
actividad enzimática cuyo resultado indicó que el mejor tiempo de incubación era 4 
minutos. 
 
En este punto nos planteamos analizar si el uso de palmitoil-carnitina natural era 
adecuado para la determinación de la actividad de CPT1A en células, ya que como se ha 
mencionado anteriormente existen varias publicaciones donde demuestran poder 
cuantificar diferentes acil-carnitinas a partir de diferentes muestras biológicas y 
queríamos analizar si la palmitoil-carnitina endógena presente en las células podría 
interferir con nuestros estudios. 
 
Para ello llevamos a cabo un ensayo de actividad empleando palmitoil-carnitina-d3 como 
patrón interno con el fin determinar si se podía observar la presencia de palmitoil-
carnitina natural tras la inyección de las muestras en el HPLC-MS trabajando en las 
mismas condiciones en las que se había llevado a cabo el estudio de permeabilización 
con digitonina. El resultado se muestra en la Figura 74, donde se observa la ausencia del 
pico m/z de 400 a 3,50 minutos asociado a la palmitoil-carnitina en el cromatograma. 
 

 
Figura 74. Cromatograma de una muestra del ensayo realizado con las células HepG2 

permeabilizadas durante 4 minutos de reacción empleando palmitoil-carnitina-d
3
 como 

patrón interno tras el filtrado. Eje de las abscisas = tiempo (minutos), eje de las 

ordenadas = intensidad relativa (%). Picos: 403,465 palmitoil-carnitina-d
3
, 409,579, 

palmitoil-carnitina-d
9
. 

 
6.1.4.2 Inhibición en células 
 
Tras comprobar que el método era válido para la determinación de la actividad de CPT1 
en células vivas se decidió estudiar si la metodología desarrollada permitiría observar la 
disminución de la actividad enzimática en cultivos preincubados con inhibidores. 
 
Esto permitiría por primera vez el estudio de la inhibición de la CPT1 en células vivas y 
supondría una enorme ventaja respecto al estudio farmacológico en mitocondrias. 
Como ya se ha comentado con anterioridad, aunque el aislamiento de estos orgánulos 
permite obtener una buena estimación de los niveles de actividad de la enzima, el 
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estudio de su inhibición sin la modificación de su entorno natural permitiría conocer 
mejor la actividad de las moléculas estudiadas. Además, esta nueva metodología 
permitiría tener en cuenta, en etapas tempranas del desarrollo de fármacos, factores 
celulares como la estabilidad metabólica y la capacidad de internalización de los 
compuestos, información valiosa que se pierde cuando se realiza el ensayo con extractos 
mitocondriales.  
 
Basándonos en el artículo de Assia Bentebibel et al.

243 decidimos realizar un estudio de 
inhibición de la CPT1A en cultivos de la línea celular de hepatocarcinoma HepG2 
preincubados durante 1 y 2 horas con C75. Para ello se añadió al medio de cultivo una 
alícuota de C75 en DMSO (6 mM) de manera que la concentración final en el pocillo 
fuera de 150 µM y el disolvente orgánico no superara el 2,5%.  
Se emplearon dos controles en el ensayo, las células con solo medio de cultivo y células 
a las que se añadió DMSO a una concentración final de 2,5% para comprobar si afectaba 
a la actividad enzimática. Los resultados se muestran en la Figura 75: 
 
 

 
Figura 75. Estudio de la inhibición de la CPT1A con C75 (150 µM) con una concentración 

final de DMSO del 2,5% en la línea celular HepG2 permeabilizadas con digitonina. A. 

Células incubadas durante 1h. B. Células incubadas durante 2 h. Se muestran los valores 

de actividad individuales (puntos) y la media (barras) a diferentes tiempos de reacción. 

n ≥ 2. *: p < 0,05. 

 
Como se puede comprobar el C75 provoca un descenso significativo de la actividad de 
la CPT1A, pero la presencia de un 2,5% de DMSO parece interferir con el correcto 
funcionamiento de la enzima, ya que, aunque no sea significativo se puede apreciar un 
descenso de la actividad de las células incubadas con el disolvente orgánico. 
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Cuando se intentó llevar a cabo la inhibición sin DMSO no se observó una disminución 
de la actividad enzimática, lo que planteaba dos posibilidades; que el experimento no 
estuviera funcionando y la disminución de la actividad fuera causa del DMSO, o que el 
C75 no fuera lo suficientemente soluble en el medio de cultivo por su carácter lipofílico.  
 
Para resolver la duda decidimos llevar a cabo el estudio con etomoxir que es soluble en 
medio acuoso. Para ello se llevó a cabo una incubación de las células con el inhibidor y 
sin inhibidor como control negativo.  
 

 
Figura 76. Estudio de la inhibición de la CPT1A en la línea celular HepG2 permeabilizada 

con digitonina tras la incubación con etomoxir (150 µM) durante 1 y 2 horas. Se muestran 

los valores de actividad individuales (puntos) y la media (barras) a diferentes tiempos de 

reacción. n ≥ 3. ****: p < 0,0001. 

 
Tal como muestra la Figura 76, el estudio demuestra que el etomoxir consigue disminuir 
la actividad de la CPT1 en las células hepáticas a un 20% de su valor original sin 
diferencias significativas entre la incubación durante 1 y 2 h. Los resultados ponen de 
manifiesto que los problemas encontrados con el C75 responden a la naturaleza 
insoluble del compuesto y no a una problemática de la nueva metodología, ya que esta 
ha demostrado tener la capacidad de cuantificar de esta disminución de la actividad sin 
necesidad de realizar el aislamiento de las mitocondrias celulares.  
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6.1.4.3 Estudio de las condiciones metabólicas 
 
Por último, Marc Reina intentó estudiar la posibilidad de detectar diferencias en la 
actividad de CPT1 celular en respuesta a cambios en la composición del medio celular.  
 
Para ello cambió el medio de cultivo alto en glucosa (25 mM) de la línea celular C2C12, 
de mioblastos de ratón, a un medio 5 mM en glucosa con el fin de simular un estado 
fisiológico de ayuno e incubó las células durante 1 h. Al llevar a cabo el ensayo pudo 
demostrar un aumento significativo en la actividad de la CPT1A de las células en el medio 
5 mM en glucosa directamente con las células permeabilizadas sin llevar a cabo la 
extracción de mitocondrias.  
 
 
En definitiva, se ha podido comprobar la capacidad del nuevo método para determinar 
los niveles de actividad de CPT1 en células vivas sin necesidad de llevar a cabo el 
aislamiento de las mitocondrias, así como la capacidad de medir cambios en la actividad 
enzimática en respuesta a factores externos como la presencia de inhibidores de la CPT1. 
Se continúa trabajando en el tema que puede cambiar el panorama de la determinación 
de la CPT1 en el futuro. 
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7 Resumen y conclusiones 
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A lo largo de la presente Tesis se ha descrito en detalle la obtención de varios derivados 
de C75 y de (–)-UB006 con distintas modificaciones estructurales, así como el estudio 
de su actividad biológica como potenciales inhibidores de la CPT1 y de la FAS 
respectivamente.  
 
El primer capítulo trata de la obtención de diferentes derivados hidroxilados del (–)-
UB006 con estructura de lactona y lactama, donde el grupo -OH se encuentra 
directamente unido al ciclo de cinco carbonos (Figura 77). 
 

 
Figura 77. Estructura de los derivados de UB006 sintetizados en el primer capítulo. 

 
Para ello desarrollamos una nueva metodología sintética que permitía la hidroxilación 
del compuesto sin comprometer la estabilidad del doble enlace exocíclico, los 
compuestos se obtuvieron, en líneas generales, mediante una condensación de tipo 
Barbier seguida de una una oxidación alílica con SeO2 asistida por microondas, tal y 
como se encuentra resumido en el Esquema 90.  
 

 
Esquema 90. Procedimiento general de obtención de los derivados hidroxilados de 

UB006. 

 
Por desgracia, el estudio farmacológico de las nuevas estructuras reveló una 
disminución de la actividad citotóxica de las lactonas (±)-UB010 y (±)-UB011 respecto al 
(–)-UB006. Lo mismo ocurrió con las estructuras de tipo lactama de los compuestos 
UB015, (±)-UB013 y cis-(±)-UB013, aunque sorprendentemente la actividad de los dos 
últimos fue superior a la de los análogos de tipo lactona.  
 
En el capítulo 2 se intentó la síntesis de diferentes compuestos derivados del C75 
sustituyendo el oxígeno por azufre y nitrógeno, con el fin de descubrir cómo afectaba el 
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cambio a su actividad biológica y, en el caso de las lactamas, contar con un punto extra 
de funcionalización en la estructura (Figura 78).  
 
 

 
Figura 78. Estructura de las moléculas que se intentaron desarrollar durante el capítulo 

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

 
En el caso del (±)-UB019 se abordó la síntesis mediante diferentes aproximaciones, pero 
siempre en base al uso del reactivo de Lawesson para la introducción del átomo de 
azufre en el grupo ácido carboxílico. No obstante, en ningún caso se pudo obtener el 
compuesto, muy probablemente por la extrema sensibilidad de los grupos tioácido y 
metileno exocíclico en la estructura del compuesto.  
 
Paralelamente se intentaron obtener sin éxito los compuestos (±)-UB020 y SC75 
mediante una síntesis convergente con el intermedio común (±)-25 (Esquema 2): 
 

  
Esquema 91. Intento de síntesis de los compuestos SC75 y (±)-UB020 a partir del 

intermedio común (±)-25. 

 
En el estudio se hizo patente la sensibilidad de estos derivados frente a las condiciones 
de hidrólisis y metilenación. 
Finalmente, la manera de obtener el SC75 fue replicar la síntesis descrita por Wang y 
col.,189 lo que nos permitió obtener el compuesto y estudiar su actividad biológica como 
inhibidor de la CPT1 y como agente citotóxico, aunque los resultados fueron 
considerablemente peores que los obtenidos con el (+)-C75. 
 
Por otro lado, se trabajó en el desarrollo de una metodología sintética que permitiese la 
obtención de una lactama derivada del C75 con un sustituyente electronegativo sobre 
el átomo de nitrógeno que aumentara la electrofília del metileno exocíclico. No obstante, 
cuando se intentó la metilenación del intermedio avanzado (Figura 79) no se consiguió 
aislar el producto deseado, probablemente fruto de la inestabilidad del grupo benzoílo 
en las condiciones de reacción empleadas. 
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Figura 79. Estructura del intermedio avanzado obtenido en el intento de síntesis de (±)-

UB021. 

 
Por supuesto, podría intentarse aproximaciones alternativas en las que en la protección 
del nitrógeno se utilizara un grupo funcional más robusto para la posterior metilenación 
de la lactama.  
 
En el capítulo 3 se llevó a cabo satisfactoriamente el desarrollo de una nueva 
metodología sintética (Esquema 92) para la obtención del derivado (±)-UB207, 
preparado originalmente por Kamil durante su tesis, y cuyo potencial farmacológico 
como inhibidor de la CPT1A es prometedor.  
 

 
Esquema 92. Ruta para la obtención del (±)-UB207.NO REPETEIXIS EL COMPOST 42 

 
La estrategia de síntesis se basó en la obtención del intermedio 41 que cuenta con un 
ácido carboxílico en la posición ɑ respecto al carbonilo de la lactona, y que permite la 
metilenación directa empleando PFA en medio básico. En contraposición, la 
metodología clásica que emplea MMC suponía la obtención de la impureza (±)-UB207b 
(Figura 80) tras reaccionar este con la posición contigua al ácido carboxílico del 
intermedio (±)-39 (Figura 80).  
 

 
Figura 80. Estructuras del intermedio (±)-39 y del subproducto obtenido de la 

metilenación del mismo empleando MMC. 
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Tras la obtención del compuesto con la pureza adecuada se intentó la resolución de los 
estereoisómeros mediante la derivatización del compuesto con diferentes auxiliares 
quirales (la oxazolidinona de Evans o un alcohol propargílico) seguida de separación por 
métodos cromatográficos. Este esfuerzo resultó infructuoso quizás en buena parte 
debido a la pequeña escala con la que trabajábamos y también a la sensibilidad 
inherente del doble enlace exocíclico.  
Es por ello por lo que decidimos realizar el estudio de las pruebas biológicas del 
compuesto con la mezcla racémica, obteniendo un valor de IC50 para la inhibición de la 
CPT1A de 0,46 ± 0,11 µM. 
 
Se llevaron también a cabo 2 experimentos con ratones:  
 
En el primero de ellos se realizó una única administración de los compuestos vía ICV, 
donde se pudo demostrar el descenso de la ingesta producido por el (±)-UB207 cuyos 
efectos desaparecen antes de las primeras 24 h después del tratamiento. Paralelamente 
se estuvieron los efectos del (+)-C75, comprobándose que la disminución en la ingesta 
de la ingesta fue mucho más agresiva que en el caso del otro compuesto, y fue 
acompañada de una marcada disminución del peso corporal.  
 
El siguiente experimento tuvo una duración de 3 días durante los cuales se llevó a cabo 
la administración IP de los inhibidores durante 3 días y se monitorizó el descenso de la 
ingesta y del peso de los roedores, demostrando de nuevo la capacidad del (±)-UB207 
para disminuir la ingesta de los ratones acompañada de un ligero descenso del peso 
corporal. Por otro lado, el (+)-C75 también disminuyó la ingesta de los roedores y 
provocó un dramático descenso del peso corporal, posiblemente por efectos 
secundarios del tratamiento que provocaba disentería en los animales. 
Paralelamente al análisis de la ingesta y la variación de peso, se llevó a cabo un estudio 
de la expresión génica de los tejidos de los ratones tratados del segundo experimento 
tras su sacrificio. Estudiamos los efectos sobre el hipotálamo, hígado y tejido adiposo 
marrón, lo que nos permitió comprobar que, aunque los dos fármacos actúan inhibiendo 
la CPT1A parecen haber pequeñas diferencias en sus efectos sistémicos.  
 
En el último capítulo hemos colaborado en el desarrollo, junto a Marc Reina, de un 
nuevo método de determinación de la actividad de CPT1 que se basa en el marcaje 
isotópico con deuterio en la carnitina y la cuantificación mediante HPLC-MS de la 
palmitoil-carnitina-d9 formada por la enzima según la reacción ( 

Esquema 93):  
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Esquema 93. Reacción catalizada por la CPT1A de conversión de L-carnitina-d
9
 en 

palmitoil-carnitina-d
9
, sustrato que cuantificamos por HPLC-MS. 

El principal atractivo de este nuevo ensayo radica en que se puede prescindir del uso de 
compuestos radioactivos y que permite la reducción de la escala hasta el punto de poder 
realizar hasta 96 reacciones en un solo ensayo, lo que permitiría la realización del 
cribado de compuestos high-throughput. Además, esta nueva aproximación ha 
permitido estudiar por primera vez la actividad CPT1A en células vivas sin necesidad de 
llevar a cabo una extracción mitocondrial previa, mediante la permeabilización de las 
membranas empleando digitonina.  
Esto nos permite obtener unos valores de actividad más cercanos a los reales, pues se 
reduce enormemente el impacto sobre la actividad de la enzima que conlleva la 
manipulación de la proteína. 
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Del presente trabajo podemos derivar las siguientes conclusiones: 
 

• El compuesto (–)-UB006 ha demostrado ser el más activo de la serie de derivados 
hidroxilados del C75 ensayados, probando que la distancia óptima entre el ciclo 
de la lactona y el grupo hidroxilo es de un metileno.  
 

• Hemos podido comprobar que los compuestos hidroxilados de tipo lactama 
presentan una buena actividad citotóxica frente a las OVCAR-3, y suponen la 
introducción de un punto extra de funcionalización en su estructura que puede 
permitirá en un futuro la exploración de nuevos derivados nitrogenados de C75 
contra el cáncer. 
 

• Se ha demostrado que el SC75 no es un buen candidato como inhibidor 
enzimático de la FAS y de la CPT1A. Asimismo, hemos podido comprobar la 
dificultad de síntesis de nuevos derivados con azufre del C75 debido a la extrema 
sensibilidad de los grupos funcionales presentes en sus estructuras. 

 
• Se ha podido desarrollar una nueva ruta sintética para la obtención del (±)-

UB207 que permite su síntesis con elevada pureza. 
 

• Hemos estudiado la actividad biológica del (±)-UB207 demostrando su capacidad 
de inhibición de la ingesta en ratones cuando se administra vía ICV o IP. En este 
último caso, además, lleva asociada una ligera disminución del peso de los 
roedores que lo convierten en un buen candidato para realizar estudios del 
tratamiento de la obesidad en modelos animales. 
 

• Se ha comprobado que el tratamiento de los roedores con (+)-C75, un potente 
inhibidor de la ingesta conlleva una pérdida de peso extrema en los animales 
probablemente debida a la deshidratación de los animales por la diarrea que 
este compuesto provoca. Esto valoriza la importancia de haber encontrado un 
inhibidor como el (±)-UB207 que, a priori, no parece producir estos efectos 
indeseados. 
 

• Se ha podido realizar un estudio la expresión de diferentes genes en hipotálamo, 
hígado y tejido adiposo marrón, permitiendo ampliar el conocimiento sobre los 
efectos que producen los inhibidores de CPT1A a nivel cerebral y sistémico. Se 
demostró así que, aunque el mecanismo de acción es el mismo, parecen existir 
pequeñas diferencias entre el (±)-UB207 y el (+)-C75, como es el caso de sus 
efectos sobre la biosíntesis de colesterol en el hígado.  

 
• Hemos colaborado en el desarrollo de un nuevo método de determinación de la 

actividad de CPT1 pudiendo prescindir del uso de compuestos radioactivos y 
escalando el ensayo hasta el punto de poder realizar cribados de potenciales 
inhibidores de la enzima en un estilo high-throughput. 
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• Este mismo método ha demostrado ser capaz de determinar, por primera vez, la 
actividad de la enzima en células vivas mediante la permeabilización de su 
membrana durante la realización del experimento.  

•  
 
 
 
 
 
 
 

•  
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8 Experimental 
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8.1 Procedimientos de síntesis química 

 
8.1.1 Instrumentación, disolventes y técnicas 
 
Los disolventes utilizados en las reacciones se han purificado y secado según las técnicas 
rutinarias, mientras que los empleados en las cromatografías en columna, filtraciones y 
otros métodos de purificación se han destilado o bien se ha utilizado directamente el 
comercial cuando su pureza lo ha permitido. 
 
Las cromatografías de capa fina (CCF) se han llevado a cabo utilizando placas analíticas 
de gel de sílice de 0,2 nm de grosor (F254 Merk), y los eluyentes empleados se indican 
en cada caso. Como reveladores se han utilizado disoluciones ácidas de permanganato 
potásico, ácido fosfomolíbdico y luz UV (259 y 366 nm). Los factores de retención (Rf) 
son aproximados. 
 
Las cromatografías en columna se han realizado empleando la técnica de media presión 
(flash) de gel de sílice con un tamaño de partícula de 0,040-0,063 mm. Los eluyentes 
empleados se indican en cada caso. 
 
Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de 1H (300 MHz) y 13C (75 MHz) 
se han registrado en un aparato Varian 300 Unity Plus. Los espectros de 1H (400 MHz) y 
de 13C (100 MHz) se han registrado en un aparato Mercury 400. Se han empleado como 
disolventes el CDCl3, CD3OD, DMSO y D2O, y como referencia tetrametilsilano (TMS). Las 
constantes de acoplamiento (J) se dan en Hz, los desplazamientos en partes por millón 
(ppm), y las multiplicidades de las señales se indican con las siguientes abreviaturas: s 
(singulete), d (doblete), t (triplete), c (cuadruplete), q (quintiplete), m (multiplete), sa 
(singulete ancho). Los sistemas complejos se describen como una combinación de las 
abreviaturas indicadas: dd (doble doblete), dt (doble triplete), etc… 
 
Los espectros de infrarrojo (IR) se han registrado en un aparato Nicolet 6700 Thermo 
Scientific. En la caracterización de los compuestos sólo se indican las absorciones en 
cm-.1 más significativas. 
 
Las rotaciones específicas se han determinado en un polarímetro Perkin-Elmer 241 Mc 
empleando la longitud de onda correspondiente a la línea D del sodio (598 nm) a 
temperatura ambiente, y la concentración y el disolvente utilizados se especifica en cada 
caso. 
 
Los espectros de masas de alta resolución se han realizado en un aparato Agilent 
LC/MSD-TOF G1969A con ionización por electroesprai (ESI+) como técnica de 
fragmentación (voltaje del capilar 4 kV, fragmentación a 175,0 V, temperatura del gas 
325 °C, gas de nebulización N2 a 15 psi) en los Serveis Cientificoècnics de la Universitat 
de Barcelona (STC-UB). Los análisis de HPLC se han realizado en un cromatógrafo 
Shimadzu SPD-20A con detector UV/VIS. Los disolventes empleados se indican en cada 
caso. 
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8.1.2 Síntesis de las moléculas orgánicas 
 
8.1.2.1 (E)-Dodec-3-enoato de etilo (5) 
 
Una mezcla de decanal (1,5 mL, 8,0 mmol), malonato de monoetilo (0,94 mL, 8,0 mmol) 
y trietilamina (2,7 mL, 19 mmol) se calentó durante 12 horas a 95 °C. La mezcla de 
reacción se dejó enfriar y se vertió sobre una disolución acuosa al 20% de H2SO4 (30 mL) 
a 0 °C.  
La fase orgánica se separó y la fase acuosa se extrajo con DCM (3x10 mL). Las fases 
orgánicas se juntaron, se lavaron con una disolución acuosa saturada en NaCl (salmuera, 
3x5 mL), se secaron con MgSO4 y tras la filtración el disolvente se eliminó a presión 
reducida en el rotavapor, obteniéndose el producto en forma de aceite incoloro (1,725 
g, 95%). 
 

 

Rf = 0,45 (hexano/AcOEt, 95:5).  
1H RMN (400 MHz, CDCl3) δ 5,62 – 5,47 (m, 2H), 4,14 (qd, J = 
7,2, 1,3 Hz, 2H), 3,01 (d, J = 6,2 Hz, 2H), 2,02 (q, J = 6,2 Hz, 2H), 
1,40 – 1,22 (m, 15H), 0,88 (t, J = 6,6 Hz, 3H).  
13C RMN (101 MHz, CDCl3) δ 172,3, 134,9, 121,7, 60,6, 38,3, 
32,6, 32,0, 29,6, 29,4, 29,3, 22,8, 14,3, 14,2. 
IR 2955, 2923, 2853, 1736. 
HRMS (ESI+) calculado C14H27O2 [M+H]+ = 227,2006 
encontrado = 227,2010. 

 
8.1.2.2 cis-(±)-3,4-Dihidroxidecanoato de etilo (4) 
 
Una mezcla del alqueno 5 (250 mg, 1,04 mmol), N-óxido de N-metilmorfolina (396 mg, 
3,88 mmol), metanosulfonamida (123,7 mg, 1,3 mmol) y K2OsO4·H2O (10% mmol) se 
disolvió en una mezcla de tert-butanol/agua (1:1, 9 mL) y se dejó agitar a temperatura 
ambiente durante 16 h. Una disolución acuosa de Na2SO3 (15%en peso, 8 mL) se añadió 
a la mezcla de reacción y se extrajo con tert-butil metil eter (3x10 mL). La fase orgánica 
se lavó con salmuera (2x10 mL), se secó con MgSO4, se filtró y se evaporó en disolvente 
en el rotavapor, obteniéndose transparente (201 mg). El crudo se purificó por 
cromatografía de columna (gel de sílice, hexano/AcOEt 9:1 a 7:3, elución por gradiente). 
Se aisló el compuesto como un aceite transparente (61,5 mg, 23%). 
 

 

Rf = 0,16 (hexano/AcOEt, 7:3).  
1H RMN (400 MHz, CDCl3) δ 4,18 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 3,88 (ddd, 
J = 8,5, 4,4 Hz, 4,2 Hz, 1H), 3,44 (q, J = 5,6 Hz, 1H), 2,64 – 2,48 
(m, 2H), 1,54 – 1,45 (m, 3H), 1,33 – 1,22 (m, 14H), 0,88 (t, J = 
6,6 Hz, 3H).  
13C RMN (101 MHz, CDCl3) δ 173,1, 73,7, 70,5, 60,9, 38,1, 33,4, 
31,9, 29,6, 29,5, 29,2, 25,6, 22,6, 14,1, 14,1. 
IR 3327, 2952, 2913, 2847, 1731. 
HRMS (ESI+) calculado para C14H29O4 [M+H]+ = 261,2060 
encontrado = 261,2064. 
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8.1.2.3 (±)-4-Hidroxi-5-octildihidrofuran-2(3H)-ona (3) 
 
El diol (±)-4 (500 mg, 2 mmol) se disuelve en metanol (50 mL) junto a K2CO3 (1,38 g, 10 
mmol) y la mezcla se dejó agitar a temperatura ambiente durante 2 horas. Se añade una 
disolución acuosa 2M de HCl hasta pH 2 y la disolución resultante se extrae con acetato 
de etilo (AcOEt). La fase orgánica se lava con salmuera (2x5 mL), se seca con MgSO4 y se 
filtra. El disolvente se elimina a presión reducida con el rotavapor obteniéndose el 
compuesto como un aceite incoloro (209 mg, 49%).  
 
La lactona (±)-3 también se obtiene como producto en la dihidroxilación del compuesto 
5. Se puede aislar mediante la cromatografía de columna (ver síntesis anterior) 
obteniéndose la lactona como un aceite incoloro (48%). 
 

 

Rf = 0,08 (hexane/AcOEt, 7:3).  
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,65 – 7,37 (m, 10H), 4,45 (q, J = 
4,0 Hz, 1H), 4,23 (dt, J = 8,8, 4,0 Hz, 1H), 2,41 – 2,38 (m, 2H), 
1,40 – 1,21 (m, 14H), 1,08 (s, 9H), 0,89 (t, J = 6,7 Hz, 3H).  
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 176,0, 85,0, 69,0, 39,5, 31,8, 29,5, 
29,4, 29,2, 28,2, 25,5, 22,6, 14,1. 
IR 3489, 2996, 2918, 2841, 1734. 
HRMS (ESI+) calculado para C12H23O3 [M+H]+ = 215,1642 
encontrado = 215,1645. 

 
8.1.2.4 (±)-7-Metilen-4a-octiltetrahidro-6H-furo[3,2-d][1,3]dioxin-6-ona (±)-UB009 
 
La lactona (±)-3 (116 mg, 0,58 mmol) se disuelve en THF (2,3 mL) y se enfría a 0 °C. Se 
añade la LiHDMS 1M en THF (2,7 mL, 2,6 mmol) y se deja agitar durante 1 h a 0 °C.  Se 
deja que la mezcla de reacción alcance temperatura ambiente y se añade el 2,2,2-
trifluoroacetato de 2,2,2-trifluoroetilo (0,16 mL, 1,28 mmol) y se agita durante 1 h. Se 
añade agua (10 mL) al medio de reacción y se extrae con DCM (3x10 mL). Las fases 
orgánicas combinadas se lavan con salmuera (10 mL) y se secan con MgSO4. Tras el 
filtrado, el disolvente se elimina en el rotavapor y se guarda el crudo a -20 °C.  
Al día siguiente se añade tolueno (23 mL) junto a éter corona 18-crown-6 (34,8 mg, 0,12 
mmol), K2CO3 (232 mg, 1,16 mmol) y paraformaldehído (638 mg, 21,25 mmol). La mezcla 
resultante se agita durante 2 h a 80 °C y luego a 100 °C durante dos horas más. Se deja 
enfriar a temperatura ambiente y se añade agua. Se extrae con DCM (3x20 mL), se seca 
la fase orgánica con MgSO4 y tras el filtrado y la evaporación del disolvente en el 
rotavapor se obtiene el producto en forma de un aceite amarillo (107 mg, 74%).  
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Rf = 0,55 (hexane/AcOEt, 7:3).  
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6,47 (d, J = 1,6 Hz, 1H), 5,96 (d, J 
= 1,6 Hz, 1H), 4,93 (d, J = 5,4 Hz, 1H), 4,75 (d, J = 5,4 Hz, 1H), 
4,61 (t, J = 1,6 Hz, 1H), 4,02 (d, J = 12,7 Hz, 1H), 3,81 (d, J = 12,7 
Hz, 1H), 1,70 – 1,52 (m, 2H), 1,49 – 1,38 (m, 1H), 1,38 – 1,20 
(m, 11H), 0,88 (t, J = 6,7 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 168,3, 135,7, 126,8, 89,7, 80,2, 
75,5, 69,2, 36,1, 31,9, 29,9, 29,4, 29,3, 22,7, 22,4, 14,2. 
IR 3014, 2929, 2904, 1757. 
HRMS (ESI+) calculado para C15H24O4 [M+H]+ = 269,1759 
encontrado = 269,1843. 

 
8.1.2.5 cis-(±)-4-((tert-Butildifenilsilil)oxi))-5-octildihidrofuran-2(3H)-ona (6) 
 
El alcohol (±)-3 (100 mg, 1,0 mmol) se disuelve en DCM (0,1 mL) junto a TBDPSCl (0,15 
mL, 1,2 mmol) e imidazol (38,1 mg, 1,2 mmol). La disolución resultante se deja agitando 
a temperatura ambiente durante 16 h. Se añade agua (5 mL), se separan las fases y la 
fase acuosa se extrae con DCM (3x5 mL). Las fases orgánicas se juntan, se lavan con 
salmuera (10 mL) y se secan con MgSO4. Se filtra y se elimina el disolvente a presión 
reducida, obteniéndose un aceite incoloro (199 mg). 
El crudo se purifica por cromatografía de columna (gel de sílice, hexano/AcOEt 9:1), 
obteniéndose el compuesto en forma de aceite incoloro (142 mg, 67%). 
 

 

Rf = 0,52 (hexano/AcOEt 7:3).  
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,65 – 7,37 (m, 10H), 4,45 (q, J = 
4,0 Hz, 1H), 4,23 (dt, J = 8,8, 4,0 Hz, 1H), 2,41 – 2,38 (m, 2H), 
1,40 – 1,21 (m, 14H), 1,08 (s, 9H), 0,89 (t, J = 6,7 Hz, 3H).  
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 175,3, 135,8, 135,7, 134,8, 133,1, 
132,5, 130,2, 130,1, 129,6, 127,9, 127,9, 127,7, 85,0, 70,7, 
39,0, 31,8, 30,9, 29,5, 29,4, 29,2, 29,0, 26,8, 26,5, 25,6, 22,6, 
19,3, 14,1. 
IR 3066, 3047, 3012, 2955, 2917, 2847, 1958, 1898, 1763. 
MS (ESI+) calculado para C28H40O3Si [M+H]+ = 453,2747 
encontrado = 453,28. 

 
8.1.2.6 Intento de síntesis de la cis-(±)-4-((tert-Butildifenilsilil)oxi))-5-octildihidrofuran-

2(3H)-ona-3-d 
 

 
La lactama (±)-6 (20 mg, 0,04 mmol) se disuelve en THF anhidro (0,24 mL) bajo atmósfera 
de N2 y se enfría la disolución a 0 °C con un baño de hielo. Se añade gota a gota la LiHDMS 
1M en THF (280 µL, 0,28 mmol) y se deja reaccionar durante 1h. 
Se añade D2O (1 mL) y se extrae con AcOEt (3x2 mL). Se lava con salmuera (5 mL) y se 
seca la fase orgánica con MgSO4, se filtra y se evapora el disolvente a presión reducida. 
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Se obtienen un aceite amarillento (33 mg) que no se corresponde con el producto 
esperado. 
 
8.1.2.7 (±)-2-(2,2-Dimetil-5-octil-1,3-dioxolan-4-il)acetato de etilo (9) 
 
El dialcohol (±)-4 (100 mg, 0,38 mmol) se disuelve junto al 2,2-dimetoxipropano (51,87 
mg, 0,5 mmol) y p-TsOH (7,3 mg, 0,04 mmol) en DCM (0,4 mL). La mezcla se deja 
reaccionar a temperatura ambiente durante 16 h. Se añade una disolución saturada 
acuosa de NaHCO3 (5 mL) y se separan las fases. La fase acuosa se extrae con DCM (3x10 
mL) y el conjunto de las fases orgánicas se seca con MgSO4, se filtra y se evapora el 
disolvente en el rotavapor, obteniéndose un aceite incoloro (123 mg). 
El crudo se purifica por cromatografía de columna (gel de sílice, hexano/AcOEt, 7:3, 
elución isocrática) y se obtiene el producto como una mezcla de los productos (±)-9 y 
(±)-9b de proporción 3:1 (65 mg, 65%). 
 

 

Rf = 0,75 (hexano/AcOEt, 8:2).  
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 4,17 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 4,08 – 3,99 
(m, 1H), 3,75 – 3,64 (m, 1H), 2,64 – 2,47 (m, 2H), 1,66 – 1,20 
(m, 23H), 0,85 (t, J = 6,6 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 168,2, 126,6, 89,6, 80,0, 77,3, 
77,0, 76,7, 75,4, 69,0, 36,0, 31,8, 29,7, 29,2, 29,1, 22,6, 22,3, 
14,1. 
IR 2980, 2923, 2854, 1740. 
MS (ESI+) calculado para C17H33O4 [M+H]+ = 302,2300 
encontrado = 302,22. 
 

8.1.2.8 (±)-2-(2,2-Dimetil-5-octil-1,3-dioxolan-4-il)acetato de metilo (9b) 
 
El acetónido (±)-9b se aisló como un subproducto de la reacción del diol (±)-4 con el 2,2-
dimetoxipropano, tras la purificación por cromatografía de columna, en forma de aceite 
incoloro como parte de una mezcla de los productos (±)-9 y (±)-9b en una relación 3:1 
(65 mg, 65%). 
 

 

Rf = 0,72 (hexano/AcOEt, 8:2).  
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 4,24 – 4,12 (m, 1H), 4,09 – 3,98 
(m, 1H), 3,75 – 3,64 (m, 4H), 2,64 – 2,47 (m, 2H), 1,66 – 1,20 
(m, 19H), 0,88 (t, J = 6,6 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 160,2, 135,6, 122,3, 89,6, 75,4, 
69,0, 37,1, 36,6, 34,5, 31,6, 29,7, 28,4, 24,7, 22,7, 14,1. 
IR 2980, 2923, 2854, 1740. 
MS (ESI+) calculado para C16H31O4 [M+H]+ = 287,2144 
encontrado = 287,23. 

 
8.1.2.9 (±)-3-metilen-5-octildihidrofuran-2(3H)-ona (10) 
 
Sobre una mezcla de nonanal (0,125 mL, 0,69 mmol), KI (171,75 mg, 1,04 mmol) y SnCl2 
(235,5 mg, 1,04 mmol) en H2O (0,175 mL) se añade el (bromometil)acrilato de metilo 
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(0,125 mL, 1,035 mmol) gota a gota. La mezcla resultante se deja en agitación a 
temperatura ambiente durante 16 h. Se extrae con DCM (3x10 mL), se lava la fase 
orgánica con salmuera (10 mL) y se seca con MgSO4. Tras la filtración y evaporación del 
disolvente en el rotavapor se obtiene un aceite amarillo (337 mg).  
El crudo se purifica por cromatografía de columna (gel de sílice, hexano/AcOEt 95:5, 
elución iscocrática) obteniendo el compuesto deseado como un aceite incoloro (103 mg, 
71%). 
 

 

Rf = 0,57 (hexano/AcOEt, 8:2).  
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6,22 (t, J = 2,5 Hz, 1H), 5.62 (t, J = 
2,5 Hz, 1H), 4,57 – 4,46 (m, 1H), 3,11 – 2,99 (m, 1H), 2,63 – 
2,48 (m, 1H), 1,86 – 1,67 (m, 1H), 1,67 – 1,52 (m, 1H), 1,52 – 
1,14 (m, 12H), 0,88 (t, J = 6,5 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 170,4, 134,8, 121,8, 77,6, 36,2, 
33,5, 31,8, 29,4, 29,3, 29,1, 24,8, 22,6, 14,0. 
IR 2923, 2854, 1759. 
HRMS (ESI+) calculada para C13H23O2 [M+H]+ = 211,1698 
encontrada = 211,1697. 

 
8.1.2.10 trans-(±)-4-Hidroxi-3-metilen-5-octildihidrofuran-2(3H)-ona, UB010 
 
8.1.2.10.1 Síntesis térmica 
 
Una suspensión de la lactona (±)-10 (60 mg, 0,29 mmol) y SeO2 (38 mg, 0,34 mmol) en 
THF (2,2 mL) se deja reaccionar a reflujo durante 4,5 h. Se filtra la mezcla de reacción en 
gel de sílice eluyendo con DCM y se elimina el disolvente por evaporación a presión 
reducida en el rotavapor obteniéndose un aceite amarillo (65 mg).  
El crudo se purifica en cromatografía de columna (gel de sílice, hexano/AcOEt 8:2 elución 
isocrática) recuperándose una mezcla 8:2 de (±)-UB010 y (±)-UB011 en forma de aceite 
amarillo (17 mg, 26%). 
 
8.1.2.10.2 Síntesis asistida por microondas 
 
Una suspensión de la lactona (±)-10 (200 mg, 0,95 mmol) y SeO2 (127 mg, 1,14 mmol) 
en THF (4,4 mL) se deja reaccionar durante 1 h a 90 °C en el reactor de microondas. Se 
filtra la mezcla de reacción sobre gel de sílice con DCM y se elimina el disolvente por 
evaporación a presión reducida en el rotavapor obteniéndose un aceite amarillo (320 
mg).  
El crudo se purifica en cromatografía de columna (gel de sílice, hexano/AcOEt 8:2 elución 
isocrática) recuperándose una mezcla 7:3 de (±)-UB010 y (±)-UB011 en forma de aceite 
amarillo (89 mg, 41%). 
 

 

Rf = 0,42 (hexane/AcOEt, 8:2).  
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6,41 (d, 1H, J = 2,3 Hz), 5,96 (d, 
1H, J = 2,3 Hz), 4,54 – 4,49 (m, 1H), 4,30 – 4,22 (m, 1H), 1,68 
(m, 2H), 1,46 (m, 2H), 1,26 (m, 10H), 0,87 (t, J = 6,7 Hz, 3H). 
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13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 168,7, 138,9, 125,9, 85,5, 73,0, 
33,7, 31,8, 29,4, 29,3, 29,2, 24,9, 22,6, 14,1. 
IR 3424, 2923, 2853, 2360, 2337, 1746. 
HRMS (ESI+) calculado para C13H23O3 [M+H]+ = 227,1647 
encontrada = 227,1646. 

 
8.1.2.11 Aislamiento de la cis-(±)-4-hidroxi-3-metilen-5-octildihidrofuran-2(3H)-ona, 

UB011 
 
8.1.2.11.1 Reacción térmica 
 
El compuesto se aísla como subproducto de la oxidación alílica de la lactona (±)-10 en 
forma de aceite amarillo como mezcla 8:2 de (±)-UB010 y (±)-UB011 (17 mg, 26%). 
 
8.1.2.11.2 Reacción asistida por microondas 
 
El compuesto se aísla como subproducto de la oxidación alílica de la lactona (±)-10 en 
forma de aceite amarillo como como mezcla de (±)-UB010 y (±)-UB011 de proporción 
7:3 (89 mg, 41%).  
 

 

Rf = 0,40 (hexane/AcOEt, 8:2).  
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6,39 (bs, 1H), 5,95 (bs, 1H), 4,86 – 
4,81 (m, 1H), 4,48 – 4,39 (m, 1H), 1,66 (m, 2H), 1,45 (m, 2H), 
1,26 (s, 10H), 0,68 (t, 3H, J = 6,7 Hz). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 168,7, 138,9, 126,1, 82,4, 69,4, 
33,7, 31,8, 29,4, 29,4, 29,2, 24,9, 22,6, 14,1. 
IR 3424, 2923, 2853, 2360, 2337, 1746. 
HRMS (ESI+) calculada para C13H23O3 [M+H]+ = 227,1647 
obtenida = 227,1646. 

 
8.1.2.12 Intento de síntesis del acetato de (±)-4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-

ilo (trans y cis, Ac-UB010 y Ac-UB011) 
 

 
 
Una mezcla 8:2 de (±)-UB010 y (±)-UB011 (11 mg, 0,05 mmol) se disuelve en DCM 
anhidro (1 mL) atmósfera de nitrógeno. Se enfría la disolución a 0 °C y se añade piridina 
(4,7 µL, 0,06 mmol) y cloruro de acetilo (4,1 µL, 0,06 mmol). La disolución resultante se 
deja reaccionar durante 10 minutos a 0 °C y se dejó alcanzar temperatura ambiente para 
seguir en agitación durante 2 h. Se diluye la mezcla de reacción con DCM (3 mL) y se lava 
con una disolución acuosa saturada de Na2CO3 (3 mL) y salmuera (3 mL). Se seca la fase 
orgánica con MgSO4, se filtra y se evapora el disolvente a presión reducida obteniéndose 
un aceite que no se corresponde a la mezcla de productos esperada (16 mg). 
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8.1.2.13 Intento de obtención del (±)-2-((4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-
il)oxi)acetato de isopropilo (trans y cis, iPr-UB010 y iPr-UB011) 

 

 
 

Se disuelve una mezcla 8:2 de (±)-UB010 y (±)-UB011 (23 mg, 0,10 mmol) junto al cloruro 
de 2-cloroacetato de isopropilo (18 µL, 0,12 mmol) en DCM anhidro (500 µL) bajo 
atmósfera de N2. Se añade lentamente la TEA (19 µL, 0,13 mmol) y se deja agitar a 
temperatura ambiente durante 2 h. Se lava la mezcla de reacción con agua (3 mL) y una 
disolución acuosa saturada en NH4Cl (3 mL) y salmuera (3 mL). Se seca la fase orgánica 
con MgSO4, se filtra y se elimina el DCM en el rotavapor. Se obtiene un aceite amarillo 
que no se corresponde a los productos esperados (31 mg). 
 
8.1.2.14  (E)-N’-Nonildenebenzohidrazida (14) 
 
Se disuelve la benzohidrazida (80,72 mg, 0,58 mmol) en DCM (1 mL) en un matraz de 
fondo redondo bajo atmósfera de nitrógeno. Se añade el nonanal (100 µL, 0,58 mmol) 
y se deja en agitación durante 16 horas a temperatura ambiente.  
Se evapora el disolvente a presión reducida con el rotavapor y se obtiene el producto 
en forma de aceite transparente (137,67 mg, 91%). 
 

 

Rf = 0,13 (hexane/AcOEt, 8:2).  
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,83 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 7,45 (t, J = 
6,5 Hz, 1H), 7,35 (d, J = 7,7 Hz, 2H), 2,33 – 2,21 (m, 2H), 1,52 – 
1,41 (m, 2H), 1,38 – 1,19 (m, 12H), 0,92 – 0,83 (m, 3H). 

 
8.1.2.15 N-(3-Metilen-5-octil-2-oxopirrolidin-1-il)benzamida (12) 
 
A una disolución del compuesto 14 (40,35 mg, 0,35 mmol) y Sn (60,25 mg, 0,51 mmol) 
en EtOH (3,5 mL) un matraz de fondo redondo bajo atmósfera de N2 se añade nonanal 
(50 µL, 0,29 mmol) y la mezcla se calienta a reflujo durante 6 h.  
La mezcla de reacción se deja enfriar a temperatura ambiente y se filtra en Celite. Se 
añade una disolución acuosa saturada de NH4Cl (5 mL) y se separan las fases. La fase 
acuosa se extrae con DCM (3x5 mL). Se combinan las fases orgánicas, se secan sobre 
MgSO4 y se filtran. El disolvente se elimina a presión reducida obteniéndose el 
compuesto (±)-12 como un aceite incoloro (78 mg, 82%). 
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Rf = 0,25 (hexano/AcOEt, 7:3). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 9,32 (bs, 1H), 7,79 (d, J = 7,4 
Hz, 21H), 7,46 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 7,34 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 
6,10 (t, J = 2,2 Hz, 1H), 5,44 (t, J = 2,2 Hz, 1H), 4,14 – 4,00 
(m, 1H), 3,06 (m, 1H), 2,50 (dd, J = 15,6, 3,5 Hz, 1H), 1,85 
– 1,74 (m, 1H), 1,47 – 1,18 (m, 13H), 0,87 (t, J = 6,8 Hz, 
3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 167,4, 165,6, 136,8, 132,0, 
131,0, 128,3, 127,5, 117,8, 56,6, 33,1, 31,8, 30,2, 29,6, 
29,5, 29,2, 24,4, 22,6, 14,1. 
IR: 2923, 2853, 2360, 2341, 1705, 1674, 1274, 690.  
HRMS (ESI+) calculada para C20H29N2O2 [M+H]+ = 
329,2151 obtenida = 329,2215. 

 
8.1.2.16  trans-(±)-N-(3-Hidroxi-4-metilen-2-octil-5-oxopirrolidin-1-il)benzamida (UB013) 
 
Una mezcla de la lactona (±)-12 (50 mg, 0,15 mmol) y SeO2 (20 mg, 0,18 mmol) en THF 
anhidro (2,2 mL) en un vial de microondas purgado con N2 se deja reaccionar durante 2 
h en el reactor de microondas a 90 °C. Se filtra el crudo en Celite y se evapora el 
disolvente en el rotavapor. Se obtiene un aceite amarillo (48 mg). El crudo se purifica 
mediante cromatografía de columna (gel de sílice, hexano/AcOEt 1:1 elución isocrática) 
obteniéndose el producto en forma de aceite amarillo como una mezcla 8:2 de los 
compuestos (±)-UB013 y cis-(±)-UB013 (23 mg, 45%). 
 

 

Rf = 0,19 (hexano/AcOEt, 1:1). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 9,50 (bs, 1H), 7,77 (d, J = 7,7 
Hz, 2H), 7,47 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 7,33 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 
6,27 (s, 1H), 5,85 (s, 1H), 4,07 – 3,61 (m, 1H), 1,96 – 1,60 
(m, 4H), 1,62 – 1,08 (m, 11H), 0,86 (t, J = 6,9 Hz, 3H). 
13C NMR (400 MHz, CDCl3) δ 165,3, 165,3, 142,2, 133,6, 
132,1, 128,7, 128,0, 118,9, 74,6, 62,4, 31,9, 30,2, 29,6, 
29,6, 29,2, 26,3, 22,7, 14,1. 
IR 3247, 2923, 2853, 2366, 1704, 1678, 1272, 689. 
HRMS (ESI+) calculada para C20H29N2O3 [M+H]+ = 
345,2100 obtenida = 345,2171. 

 
8.1.2.17 cis-(±)-N-(3-Hidroxi-4-metilen-2-octil-5-oxopirrolidin-1-il)benzamida (cis-UB013) 
 
El compuesto se aísla como subproducto de la oxidación alílica de la lactama (±)-12 en 
forma de aceite amarillo formando parte de una mezcla 8:2 de (±)-UB013 y cis-(±)-UB013 
(23 mg, 45%).  
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Rf = 0,19 (hexano/AcOEt, 1:1). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8,97 (bs, 1H), 7,82 (d, J = 8,0 
Hz, 2H), 7,47 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 7,33 (t, J = 8,8 Hz, 2H), 
6,25 (s, 1H), 5,80 (s, 1H), 4,44 (bs, 1H), 4,04 – 3,97 (m, 
1H), 1,82 – 1,75 (m, 4H), 1,53 – 1,11 (m, 10H), 0,86 (t, J 
= 6,9 Hz, 3H). 
13C NMR (400 MHz, CDCl3) δ 165,3, 165,3, 142,2, 133,6, 
132,1, 128,7, 128,0, 118,9, 74,6, 62,4, 31,9, 29,6, 29,5, 
29,3, 29,2, 26,3, 22,7, 14,1. 
IR 3247, 2923, 2853, 2366, 1704, 1678, 1272, 689. 
HRMS (ESI+) calculada para C20H29N2O3 [M+H]+ = 
345,2100 obtenida = 345,2171. 

 
8.1.2.18 (–)-(R,E)-2-Metil-N-nonildenepropano-2-sulfinamida (19) 
 
En un matraz de fondo redondo se disponen el nonanal (200 µL, 1,12 mmol), la (R)-2-
metilpropano-2-sulfinamida (136 mg, 1,12 mmol) y el CuSO4 anhidro (383 mg, 2,50 
mmol) en DCM anhidro (3 mL) bajo atmósfera de nitrógeno. La suspensión obtenida se 
deja agitando vigorosamente durante 16 h. Se filtra la papilla sobre Celite y se elimina 
el DCM en el rotavapor, obteniéndose un aceite transparente (340 mg). 
El crudo se purifica por cromatografía de columna (gel de sílice, hexano/AcOEt 8:2 
elución isocrática) obteniéndose el producto como un aceite transparente (260 mg, 
95%). 
 

 

[ɑ]D = – 192,2 (c = 1,0, CHCl3). 
Rf = 0,38 (hexano/AcOEt, 9:1). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8,07 (t, J = 4,8 Hz, 1H), 2,55 
– 2,48 (m, 2H), 1,67 – 1,57 (m, 2H), 1,27 (m, 12H), 1,19 
(s, 9H), 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 169,8, 56,5, 36,1, 31,8, 
29,3, 29,2, 29,1, 25,5, 22,6, 22,3, 14,1. 
IR: 2955, 2924, 2855, 2359, 2341, 1621, 1457, 1362, 
1095, 669, 583. 
HRMS (ESI+) calculada para C13H28NOS [M+H]+ = 
246,1813 obtenida = 246,1889. 

 
8.1.2.19 (R)-4-(((R)-tert-Butilsulfinil)amino)-2-metilendodecanoato de etilo (18) 
 
La sulfinamida (–)-19 (50 mg, 0,20 mmol) se disuelve junto al 2-(bromometil)acrilato de 
etilo (36 µL, 0,26 mmol) en una disolución acuosa saturada en NaBr (2 mL) y se añade el 
In en polvo (91,9 mg, 0,8 mmol). La suspensión resultante se deja agitando durante 48 
h a temperatura ambiente. Se añade más agua (5 mL) y la mezcla se extrae con AcOEt 
(3x5 mL). La fase orgánica se lava con salmuera (5 mL), se seca con MgSO4 y se filtra. El 
disolvente se elimina a presión reducida obteniendo un aceite transparente (116 mg). 
El crudo se purifica mediante cromatografía de columna (gel de sílice, hexano/AcOEt 7:3 
elución isocrática) recuperando el producto en forma de aceite transparente (49 mg, 
68%). 
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[ɑ]D = – 47,4 (c = 1,0, CHCl3).  
Rf = 0,18 (hexano/AcOEt, 7:3). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6,30 (d, J = 1,3 Hz, 1H), 5,69 
(d, J = 1,3 Hz, 1H), 4,22 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 3,51 (d, J = 5,9 
Hz, 1H), 3,47 – 3,37 (m, 1H), 2,59 (d, J = 5,9 Hz, 2H), 1,51 
– 1,43 (m, 2H), 1,35 – 1,22 (m, J = 15H), 1,20 (s, 9H), 0,88 
(t, J = 6,8 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 167,1, 137,9, 127,7, 77,3, 
77,0, 76,7, 60,8, 56,7, 56,0, 38,7, 36,6, 31,8, 29,5, 29,4, 
29,2, 25,7, 22,6, 14,2, 14,1. 
IR: 2932, 2924, 2359, 2341, 1716, 1457, 1364, 1176, 
1151, 1055. 
HRMS (ESI+) calculada para C19H38NO3S [M+H]+ = 
360,5690 obtenida = 360,2570. 

 
8.1.2.20 (R)-3-Metilen-5-octilpirrolidin-2-ona (16) 
 
En un matraz de fondo redondo bajo atmósfera de N2 se dispone una disolución 4M de 
HCl en dioxano (1 mL) y el compuesto (–)-19 (154 mg, 0,43 mmol) a 0°C. Se deja en 
agitación durante 2 horas y se deja alcanzar temperatura ambiente lentamente. Se 
añade una disolución acuosa saturada de NaHCO3 hasta pH 10 y se extrae la fase acuosa 
con AcOEt (3x5 mL). La fase orgánica se lava con salmuera (5 mL) y se seca con MgSO4, 
se filtra y se evapora el disolvente en el rotavapor, obteniéndose un aceite amarillo (100 
mg). 
El crudo se purifica por cromatografía de columna (gel de sílice, hexano/AcOEt 6:4 
elución isocrática) obteniéndose la lactona (–)-16 como un aceite amarillento (53 mg, 
59%). 
 

 

[ɑ]D = + 16,1 (c = 1,0, CHCl3). Estereocentro supuesto? 
Rf = 0,20 (hexano/AcOEt, 6:4). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6,38 (s, 1H), 5,87 (s, 1H), 
4,22 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 3,45 (q, J = 7,2 Hz, 1H), 2,80 – 
2,62 (m, 2H), 1,88 – 1,75 (m, 1H), 1,73 – 1,62 (m, 1H), 
1,57 – 1,22 (m, 15H), 0,87 (t, J = 6,8 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 170,8, 139,8, 115,6, 51,5, 
37,3, 33,1, 31,8, 29,4, 29,2, 25,5, 22,6, 14,1. 
IR 3221, 2924, 2854, 2354, 2341, 1701, 1661, 1066, 668. 
HRMS (ESI+) calculada para C13H24NO [M+H]+ = 
210,1780 obtenida = 210,1860. 

 
8.1.2.21 (R)-1-Metil-3-metilen-5-octilpirrolidin-2-ona (15) 
 
La lactona (+)-16 (62 mg, 0,29 mmol) se disuelve en THF anhidro (1,6 mL) bajo atmósfera 
de nitrógeno. Se añade una disolución preparada previamente de NaH (47 mg, 1,15 
mmol) en THF (0,5 mL) y se deja agitar la mezcla durante 5 minutos a temperatura 
ambiente. Se añade entonces el yoduro de metilo (63 µL, 0,87 mmol) y se deja en 
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agitación durante 2 h. Se añade agua (5 mL) y se extrae con AcOEt (3x5 mL). La fase 
orgánica se lava con salmuera (5 mL), se seca sobre MgSO4, se filtra y se elimina el 
disolvente en el rotavapor, obteniéndose el producto como un aceite amarillo (53 mg, 
82%). 
 

 

[ɑ]D = – 14,25 (c = 1,0, CHCl3). 
Rf = 0,27 (hexano/AcOEt, 6:4). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 5,95 (s, 1H), 5,28 (s, 1H), 
3,62 – 3,39 (m, 1H), 2,90 (s, 3H), 2,88 – 2,81 (m, 1H), 2,42 
(d, J = 15,5 Hz, 1H), 1,79 – 1,65 (m, 1H), 1,46 – 1,10 (m, 
13H), 0,88 (t, J = 6,7 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 168,1, 139,4, 114,7, 56,9, 
33,3, 31,8, 30,7, 29,6, 29,5, 29,2, 28,2, 24,0, 22,6, 14,1. 
IR 2924, 2854, 2360, 2341, 1685, 1662, 1457, 1435, 
1400, 1080, 669. 
HRMS (ESI+) calculada para C14H26NO [M+H]+ = 
224,1936 obtenida = 224,2009. 

 
8.1.2.22 (4S,5R)-4-Hidroxi-1-metil-3-metilen-5-octilpirrolidin-2-ona (UB015) 
 
Una suspensión de la lactama (–)-15 (48 mg, 0,22 mmol) y SeO2 (28,6 mg, 0,26 mmol) 
en THF anhidro (2 mL) en un vial de microondas purgado con nitrógeno se deja 
reaccionar con agitación en microondas durante 2 h a 90 °C. Se filtra el crudo en Celite 
y se recupera un aceite amarillo (54 mg). 
El crudo se purifica por cromatografía de columna (gel de sílice, hexano/AcOEt 1:1 
elución isocrática) obteniéndose el producto en forma de aceite amarillo (14 mg, 27%). 
 

 

Rf = 0,10 (hexano/AcOEt, 1:1). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6,16 (s, 1H), 5,66 (s, 1H), 
4,39 (s, 1H), 3,33 (dt, J = 8,3, 2,6 Hz, 1H), 2,91 (s, 3H), 
1,84 – 1,69 (m, 1H), 1,46 – 1,17 (m, 13H), 0,88 (t, J = 6,8 
Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 166,1, 143,5, 119,5, 71,1, 
66,7, 31,8, 31,1, 29,6, 29,4, 29,2, 28,0, 24,3, 22,6, 14,1. 
IR 3235, 2923, 2853, 2359, 1705, 1675, 1274, 690, 597. 
HRMS (ESI+) calculada para C14H25NO2 [M+H]+ = 
240,1885 obtenida = 240,1962. 

 
8.1.2.23 (±)-2-Nonanoilsuccinato de dimetilo (22) 
 
Se prepara una mezcla de nonanal (54,00 mL, 310 mmol) y maleato de dimetilo (7,72 
mL, 61,70 mmol) en un matraz de fondo redondo provisto de un agitador magnético y 
un refrigerante bajo atmósfera de N2. Se añade el peróxido de benzoilo (0,6 g, 1,90 
mmol) y la mezcla se calienta durante 18 h a 80 °C. A continuación, se añade una 
segunda porción del peróxido (0,1 g, 0,55 mmol) y se mantiene la calefacción durante 3 
h. Se deja enfriar la mezcla de reacción y se añade AcOEt (30 mL) y una disolución acuosa 
saturada de NaHCO3 (15 mL). Tras 10 minutos de agitación se separan las fases y la fase 
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orgánica se lava con agua (3x10 mL) y salmuera (10 mL). Se seca con MgSO4, se filtra y 
se elimina el disolvente en el rotavapor. La mayor parte del exceso de nonanal se elimina 
por destilación a presión reducida obteniéndose un aceite amarillento (29,5 g). El crudo 
se purifica mediante cromatografía de columna (gel de sílice, hexano/AcOEt 9:1 elución 
isocrática) aislándose el producto 22 en forma de aceite transparente (14,130 g, 80%).  
 

 

Rf = 0,51 (DCM). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 3,99 (dd, J = 6,3, 8,2 Hz, 1H), 
3,74 (s, 3H), 3,68 (s, 3H), 2,98 (dd, J = 8,2, 17,6 Hz, 1H), 
2,84 (dd, J = 6,3, 17,6 Hz, 1H), 2,57 – 2,75 (m, 2H), 1,27 
– 1.64 (m, 12H), 0,88 (t, J = 6.8 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 204,1, 172,0, 169,2, 54,0, 
52,9, 52,2, 43,0, 32,4, 32,0, 29,5, 29,3, 29,2, 23,6, 22,8, 
14,3. 
IR 2954, 2927, 2856, 1741, 1720, 1457, 1437, 1410, 
1367, 1262, 1634, 1012, 668. 
MS (ESI+) calculada para C15H27O5 [M+H]+ = 287,1858 
obtenida = 287,19. 

 
8.1.2.24 trans-(±)-2-Octil-5-oxotetrahidrofuran-3-carboxilato de metilo (21) 
 
La cetona (±)-22 (1,00 g, 3,49 mmol) se disuelve en MeOH (3,5 mL) bajo atmósfera de 
N2 en un matraz de fondo redondo. Se enfría la disolución a 0 °C en un baño de hielo y 
se añade el NaBH4 (92 mg, 2,44 mmol) sólido poco a poco. La mezcla se deja agitar 
durante 40 minutos a temperatura ambiente y se añade una disolución acuosa 
concentrada de HCl hasta pH 1, la mezcla resultante se deja reaccionar a reflujo durante 
1 h.  
Se diluye la disolución con DCM (10 mL) y se lava la fase orgánica con salmuera (10 mL). 
La fase orgánica se seca con MgSO4, se filtra y se evapora el disolvente a presión 
reducida. Se obtiene una mezcla de las lactonas cis/trans (3:1, calculado por RMN, 787 
mg, 88%).  
 
La mezcla de isómeros se disuelve en tolueno anhidro (10 mL), se añade DBU (50 µL, 
0,33 mmol) y se lleva a 80 °C durante 12 h. Se añade una disolución acuosa de HCl 2M y 
se extrae con DCM (3x10 mL). La fase orgánica se lava con salmuera (10 mL), se seca con 
MgSO4, se filtra y se elimina el disolvente en el rotavapor. Se obtiene un aceite 
amarillento (1,028 g). El crudo se purifica por cromatografía de columna (gel de sílice, 
hexano/AcOEt 8:2 elución isocrática) obteniéndose el producto como un aceite 
transparente (780 mg, 88%).  
 

 

Rf = 0,53 (hexano/AcOEt, 8:2). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 4,57 (td, J = 7,3, 5,0 Hz, 1H), 
3,77 (s, 3H), 3,04 (ddd, J = 9,5, 8,7, 7,1 Hz, 1H), 2,92 (dd, 
J = 17,6, 8,7 Hz, 1H), 2,77 (dd, J = 17,6, 9,5 Hz, 1H), 1,84 
– 1,64 (m, 2H), 1,59 – 1,18 (m, 12H), 0,89 (t, J = 6,8 Hz 
3H). 
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13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 174,3, 171,5, 81,9, 52,6, 
45,6, 35,2, 32,1, 31,7, 29,3, 29,1, 29,0, 25,1, 22,6, 14,0. 
IR 2953, 2926, 2855, 1790, 1739, 1201. 
HRMS (ESI+) calculada para C15H25O4 [M+H]+ = 257,1747 
obtenida = 257,1746. 

 
8.1.2.25 cis-(±)-2-Octil-5-oxotetrahidrofuran-3-carboxilato de metilo (cis-21) 
 
El compuesto se aísla como subproducto de la reducción y ciclación de la cetona (±)-22 
en forma de aceite incoloro como parte de una mezcla de (±)-21 y cis-(±)-21 de 
proporción variable (53 mg, 7%) 
 

 

Rf = 0,43 (hexano/AcOEt, 7:3). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 4,62 (td, J = 7,4, 6,3, 1H), 
3,75 (s, 3H), 3,44 (ddd, J = 8,7, 7,4, 5,7, 1H), 2,90 (dd, J = 
17,6, 5,7, 1H), 2,66 (dd, J = 17,6, 8,7, 1H), 1,65 – 1,43 (m, 
2H), 1,42 – 1,19 (m, 12H), 0,89 (t, J = 6,8 Hz 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 175,0, 174,8, 171,2, 170,9, 
80,7, 80,5, 77,6, 52,4, 52,3, 44,4, 44,4, 31,9, 31,5, 29,5, 
29,3, 29,3, 25,9, 22,8, 14,2. 
IR 2914, 2851, 1775, 1726, 1241. 
HRMS (ESI+) calculada para C15H25O4 [M+H]+ = 257,1747 
obtenida = 257,1746. 

 
8.1.2.26 Ácido trans-(±)-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-carboxílico (20) 
 
El éster metílico (±)-21 (458 mg, 1,79 mmol) se disuelve en una mezcla de THF y una 
disolución acuosa de NaOH 2M (1:1, 8,6 mL) y se deja en agitación a 70 °C durante 1 h. 
Se añade HCl concentrado hasta pH 1 y se deja a 70 °C durante otra hora en agitación. 
Se extrae con DCM (3x5 mL) y la fase orgánica se lava con salmuera (10 mL) y se seca 
con MgSO4. El disolvente se evapora a presión reducida obteniéndose el producto 
esperado en forma de sólido blanco (351 mg, 81%). 
 

 

Rf = 0,24 (hexano/AcOEt/AcOH, 7:3:0,1). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 4,65 – 4,60 (m, 1H), 3,07 – 
3,14 (m, 1H), 2,95 (dd, J = 17,9, 8,4 Hz, 1H), 2,83 (dd, J = 
17,9, 9,6 Hz, 1H), 1,86 – 1,70 (m, 2H), 1,56 – 1,28 (m, 
12H), 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 177,1, 175,7, 83,0, 46,4, 
36,3, 32,9, 32,8, 30,3, 30,2, 30,1, 26,2, 23,6, 15,1. 
IR: 3300-3000, 2925, 2853, 1749, 1718, 1393, 1243, 
1215, 1195, 759, 669. 
HRMS (ESI+) calculada para C13H22O4Na [M+Na]+ = 
265,1410 obtenida = 265,1410. 

 
8.1.2.27 Ácido-S trans-(±)-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-carbotiónico (19) 
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Se disuelve el ácido (±)-20 (100 mg, 0,41 mmol) en un vial de microondas junto al 
reactivo de Lawesson (93 mg, 0,55 mmol) en DCM (2 mL) y se deja reaccionar en un 
reactor de microondas a 100 °C durante 20 minutos. Se diluye la mezcla de reacción con 
DCM (5 mL) y se lava la fase orgánica con una disolución acuosa 2M de HCl (2x5 mL) y 
salmuera (5 mL). Se seca con MgSO4, se filtra y el disolvente se elimina en el rotavapor 
obteniéndose un aceite amarillo (135 mg). El crudo se purifica por cromatografía de 
columna (gel de sílice, DCM/MeOH 9:1, elución isocrática) obteniéndose el producto 
como un aceite amarillo (66 mg, 62%). 
 

 

Rf = 0,24 (DCM/MeOH, 9:1). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 4,63 – 4,55 (m, 1H), 3,34 – 
3,23 (m, 1H), 2,98 – 2,73 (m, 2H), 1,83 – 1,71 (m, 2H), 
1,54 – 1,21 (m, 12H), 0,88 (t, J = 6,8 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 195,3, 173,5, 81,6, 54,9, 
35,3, 32,5, 31,8, 29,3, 29,3, 29,1, 25,2, 22,6, 14,1. 
IR 3400-3200, 2943, 2856, 1858, 1734, 1439, 1263, 
1206, 1195, 732, 673. 
HRMS (ESI+) calculada para C13H23O3S [M+H]+ = 
259,1368 obtenida = 269,1372. 

 
8.1.2.28 Intento de síntesis del Ácido-S trans-(±)-4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-

3-carbotiónico (UB019). 
 

 
 
8.1.2.28.1 Intento con carbonato de metil magnesio 
 
El tioácido (±)-19 (65 mg, 0,25 mmol) se disuelve en una disolución 2M de carbonato de 
metil magnesio en DMF (5,2 mL) y se deja en agitación a 130 °C durante 48 h. Se enfría 
la mezcla de reacción y se añade una disolución acuosa 6M de HCl (10 mL). Se extrae 
con DCM y se seca la fase orgánica con MgSO4, se filtra y se evapora el disolvente a 
presión reducida obteniéndose una pasta marrón (124 mg). Al crudo resultante se le 
añade una mezcla de ácido acético (1 mL), acetato de sodio (30 mg, 0,37 mmol) N-
metilanilina (0,75 mL, 2,39 mmol) y una disolución al 37% de formol en agua (0,75 mL). 
La suspensión resultante se deja reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente. Se 
añadió una mezcla 10:1 (10 mL) de una disolución preparada con salmuera y HCl 
concentrado y DCM (15 mL). Se separaron las fases y la fase acuosa se extrajo con DCM 
(3x10 mL). El conjunto de fases orgánicas se lavó con salmuera (10 mL), se secó con 
MgSO4, se filtró y se evaporó el disolvente en el rotavapor, obteniéndose una 
suspensión marrón que no contenía el producto deseado (245 mg). 
 
8.1.2.28.2 Intento con 2,2,2-trifluoroacetato de 2,2,2-trifluoroetilo 
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El tioácido (±)-19 (50 mg, 0,19 mmol) se disuelve en THF (0,8 mL) y se enfría a 0 °C. Se 
añade una disolución de LiHDMS 1M en THF (2,7 mL, 2,6 mmol) y la mezcla se deja agitar 
durante 1 h a 0 °C. Se deja que la mezcla de reacción alcance temperatura ambiente, se 
añade 2,2,2-trifluoroacetato de 2,2,2-trifluoroetilo (56 µL, 0,42 mmol) y se agita durante 
1 h más. La reacción se para por adición de una disolución acuosa saturada de NH4Cl (5 
mL) al medio y se extrae con AcOEt (3x5 mL). La fase orgánica se lava con salmuera (10 
mL), se seca con MgSO4 y se filtra. El disolvente se evapora a presión reducida 
obteniéndose un aceite incoloro (220 mg). 
Se añade al crudo tolueno (8 mL) junto a éter corona 18-crown-6 (12 mg, 0,04 mmol), 
K2CO3 (80 mg, 0,40 mmol) y paraformaldehído (220 mg, 7,32 mmol). La mezcla 
resultante se agita durante 1 h a 80 °C y luego a 100 °C durante 3 h más. Se deja enfriar 
a temperatura ambiente y se añade agua. Se extrae con DCM (3x20 mL), se seca la fase 
orgánica con MgSO4 y tras el filtrado y la evaporación del disolvente en el rotavapor se 
obtiene un aceite amarillento que no contiene el producto deseado (132 mg). 
 
8.1.2.28.3 Intento mediante la sulfuración del C75 
 
Se prepara una disolución con el C75 (25 mg, 0,09 mmol) y el reactivo de Lawesson (27 
mg, 0,07 mmol) en DCM anhidro (1,5 mL) en un vial de microondas purgado con N2. Se 
deja la mezcla reaccionar durante 10 minutos en un reactor de microondas a 100 °C. Se 
diluye la disolución con DCM (5 mL), se lava con una disolución acuosa 2M de HCl y 
salmuera (10 mL), se seca con MgSO4 y se filtra. El disolvente se elimina en el rotavapor 
y se obtiene un aceite amarillo dende no se detecta la presencia del producto (57 mg). 
 
8.1.2.29 Ácido (±)-2-octil-5-oxo-4-((fenilselanil)metil)tetrahidrofuran-3-carboxílico (1) 
 
Sobre una disolución de C75 (19 mg, 0,08 mmol) en EtOH (0,25 mL) se añade una mezcla 
de NaBH4 (1,7 mg, 0,04 mmol) y Ph2Se2 (14 mg, 0,04 mmol) en EtOH (0,25 mL). La 
disolución resultante se deja reaccionar durante 3 horas a temperatura ambiente. Se 
añade una disolución acuosa 1M de HCl (2 mL) y se evapora el etanol a presión reducida. 
La fase acuosa se extrae con DCM (3x5 mL), se lava con salmuera (10 mL), se seca con 
MgSO4 y se filtra. El disolvente se elimina en el rotavapor obteniéndose un aceite 
incoloro (30 mg).  
El crudo se purifica por cromatografía de columna (gel de sílice, hexano/AcOEt/AcOH 
7:3:0,1 elución isocrática) obteniéndose el producto en forma de sólido blanco (24 mg, 
78%). 
 

 

Pf: 116-118 °C 
Rf = 0,44 (DCM/MeOH, 9:1). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,45 – 7,43 (m, 2H), 7,19 – 
7,17 (m, 3H), 4,37 (td, J = 8,8, 4,0 Hz, 1H), 3,38 – 3,32 (m, 
1H), 3,15 – 3,09 (m, 1H), 3,03 (dd, J = 10,2, 9,2 Hz, 1H), 
1,80 – 1,72 (m, 2H), 1,70 – 1,61 (m, 2H), 1,48 – 1,16 (m, 
12H), 0,81 (t, J = 6,6 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 176,2, 174,7, 133,0, 129,3, 
129,0, 127,6, 79,7, 51,3, 45,3, 34,9, 31,8, 29,3, 29,2, 
29,1, 26,9, 25,1, 22,6, 14,0. 
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IR: 2950-2920, 1762, 1694, 1173. 
HRMS (ESI+) calculada para C20H28O4SeNa [M+Na]+ = 
435,1045 obtenida = 435,1042. 

 
8.1.2.30 Intento de síntesis del ácido-S (±)-2-octil-5-oxo-4-

((fenilselanil)metil)tetrahidrofuran-3-carbotiónico (23) 
 

 
 

Se disuelve el ácido (±)-1 (12 mg, 28 mmol) en DCM (2 mL) junto al reactivo de Lawesson 
(9,1 mg, 22 mmol) en un vial purgado con N2 y se deja en un reactor de microondas 
durante 5 minutos a 90 °C. Se diluye la mezcla con DCM (5 mL) y se lava con una 
disolución acuosa de HCl 2M (5 mL). Se seca la fase orgánica con MgSO4, se filtra y se 
elimina el disolvente en el rotavapor obteniéndose un aceite amarillo que no se 
corresponde con el producto deseado (13 mg). 
 
8.1.2.31 trans-(±)-2-Octil-5-tioxotetrahidrofuran-3-carboxilato de metilo (25) 
 
Se disuelve el éster (±)-21 (50 mg, 0,19 mmol) en acetonitrilo (1 mL) junto al P4S10 (12 
mg, 0,05 mmol) y HMDSO (70 µL, 0,33 mmol) bajo N2 en un vial sellado y se deja 
reaccionar en el reactor de microondas durante 5 h a 90 °C. Se añade una disolución 
acuosa saturada en NaHCO3 (5 mL) a la mezcla de reacción y se agita durante 30 minutos 
a temperatura ambiente. Se extrae la disolución con DCM (3x5 mL) y el conjunto de las 
fases orgánicas se seca con MgSO4, se filtra y se elimina el disolvente en el rotavapor, 
obteniéndose un aceite amarillo (46 mg). 
El crudo se purifica por cromatografía de columa (gel de sílice, hexano/AcOEt 9:1 elución 
isocrática) obteniéndose el producto en forma de aceite amarillo (40 mg, 79%).  
 

 

Rf = 0,45 (Hexano/AcOEt, 9:1). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 5,04 – 4,93 (m, 1H), 3,76 (s, 
3H), 3,41 – 3,34 (m, 2H), 3,18 – 3,05 (m, 1H), 1,87 – 1,77 
(m, 2H), 1,39 – 1,21 (m, 12H), 0,88 (t, J = 6,9 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 218,6, 171,0, 91,3, 52,7, 
47,7, 47,4, 34,7, 31,8, 29,3, 29,2, 29,1, 25,1, 22,6, 14,1. 
IR 2924, 2855, 2359, 2343, 1739, 1436, 1311, 1189. 
HRMS (ESI+) calculada para C14H25O3S [M+H]+ = 
273,1524 obtenida = 273,1522. 

 
8.1.2.32 Intento de síntesis del ácido trans-(±)-2-octil-5-tioxotetrahidrofuran-3-

carboxílico (24) 
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Una mezcla del éster (±)-25 (10 mg, 0,04 mmol), LiCl (8 mg, 0,19 mmol) y TEA (25,7 µL, 
0,19 mmol) en THF (1 mL) y (60 µL) y se agita durante 3 h a temperatura ambiente. Se 
añade una disolución acuosa 2M de HCl (3 mL) y se extrae con DCM (3x2 mL). La fase 
orgánica se lava con salmuera (5 mL), se seca con MgSO4, se filtra y se elimina el 
disolvente a presión reducida, obteniéndose un aceite incoloro en el que no se detecta 
el producto buscado (10 mg). 
8.1.2.33 trans-(±)-2-Octil-5-oxotetrahidrofuran-3-carboxilato de alilo (26) 
 
Se calienta una muesta del ácido (±)-20 (194 mg, 0,80 mmol), ácido para-toluensulfónico 
(38 mg, 0,22 mmol) y alcohol alílico (136 µL, 2,00 mL) en tolueno anhidro (7 mL) en un 
montaje de tipo Dean-Stark bajo N2. Se dejó reaccionar a reflujo con agitación durante 
16 h y se añadió una disolución acuosa saturada de NaHCO3 (5 mL). La mezcla se extrajo 
con DCM (3x5 mL) y el conjunto de fases orgánicas se lavó con salmuera (10 mL), se secó 
con MgSO4, se filtró y se eliminó el disolvente en el rotavapor obteniéndose un aceite 
naranja (180 mg).  
El crudo se purificó mediante cromatografía de columa (gel de sílice, hexano/AcOEt 9:1 
elución isocrática) obteniéndose el producto como un aceite amarillo (120 mg, 52%). 
 

 

Rf = 0,15 (Hexano/AcOEt, 9:1). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6,03 – 5,83 (m, 1H), 5,38 – 
5,24 (m, 2H), 4,65 (d, J = 5,9 Hz, 2H), 4,62 – 4,55 (m, 1H), 
3,12 – 3,01 (m, 1H), 2,98 – 2,88 (m, 1H), 2,84 – 2,74 (m, 
1H), 1,84 – 1,64 (m, 2H), 1,52 – 1,20 (m, 12H), 0,88 (t, J 
= 6,9 Hz, 3H). 

MS (ESI+) calculada para C16H27O4 [M+H]+ = 283.1909 
obtenida = 283,21. 

 
8.1.2.34 trans-(±)-2-Octil-5-tioxotetrahidrofuran-3-carboxilato de alilo (27) 
 
Una mezcla de éster alílico (±)-26 (39 mg, 0,14 mmol), P4S10 (10 mg, 0,04 mmol) y 
HMDSO (60 µL, 0,28 mmol) en acetonitrilo (1 mL) se dispone en un vial sellado bajo N2. 
La mezcla se deja reaccionar en un reactor de microondas durante 1 h a 90 °C. Se añade 
una disolución acuosa saturada en Na2CO3 (3 mL) y se extrae con DCM (3x3 mL). La fase 
orgánica se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgSO4, se filtra y se elimina el 
disolvente en el rotavapor obteniéndose un aceite amarillo (54 mg). 
El crudo se purificó mediante cromatografía de columna (gel de sílice, hexano/AcOEt 7:3 
elución isocrática) obteniéndose el producto como un aceite amarillo (28 mg, 67%). 
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Rf = 0,88 (Hexano/AcOEt, 7:3). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6,00 – 5,82 (m, 1H), 5,40 – 
5,25 (m, 2H), 4,65 (d, J = 5,9 Hz, 2H), 4,62 – 4,55 (m, 1H), 
3,10 – 3,02 (m, 1H), 2,98 – 2,88 (m, 1H), 2,84 – 2,74 (m, 
1H), 1,83 – 1,66 (m, 2H), 1,53 – 1,18 (m, 12H), 0,88 (t, J 
= 6,9 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 218,6, 170,2, 131,2, 119,3, 
91,3, 66,3, 47,7, 47,5, 34,7, 31,8, 29,3, 29,2, 29,1, 25,1, 
22,6, 14,1. 
HRMS (ESI+) calculada para C16H27O3S [M+H]+ = 
299,1645 obtenida = 299,1674. 

 
8.1.2.35 Intento de hidrólisis del éster alílico (±)-27  
 

 
 
Una mezcla de éster (±)-27 (28 mg, 0,09 mmol), Pd(Ph3)4 (4 mg, 4%mol.) y PPh3 (2 mg, 
8%mol.) se disuelve en DCM anhidro (1 mL). Una disolución de pirrolidina (12 µL, 0,15 
mmol) en DCM (0,5 mL) se añade a la mezcla de reacción y se deja en agitación a 
temperatura ambiente durante 16 h. Se añade una disolución acuosa saturada de 
Na2CO3 (3 mL) y se extrae con DCM (3x5 mL). El conjunto de fases orgánicas se lava con 
salmuera (10 mL), se seca con MgSO4, se filtra y se elimina el disolvente en el rotavapor 
obteniéndose un aceite amarillo (43 mg) cuyo RMN no muestra señales 
correspondientes al producto esperado. 
 
8.1.2.36 (±)-2-Octil-5-oxo-4-((fenilselanil)metil)tetrahydrofuran-3-carboxilato de 4-

metoxibencilo (29) 
 
El ácido (±)-1 (160 mg, 0,38 mmol) se disuelve junto a EDC·HCl (129 mg, 0,67 mmol) y 
DMAP (4 mg, 0,03 mmol) en DCM anhidro (2,7 mL). Se añade el alcohol p-
metoxibencílico (47 µL, 0,38 mmol) y se deja agitar la mezcla durante 16 horas a 
temperatura ambiente. Se añade una disolución acuosa saturada de NH4Cl (5 mL) y se 
extrae con DCM (3x5 mL). La fase orgánica se lava con salmuera (10 mL), se seca con 
MgSO4, se filtra y se evapora el disolvente obteniéndose un aceite amarillo (82 mg). 
El crudo se purificó mediante cromatografía de columa (gel de sílice, hexano/AcOEt 7:3 
elución isocrática) obteniéndose el producto como un aceite amarillo (69 mg, 33%). 
 

 

Rf = 0,45 (Hexano/AcOEt, 9:1). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,49 – 7,44 (m, 2H), 6,92 – 
6,85 (m, 2H), 5,08 (s, 3H), 4,45 – 4,33 (m, 1H), 3,82 (s, 
3H), 3,44 – 3,31 (m, 2H), 3,16 – 2,98 (m, 2H), 1,75 – 1,66 
(m, 2H), 1,37 – 1,19 (m, 12H), 0,88 (t, J = 6,9 Hz, 3H). 
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13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 174,8, 170,6, 159,9, 133,0, 
130,3, 129,2, 127,5, 127,1, 114,0, 79,9, 67,3, 55,3, 51,9, 
45,7, 34,8, 31,8, 29,3, 29,1, 26,9, 25,0, 22,6, 14,1. 
IR 2926, 2854, 2355, 2337, 1175, 1733, 1515, 1249, 
1172.  
HRMS (ESI+) calculada para C28H37O5Se [M+H]+ = 
533,1806 obtenida = 533,1812. 

 
8.1.2.37 Intento de síntesis del (±)-2-octil-4-((fenilselanil)metil)-5-tioxotetrahidrofuran-3-

carboxilato de 4-metoxibencilo (28) 
 

 
 
Una mezcla del compuesto (±)-29 (69 mg, 0,13 mmol), P4S10 (15 mg, 0,04 mmol) y 
HMDSO (47 µL, 0,22 mmol) en un vial sellado en acetonitrilo (0,7 mL) bajo N2. La mezcla 
se deja reaccionar en un reactor de microondas durante 4 h a 90 °C. Se añade una 
disolución acuosa saturada en NaHCO3 (3 mL) y se extrae con AcOEt (3x3 mL). La fase 
orgánica se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgSO4, se filtra y se elimina el 
disolvente en el rotavapor obteniéndose un aceite amarillo que no corresponde al 
producto esperado (54 mg). 
 
8.1.2.38 trans-(±)-2-Octil-5-oxotetrahidrofuran-3-carboxilato de 4-metoxibencilo (30) 
 
El ácido (±)-20 (168 mg, 0,69 mmol) junto a EDC·HCl (214 mg, 1,38 mmol) y DMAP (9 mg, 
0,03 mmol) se disuelve en DCM anhidro (6 mL). Se añade el alcohol p-metoxibencílico 
(105 µL, 0,83 mmol) y se deja agitar la mezcla durante 16 horas a temperatura ambiente. 
Se añade una disolución acuosa saturada de NH4Cl (5 mL) y se extrae con DCM (3x5 mL). 
La fase orgánica se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgSO4, se filtra y se evapora 
el disolvente obteniéndose un aceite amarillo (318 mg). 
El crudo se purificó mediante cromatografía en columna (gel de sílice, hexano/AcOEt 7:3 
elución isocrática) obteniéndose el producto como un aceite amarillo (201 mg, 80%). 
 

 

Rf = 0,25 (Hexano/AcOEt, 7:3). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,28 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,89 
(d, J = 8,8 Hz, 2H), 5,21 – 4,98 (m, 2H), 4,61 – 4,45 (m, 
1H), 3,81 (s, 3H), 3,11 – 2,99 (m, 1H), 2,97 – 2,84 (m, 1H), 
2,82 – 2,67 (m, 1H), 1,78 – 1,62 (m, 2H), 1,51 – 1,18 (m, 
12H), 0,88 (t, J = 6,9 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 175,0, 170,3, 159,9, 130,6, 
128,6, 127,1, 114,0, 80,6, 67,0, 55,2, 44,2, 31,8, 31,2, 
29,3, 29,2, 25,7, 22,6, 14,1. 
IR 2969, 2926, 2855, 2360, 2341, 1754, 1723, 1515, 
1216, 1034, 823, 527. 
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HRMS (ESI+) calculada para C20H29O5 [M+H]+ = 349,2015 
obtenida = 349,2010. 

 
8.1.2.39 Intento de síntesis del trans-(±)-2-octil-5-tioxotetrahidrofuran-3-carboxilato de 

4-metoxibencilo (31) 
 

 
 
Una mezcla del éster (±)-30 (57 mg, 0,16 mmol), P4S10 (20 mg, 0,05 mmol) y HMDSO (60 
µL, 0,28 mmol) se disuelve en acetonitrilo (1,3 mL) bajo N2 en un vial sellado. La mezcla 
se deja reaccionar en un reactor de microondas durante 4 h a 90 °C. Se añade una 
disolución acuosa saturada en NaHCO3 (3 mL) y se extrae con AcOEt (3x3 mL). La fase 
orgánica se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgSO4, se filtra y se elimina el 
disolvente en el rotavapor obteniéndose un aceite amarillo (83 mg). En el RMN de 1H 
del crudo no se detectó el producto esperado. 
8.1.2.40 Intento de síntesis del trans-(±)-2-octil-5-oxotetrahidrotiofen-3-carboxilato de 

metilo (33) 
 

 
 
Se disuelve el compuesto (±)-25 (55 mg, 0,20 mmol) en tolueno anhidro (1 mL) bajo N2 
y se añade el BF3·Et2O (3 µL, 0,02 mmol). La disolución resultante se calienta a reflujo 
durante 24 horas. Una vez enfriada la mezcla, se añade una disolución acuosa satura de 
NaHCO3 (2 mL) y se extrae con DCM (3x5 mL). El conjunto de las fases orgánicas se lava 
con salmuera (10 mL), se seca con MgSO4 y se filtra. El disolvente se elimina en el 
rotavapor obteniéndose un aceite amarillo (45 mg) que no contenía el producto 
deseado.  
 
8.1.2.41 (±)-2-(Dietoxifosforil)succinato de dietilo (34) 
 
Se añade NaHMDS (1M en THF, 4,9 mL, 4,90 mmol) a THF anhidro (5 mL) en un matraz 
de fondo redondo provisto de agitador magnético bajo N2. Se enfría la mezcla a –78 °C 
y se añade el 2-(dietoxifosforil)acetato de etilo (0,9 mL, 4,46 mmol) disuelto en THF (5 
mL) y se deja atemperar la mezcla para dejarla en agitación durante 2 horas a 
temperatura ambiente. 
La mezcla se enfría a 0 °C y se añade el 2-bromoacetato de etilo (0,5 mL, 4,46 mmol). La 
mezcla se deja entonces en agitación a temperatura ambiente durante 24 h. Se añade a 
la disolución una mezcla (1:1) de hexano y agua (10 mL), se separan las fases y la fase 
orgánica se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgSO4 y se evapora el disolvente a 
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presión reducida obteniéndose el producto en forma de aceite transparente (1,343 g, 
97%).  
 

 

Rf = 0,25 (Hexano/AcOEt, 7:3). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 5,17 (ddd, J = 9,0, 6,0, 6,0 
Hz, 1H), 4,30 – 4,07 (m, 8H), 2,93 (d, J = 6,6 Hz, 2H), 1,36 
(td, J = 7,2, 1,2 Hz, 3H), 1,33 (td, J = 7,2, 1,2 Hz, 3H), 1,30 
(t, J = 7,2 Hz, 3H), 1,27 (t, J = 7,2 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 169,0 (d, J = 4,4 Hz), 168,9, 
71,7 (d, J = 5,9 Hz), 64,3 (d, J = 5,7 Hz), 64,1 (d, J = 5,7 
Hz), 61,9, 61,1, 38,1 (d, J = 5,7 Hz), 16,0 (d, J = 7,2 Hz), 
14,1, 14,0. 
IR 2984, 2940, 1737, 1447, 1374, 1239, 1178, 1094, 
1019, 982. 
HRMS (ESI+) calculada para C12H23O8PNa [M+Na]+ = 
349,1023 obtenida = 349,1022. 

 
8.1.2.42 Ácido 2-Nonildenosuccínico (36) 
 
El diéster (±)-34 (1,343 g, 4,30 mmol) se disuelve en THF anhidro bajo atmósfera de N2 
y se enfría a –78 °C. Sobre la disolución se añade lentamente LDA (2M en THF, 3,5 mL, 
7,00 mmol) y se deja alcanzar los 0 °C donde se mantiene en agitación durante 40 
minutos. Se añade el nonanal (0,75 mL, 4,30 mmol) y se deja en agitación a temperatura 
ambiente durante 16 h. Se añade agua (10 mL) a la mezcla de reacción y se evapora el 
THF a presión reducida. La fase acuosa se extrae con AcOEt (3x5 mL), se lava con 
salmuera (10 mL), se seca con MgSO4 y se evapora el disolvente obteniéndose un aceite 
transparente (1,311 g). 
El crudo se disuelve en una mezcla 10:1 de agua y ácido trifluoroacético (10 mL) y se 
agita a temperatura ambiente durante 3 h. Se evapora el TFA en el rotavapor, se añade 
al resíduo una disolución acuosa al 10% de NaOH (10 mL) y etanol (10 mL) y la disolución 
resultante se calienta a reflujo con agitación durante 16 horas. A la mañana siguiente se 
acidifica la disolución con HCl concentrado hasta pH 1 y se extrae con AcOEt (3x5 mL). 
La fase orgánica se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgSO4, se filtra y se elimina 
el disolvente a presión reducida obteniéndose un aceite transparente (2,83 g). 
El crudo se purifica por cromatografía de columna (gel de sílice, hexano/AcOEt/AcOH 
7:3:0,1 elución isocrática) obteniéndose el producto como un aceite transparente (262 
mg, 25%). 
 

 

Rf = 0,10 (Hexano/AcOEt/AcOH, 7:3:0,1). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6,58 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 3,36 
(s, 2H), 1,1 – 1,6 (m, 14H), 0,88 (t, J = 6,7 Hz, 3H). 
MS (ESI+) calculada para C13H23O4 [M+H]+ = 243,1596 
obtenida = 243,21. 

 
8.1.2.43 Ácido trans-(±)-2-octil-5-oxotetrahidrotiofen-3-carboxílico (32) 
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Una mezcla de diácido 36 (262 mg, 1,06 mmol) y ácido tioacético (0,4 mL, 4,45 mmol) 
se disuelve en THF anhidro (15 mL) bajo atmósfera de N2 y se mantiene a reflujo con 
agitación durante 3 días. Se elimina el THF a presión reducida en el rotavapor. Se añade 
al aceite resultante una disolución acuosa 6M de HCl (10 mL) y se deja reaccionar a 
reflujo durante 6 h. Se elimina el agua de la mezcla a presión reducida y se añade ácido 
trifluoroacético (8 mL), la disolución resultante se mantiene a reflujo durante 1 h. El 
ácido TFA junto al resto de volátiles se eliminan en el rotavapor para dar un aceite 
amarillo (240 mg). El crudo se purifica por cromatografía de columna (gel de sílice, 
hexano/AcOEt/AcOH 6:4:0,5 elución isocrática) obteniéndose el producto como un 
aceite transparente (171 mg, 62%). 
 

 

Rf = 0,25 (Hexano/AcOEt/AcOH, 6:4:0,5). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 4,13 (m, 1H), 3,10 (m, 1H), 
2,83 – 3,04 (m, 2H), 1,1 – 2,1 (m, 14H), 0,86 (t, J = 6,9 Hz, 
3H). 
MS (ESI+) calculada para C13H23O3S [M+H]+ = 259,1368 
obtenida = 259,11. 

 
 
8.1.2.44 Ácido trans-(±)-4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrotiofen-3-carboxílico (SC75) 
 
Una mezcla de tiolactona (±)-32 (171 mg, 0,66 mmol) y solución 2M de carbonato de 
metil magnesio en DMF (3,7 mL) se calienta bajo agitación a 140 °C durante 3 días. Se 
enfría la mezcla de reacción y se vierte sobre una disolución acuosa fría 6M de HCl (10 
mL). Se extrae con DCM y se seca la fase orgánica con MgSO4, se filtra y se evapora el 
disolvente a presión reducida obteniéndose una pasta marrón (183 mg).  
Al crudo resultante se le añade una mezcla de ácido acético (1 mL), acetato de sodio (30 
mg, 0,37 mmol) N-metilanilina (0,75 mL, 2,39 mmol) y una disolución al 37%de formol 
en agua (0,75 mL). La suspensión resultante se deja reaccionar durante 2 h a 
temperatura ambiente.  
Se extrajo el crudo con éter etílico (3x5 mL), se seca el disolvente con MgSO4, se filtra y 
se elimina el disolvente a presión reducida obteniéndose el producto en forma de aceite 
amarillento (58 mg, 32%). 
 

 

Rf = 0,13 (Hexano/AcOEt/AcOH, 8:2:0,1). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6,18 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 5,60 
(d, J = 2,5 Hz, 1H), 4,08 (dt, J = 9,3 5,1 Hz, 1H), 3,71 (dt, 
J =2,3, 5,1 Hz, 1H), 1,1 – 2,1 (m, 14H), 0,86 (t, J =6,7 Hz, 
3H).  
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 195,4, 175,3, 142,1, 120,1, 
53,0, 47,0, 36,9, 31,7, 29,2, 29,1, 28,3, 27,6, 22,6, 14,0. 
HRMS (ESI+) calculada para C14H24O3S [M+H]+ = 
272,1446 obtenida = 272,1532. 

 
8.1.2.45 trans-(±)-2-Octil-5-oxopirrolidin-3-carboxilato de metilo (39) 
 

S
O

HO2C

C8H17 (±)

S
O

HO2C

C8H17 (±)



 

 171 

A una disolución de la cetona (±)-22 (500 mg, 1,75 mmol) en MeOH (10 mL) se le añade 
acetato de amonio (1,349 g, 17,48 mmol) y NaBH3CN (110 mg, 1,75 mmol) y se agita la 
mezcla resultante durante 48 h a temperatura ambiente. Se elimina el metanol a presión 
reducida y el crudo se suspende en tolueno (10 mL). La mezcla se deja en agitación a 
reflujo durante 48 horas. Se evapora el tolueno en el rotavapor y se redisuelve el crudo 
en DCM (10 mL). Se lava la fase orgánica con salmuera (10 mL), se seca con MgSO4, se 
filtra y se elimina el disolvente en el rotavapor, obteniéndose la lactama como un sólido 
blanco (393 mg, 88%). 
 

 

Pf: 55-58 °C 
Rf = 0,30 (DCM/MeOH 98:2). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 3,83 (dd, J = 13,0, 5,9 Hz, 

1H), 3,72 (s, 3H), 2,95 – 2,86 (m, 1H), 2,73 – 2,55 (m, 2H), 
1,69 – 1,47 (m, 2H), 1,35 – 1,24 (m, 12H), 0,86 (t, J = 6,8 
Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 175,6, 173,2, 57,2, 52,3, 
45,0, 36,4, 33,8, 31,8, 29,3, 29,2, 29,1, 25,6, 25,5, 14,0. 
IR 2951, 2914, 2848, 1730, 1692.  
HRMS (ESI+) calculada para C14H26NO3 [M+H]+ = 
256,1907 obtenida = 256,1900. 

 
8.1.2.46 trans-(±)-1-Benzoil-2-octil-oxopirrolidin-3-carboxilato de metilo (38) 
 
Se disuelve el compuesto (±)-39 (100 mg, 0,39 mmol) en THF anhidro (4 mL) bajo N2 y 
se enfría a –78 °C. Se añade lentamente el n-BuLi (192 µL, 0,48 mmol) y se deja 1 h en 
agitación. Se añade cloruro de benzoilo (56 µL, 0,48 mmol) y se deja otra hora en 
agitación a –78 °C. Después se deja que la mezcla alcance temperatura ambiente y se 
añade una disolución acuosa 2M de HCl (10 mL) y se deja en agitación durante 30 
minutos. Se extrae con DCM (3x5 mL) y el conjunto de las fases orgánicas se lava con 
salmuera (10 mL), se seca con MgSO4 y se filtra. El disolvente se evapora en el rotavapor 
obteniéndose un aceite transparente (167 mg).  
El crudo se purifica por cromatografía de columna (gel de sílice, DCM elución isocrática) 
obteniéndose el producto como un aceite transparente (80 mg, 57%). 
 

 

Rf = 0,35 (DCM). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,58 (d, J = 7,8 Hz, 2H), 7,51 
(t, J = 7,8 Hz, 1H), 7,40 (t, J = 7,8 Hz, 2H), 4,68 – 4,59 (m, 
1H), 3,77 (s, 3H), 3,08 – 2,97 (m, 1H), 2,85 (d, J = 7,4 Hz, 
2H), 2,06 – 1,93 (m, 1H), 1,76 – 1,61 (m, 1H), 1,51 – 1,18 
(m, 12H), 0,87 (t, J = 6,8 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 175,6, 173,2, 57,2, 52,3, 
45,0, 36,4, 33,8, 31,8, 29,3, 29,2, 29,1, 25,6, 25,5, 14,0. 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 173,2, 172,5, 170,3, 134,5, 
132,0, 128,8, 127,9, 60,7, 52,7, 40,2, 34,6, 33,2, 31,8, 
29,4, 29,3, 29,1, 24,9, 22,6, 14,1. 
IR 2923, 2853, 1736, 1674, 1448, 1437, 1284, 1199, 670.  
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HRMS (ESI+) calculada para C21H30NO4 [M+H]+ = 
360,2175 obtenida = 360,2232. 

 
8.1.2.47 Intento de síntesis del ácido trans-(±)-1-benzoil-2-octil-5-oxopirrolidin-3-

carboxílico (37) 
 

 
 

Una muestra de éster metílico (±)-38 (80 mg, 0,22 mmol) se disuelve en una mezcla 2:1 
de THF y H2O (0,75 mL) y se añade NaOH (9 mg, 0,22 mmol). La mezcla se mantiene en 
agitación a temperatura ambiente durante 2 h. Se acidifica la mezcla con HCl 
concentrado hasta pH 1 y se extrae con DCM (3x5 mL). La fase orgánica se lava con 
salmuera (10 mL), se seca con MgSO4, se filtra y se elimina el disolvente a presión 
reducida obteniéndose un aceite transparente (57 mg). El RMN de 1H del crudo es 
complejo y no se corresponde al producto esperado. 
 
8.1.2.48 Ácido trans-(±)-2-octil-5-oxopirrolidin-3-carboxílico (40) 
 
A una muestra de éster metílico (±)-39 (465 mg, 1,82 mmol) se añade una mezcla 2:1 de 
THF y H2O (10,5 mL) y NaOH (76 mg, 1,90 mmol). La mezcla se mantiene en agitación a 
temperatura ambiente durante 2 h. Se acidifica entonces con HCl concentrado hasta pH 
1 y se extrae con DCM (3x5 mL). La fase orgánica se lava con salmuera (10 mL), se seca 
con MgSO4, se filtra y se elimina el disolvente a presión reducida obteniéndose el 
producto en forma de aceite amarillo (426 mg, 97%).  
 

 

Rf = 0,10 (DCM). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 3,89 (q, J = 6,1 Hz, 1H), 2,97 
– 2,87 (m, 1H), 2,82 – 2,71 (m, 1H), 2,71 – 2,59 (m, 1H), 
1,73 – 1,61 (m, 1H), 1,61 – 1,48 (m, 1H), 1,42 – 1,18 (m, 
12H), 0,88 (t, J = 6,6 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 177,1, 176,6, 57.8, 44.8, 
36,4, 33,5, 31,8, 29,4, 29,3, 29,2, 25,7, 22,6, 14,1. 
IR 3500-3100, 2924, 2854, 1736, 1674, 1448, 1436, 
1284, 1199, 698.  
HRMS (ESI-) calculada para C13H22NO3 [M-H]- = 240,1756 
obtenida = 240,1607. 

 
8.1.2.49 Ácido trans-(±)-1-benzoil-2-octil-5-oxopirrolidin-3-carboxílico (37) 
 
Se disuelve el ácido (±)-40 (100 mg, 0,41 mmol) en THF anhidro (3 mL) bajo N2 a –78 °C. 
Se añade el n-BuLi lentamente (1,2 M en THF, 740 µL, 0,88 mmol) y se agita la disolución 
durante 1 h. Se añade el cloruro de benzoilo (115 µL, 0,95 mmol) y se deja en agitación 
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durante 2 h a la misma temperatura. Se deja que la mezcla alcance temperatura 
ambiente y se añade una disolución acuosa 2M de HCl (10 mL) manteniendo la agitación 
durante 30 minutos. La mezcla se extrae con DCM (3x5 mL) y el conjunto de las fases 
orgánicas se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgSO4 y se filtra. El disolvente se 
evapora en el rotavapor obteniéndose un aceite transparente (311 mg). 
El crudo se purifica por cromatografía de columna (gel de sílice, DCM/MeOH 98:2 
elución isocrática) obteniéndose el producto como un aceite transparente (62 mg, 44%). 
 

 

Rf = 0,18 (DCM/MeOH 98:2). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 8,09 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,60 
(t, J = 7,7 Hz, 1H), 7,46 (t, J = 7,7 Hz, 2H), 3,99 – 3,86 (m, 
1H), 2,99 – 2,88 (m, 1H), 2,86 – 2,76 (m, 1H), 2,75 – 2,63 
(m, 1H), 1,77 – 1,17 (m, 14H), 0,88 (t, J = 6,7 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 177,3, 171,5, 133,6, 130,1, 
128,4, 57,9, 44,8, 36,4, 33,5, 31,8, 29,4, 29,4, 29,3, 29,2, 
29,2, 25,7, 22,6, 14,1. 
IR 3500-3200, 2923, 2854, 1743, 1603, 1266, 1175, 711, 
655. 
MS (ESI-) calculada para C20H26NO4 [M-H]- = 344,1862 
obtenida = 344,19. 

 
8.1.2.50 Intento de síntesis del trans-(±)-1-benzoil-4-metilen-2-octil-5-oxopirrolidin-3-

carboxílico (UB021) 
 

 
 
El tioácido (±)-19 (62 mg, 0,18 mmol) se disuelve en una disolución 2M de carbonato de 
metil magnesio en DMF (5,2 mL) y se deja en agitación a 145 °C durante 48 h. Se enfría 
la mezcla de reacción y se añade una disolución acuosa 6M de HCl (10 mL). Se extrae 
con DCM y se seca la fase orgánica con MgSO4, se filtra y se evapora el disolvente a 
presión reducida obteniéndose una pasta marrón (94 mg). Al crudo resultante se le 
añade una mezcla de ácido acético (0,5 mL), acetato de sodio (15 mg, 0,18 mmol) N-
metilanilina (0,38 mL, 1,20 mmol) y una disolución al 37% de formol en agua (0,38 mL). 
La suspensión resultante se deja reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente. Se 
añadió una mezcla 10:1 (5 mL) de una disolución preparada con salmuera y HCl 
concentrado y DCM (10 mL). Se separaron las fases y la fase acuosa se extrajo con DCM 
(3x10 mL). El conjunto de fases orgánicas se lavó con salmuera (10 mL), se secó con 
MgSO4, se filtró y se evaporó el disolvente en el rotavapor, obteniéndose un aceite 
amarillo que no contenía el producto deseado (89 mg). 
 
8.1.2.51 Intento de síntesis del ácido trans-(±)-1-benzoil-2-octil-5-oxopirrolidin-3-

carboxílico-4-d (D-37) 
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La lactama (±)-37 (20 mg, 0,06 mmol) se disuelve en THF anhidro (0,30 mL) bajo 
atmósfera de N2 y se enfría la disolución a –78 °C. Se añade lentamente la LiHDMS (1M 
en THF, 280 µL, 0,28 mmol) y se deja reaccionar durante 1h. 
Se añade D2O (1 mL) y se extrae con AcOEt (3x2 mL). Se lava con salmuera (5 mL) y se 
seca la fase orgánica con MgSO4, se filtra y se evapora el disolvente a presión reducida. 
Se obtienen un aceite amarillento (14 mg) que no se corresponde al producto esperado. 
 
8.1.2.52 Ácido (±)-3-(1,1-dihidroxinil)glutárico di-γ-lactona (38) 
 
En un matraz de fondo redondo de dos bocas provisto de refrigerante se calienta el 
anhídrido nonanoico (10,73 mL, 34,05 mmol) durante 8 h bajo atmósfera de N2. Se 
añade el ácido tricarbalílico (1,8 g, 10,22 mmol) en tres porciones a lo largo de 1 h. Se 
deja enfriar la mezcla a temperatura ambiente y se añade hexano (30 mL). La disolución 
resultante se enfría en un baño de hielo y el sólido precipitado se filtra y se lava con 
hexano a 0 °C obteniéndose el producto deseado en forma de sólido blanco (1,1 g, 42%).   
 

 

Pf = 201-202 °C 
Rf = 0,45 (Hexano/AcOEt 6:4). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 3,15 – 3,06 (m, 1H), 2,99 (dd, 
J = 18,4, 9,5 Hz, 2H), 2,54 (dd, J = 18,4, 4,4 Hz, 2H), 2,03 
– 1,93 (m, 2H), 1,59 – 1,19 (m, 12H), 0,88 (t, J = 6,9 Hz, 
3H). 
13C NMR (101 MHz, CD3OD) δ 175,5, 116,8, 38,5, 38,1, 
36,2, 33,0, 30,5, 30,5, 30,3, 23,9, 23,7, 14,4. 
IR 2853, 1789, 1225, 1474. 
HRMS (ESI+) calculada para C14H23O4 [M+H]+ = 255,1591 
obtenida = 255,1589. 

 
8.1.2.53 Ácido (±)-trans-tetrahidro-2-octil-5-oxo-3-furanacético (39) 
 
Se suspende la dilactona (±)-38 (1,070 g, 4,21 mmol) en una solución acusa de KOH 2M 
y se calienta la mezcla a 60 °C hasta la completa disolución del compuesto. Se añade el 
NaBH4 (191 mg, 5,05 mmol) en pequeñas porciones y se aumenta la temperatura a 85 °C, 
manteniendo la mezcla en agitación durante 5 h. Se deja enfriar la disolución a 
temperatura ambiente y se añade HCl concentrado hasta pH 1. Se extrae con DCM (2x10 
mL). El conjunto de las fases orgánicas se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgSO4, 
se filtra y se concentra a sequedad. El aceite que se obtiene se deja en agitación con 
hexano (5 mL) durante 10 minutos. Una vez evaporado el hexano, se resuspende el 
aceite en THF (10 mL) y H2O (2 mL) y se añade ácido trifluoroacético (0,1 mL, 1,30 mmol) 
y se mantiene a reflujo durante 2 h. Se evapora el THF a presión reducida, se añade agua 
(5 mL) y se extrae con DCM (3x5 mL). La combinación de las fases orgánicas se lava con 
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salmuera (10 mL), se seca con MgSO4, se filtra y se elimina el disolvente obteniéndose 
el producto en forma de sólido blanco (980 mg, 91%).  
 

 

Pf = 57-59 °C 
Rf = 0,22 (Hexano/AcOEt/AcOH 8:2:0,1). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 4,30 – 4,06 (m, 1H), 2,85 (dd, 
J = 17,7, 8,4 Hz, 1H), 2,69 – 2,42 (m, 3H), 2,32 (dd, J = 
17,7, 7,5 Hz, 1H), 1,87 – 1,12 (m, 14H), 1,14 – 0,67 (m, 
3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 176,7, 176,3, 85,1, 77,5, 
77,2, 76,8, 37,0, 37,0, 34,9, 34,5, 31,9, 29,5, 29,4, 29,3, 
25,5, 22,7, 14,2. 
IR 3072, 2923, 2858, 1773, 1715, 1399. 
HRMS (ESI+) calculada para C14H25O4 [M+H]+ = 257,1747 
obtenida = 257,1742. 

 
 
8.1.2.54 5,5-Dibromo-2,2-dimetil-1,3-dioxan-4,6-diona (44) 
 
Se disuelve el ácido de Meldrum (3,0 g, 20,81 mmol) en una disolución acuosa 2M de 
NaOH (20 mL). Se enfría la disolución a 0 °C y se añade el Br2 (8,0 g, 50,06 mmol) gota a 
gota. Se deja en agitación durante 20 minutos y el sólido obtenido se filtra y se lava con 
agua enfriada a 0 °C. Se obtiene así el producto en forma de sólido amarillento (4,4 g, 
70%). 
 

 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 1,88 (s, 6H).  
MS (ESI+) calculada para C6H7Br2O4 [M+H]+ = 302,9247 
obtenida = 302,91. 

 
8.1.2.55 (±)-2-Bromodecanal (43) 
 
Se disuelve el compuesto 44 en éter (3,894 g, 12,90 mmol) junto al decanal recién 
destilado (3,340 g, 21,38 mmol) y se añade una disolución acuosa 3,7 mM de H2SO4 en 
éter (0,10 mL). La mezcla resultante se deja en agitación a temperatura ambiente 
durante 5 horas. Se añade una disolución acuosa saturada en NaHCO3 y se separan las 
fases. La fase acuosa se extrae con AcOEt (3x5 mL) y el conjunto de las fases orgánicas 
se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgSO4, se filtra y se elimina el disolvente por 
destilación a presión reducida obteniéndose un aceite amarillento (4,480 g). 
El crudo se purifica por cromatografía de columna (gel de sílice, Hexano/AcOEt 95:5 
elución isocrática) obteniéndose el producto como un aceite transparente (2,800 g, 
56%). 
 

 

Rf = 0,38 (Hexano/AcOEt 95:5). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 9,43 (d, J = 3,1 Hz, 1H), 4,26 
– 4,17 (m, 1H), 2,11 – 1,98 (m, 1H), 1,96 – 1,85 (m, 1H), 
1,64 – 1,17 (m, 12H), 0,88 (d, J = 6,9 Hz, 3H). 
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13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 192,8, 55,5, 31,8, 31,7, 
29,2, 29,1, 28,9, 26,9, 22,6, 14,1.  
IR 2923, 2856, 1805, 1729, 1464, 1377, 1197, 722. 
HRMS (ESI+) calculada para C10H20BrO [M+H]+ = 
235,0619 obtenida = 235,0619. 

 
8.1.2.56 4-(2-Etoxi-2-oxoetil)-5-octil-2-oxotetrahidrofuran-3-carboxilato de etilo (42) 
 
Se prepara una disolución con el aldehído (±)-43 (4,263 g, 18,12 mmol), monoetil 
malonato de potasio (6,000 g, 35,25 mmol) y Bu4NBr (283 mg, 0,88 mmol) en una mezcla 
1:1 de THF y H2O (34 mL). La mezcla resultante se deja reaccionar a reflujo durante 24 
h. Se enfría la disolución y se separan las fases. La fase acuosa se extrae con éter etílico 
(3x10 mL). El conjunto de las fases orgánicas se lava con salmuera (3x10 mL), se seca con 
MgSO4, se filtra y se evapora el disolvente en el rotavapor, obteniéndose un aceite 
amarillento (5,341 g). 
El crudo se purifica por cromatografía de columna (gel de sílice, Hexano/AcOEt 85:15 
elución isocrática) obteniéndose el producto como un aceite transparente (3,318 g, 
51%). 
 

 

Rf = 0,13 (Hexano/AcOEt 85:15). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 4,33 – 4,08 (m, 5H), 3,52 (d, 
J = 11,0 Hz, 1H), 3,03 – 2,88 (m, 1H), 2,64 – 2,41 (m, 2H), 
1,80 – 1,19 (m, 20H), 0,92 – 0,82 (m, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 170,8, 170,4, 167,4, 84,0, 
83,4, 62,1, 61,0, 53,0, 41,4, 35,8, 34,0, 31,8, 29,3, 29,2, 
29,1, 25,6, 25,5, 22,6, 14,0. 
IR 2926, 2856, 1781, 1752, 1374, 1178, 1029 
HRMS (ESI+) calculada para C19H33O6 [M+H]+ = 357,2199 
obtenida = 357,2282. 

 
8.1.2.57 Ácido 4-(carboximetil)-5-octil-2-oxotetrahidrofuran-3-carboxílico (41) 
 
El diéster 42 (818 mg, 2,29 mmol) se disuelve en una mezcla de 1:1 de THF y una 
disolución acuosa 2M de NaOH (24 mL), y se deja en agitación durante 4 h. Se elimina el 
THF mediante destilación a presión reducida y la fase acuosa remanente se acidifica con 
HCl concentrado hasta pH 1. Se extrae con DCM (3x10 mL) y el conjunto de fases 
orgánicas se lava con salmuera (2x5 mL), se seca con MgSO4, se filtra y se elimina el 
disolvente en el rotavapor, obteniéndose un aceite transparente (464 mg, 67%). 
 

 

Rf = 0,05 (Hexano/AcOEt 8:2). 
1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 4,30 – 4,21 (m, 1H), 3,32 – 
3,27 (m, 1H), 2,95 – 2,85 (m, 1H), 2,67 – 2,49 (m, 2H), 
1,89 – 1,74 (m, 1H), 1,71 – 1,60 (m, 1H), 1,59 – 1,49 (m, 
1H), 1,46 – 1,23 (m, 11H), 0,90 (t, J = 8,8 Hz, 3H). 
IR 3200-3000, 2920, 2853, 1740, 1666, 1255, 1201, 
1162. 
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HRMS (ESI-) calculada para C15H23O6 [M-H]- = 299,1573 
obtenida = 299,1501. 

 
8.1.2.58 Intento de obtención de los ácidos (4S,5R)-4-(2-((R)-4-benzil-2-oxooxazolidin-3-

il)-2-oxoetil)-5-octyil-2-oxotetrahidrofuran-3-carboxílico y (4R,5S)-4-(2-((R)-4-
benzil-2-oxooxazolidin-3-il)-2-oxoetil)-5-octyil-2-oxotetrahidrofuran-3-
carboxílico (44a y 44b) 

 

 
 
El diácido 41 (50 mg, 0,17 mmol) se disuelve en DCM anhidro (5 mL) bajo atmósfera de 
nitrógeno. Se añade DMF anhidra (5 µL, 0,07 mmol) y cloruro de oxalilo (30 µL, 0,37 
mmol) ambos recién destilados. La disolución resultante se deja en agitación a 
temperatura ambiente durante 3 h y se elimina el disolvente a presión reducida. El crudo 
se usa directamente en la siguiente etapa. 
En paralelo, se prepara una disolución de la (S)-4-benciloxazolidin-2-ona (61 mg, 0,34 
mmol) en THF anhidro (3 mL) bajo atmósfera de nitrógeno y se enfría la mezcla a -78 °C. 
Se añade lentamente una disolución de n-BuLi en THF (175 µL, 0,52 mmol.) y se deja en 
agitación durante 40 minutos.  
Una vez transcurrido el tiempo, se canula sobre la disolución una mezcla preparada 
anteriormente con el cloruro de ácido intermedio disuelto en THF anhidro (3 mL) y se 
deja reaccionar durante 30 minutos a baja temperatura. Se añade una disolución acuosa 
saturada de NH4Cl (5 mL), se separan las fases y la fase acuosa se extrae con AcOEt (3x5 
mL). El conjunto de las fases orgánicas se lava con salmuera (10 mL), se seca sobre 
MgSO4, se filtra y se elimina el disolvente en el rotavapor, obteniéndose un aceite 
amarillo (115 mg).  
El crudo se separó por cromatografía de columna (gel de sílice, DCM/MeOH 97:3 elución 
isocrática) pero ninguna de las fracciones aisladas se corresponde con la mezcla de 
productos. 
 
8.1.2.59 Ácido trans-(2-(-4-(etoxicarbonil)-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-il)acético (45) 
 
Se disuelve el diéster 42 (120 mg, 0,34 mmol) en MeOH (6 mL) junto a H2O (0,5 mL) y 
K2CO3 (78 mg, 0,54 mmol) y se agita la disolución durante 2 h a 40 °C. Se añade una 
disolución 1M de HCl (10 mL) y se extrae con AcOEt (3x5 mL). La fase orgánica se lava 
con salmuera, se seca con MgSO4, se filtra y se evapora el disolvente en el rotavapor 
obteniéndose un aceite transparente (130 mg).  
El crudo se purifica por cromatografía de columna (gel de sílice, DCM/MeOH 9:1 elución 
isocrática) obteniéndose el producto como un aceite transparente (40 mg, 36%). 
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Rf = 0,05 (Hexano/AcOEt 8:2). 
1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 4,31 – 4,24 (m, 1H), 4,20 – 
4,09 (m, 2H), 3,66 – 3,64 (d, J = 2,9 Hz, 1H), 2,94 – 2,84 
(m, 1H), 2,70 – 2,51 (m, 2H), 1,86 – 1,75 (m, 2H), 1,67 – 
1,59 (m, 2H), 1,46 – 1,23 (m, 13H), 0,91 (t, J = 8,8 Hz, 3H). 
MS (ESI-) calculada para C17H27O6 [M-H]- = 327,1808 
obtenida = 327,21. 

 
 
8.1.2.60 Intento de síntesis del (4S,5R)-4-(2-((R)-4-benzil-2-oxooxazolidin-3-il)-2-oxoetil)-

5-octil-2-oxotetrahidrofuran-3-carboxilato y (4R,5S)-4-(2-((R)-4-benzil-2-
oxooxazolidin-3-il)-2-oxoetil)-5-octil-2-oxotetrahidrofuran-3-carboxilato de etilo 
(44c y 44d) 

 

 
 

El ácido 45 (22 mg, 0,07 mmol) se disuelve en DCM anhidro (3 mL) bajo atmósfera de 
nitrógeno. Se añade DMF anhidra (5 µL, 0,07 mmol) y cloruro de oxalilo (7 µL, 0,08 
mmol) ambos recién destilados. La disolución resultante se deja en agitación a 
temperatura ambiente durante 3 h y se elimina el disolvente a presión reducida. El crudo 
se usa directamente en la siguiente etapa. 
En paralelo, se prepara una disolución de la (S)-4-benciloxazolidin-2-ona (12 mg, 0,07 
mmol) en THF anhidro (2 mL) bajo atmósfera de nitrógeno y se enfría la mezcla a -78 °C. 
Se añade lentamente una disolución de n-BuLi en THF (95 µL, 0,10 mmol) y se deja en 
agitación durante 40 minutos.  
Una vez transcurrido el tiempo, se canula sobre la disolución una mezcla preparada 
anteriormente con el cloruro de ácido intermedio disuelto en THF anhidro (2 mL) y se 
deja reaccionar durante 30 minutos a baja temperatura. Se añade una disolución acuosa 
saturada de NH4Cl (5 mL), se separan las fases y la fase acuosa se extrae con AcOEt (3x5 
mL).  
El conjunto de las fases orgánicas se lava con salmuera (10 mL), se seca sobre MgSO4, se 
filtra y se elimina el disolvente en el rotavapor, obteniéndose un aceite amarillo (33mg).  
El crudo se separó por cromatografía de columna (gel de sílice, DCM/MeOH 99:1 elución 
isocrática) pero ninguna de las fracciones aisladas se corresponde con la mezcla de 
productos. 
 
8.1.2.61 Intento de obtención del (±)-(4S,5R)-5-octil-2-oxo-4-(2-oxo-2-((1-fenilprop-2-in-

1-il)oxi)etil)tetrahidrofuran-3-carboxilato y (±)-(4R,5S)-5-octil-2-oxo-4-(2-oxo-2-
((1-fenilprop-2-in-1-il)oxi)etil)tetrahidrofuran-3-carboxilato de etilo (46 y 47) 
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El ácido 45 (43 mg, 0,13 mmol) se disuelve bajo atmósfera de nitrógeno en un matraz 
de fondo redondo provisto de agitación en DCM anhidro (2 mL) junto a EDC·HCl (40 mg, 
0,21 mmol) y DMAP (1 mg, 0,01 mmol). Se añade el alcohol propargílico (9 µL, 0,15 
mmol) y se deja la mezcla en agitación a temperatura ambiente durante 16 h. 
Se diluye la mezcla de reacción con DCM (5 mL) y se lava con agua (10 mL) y salmuera 
(10 mL). Se seca la fase orgánica con MgSO4, se filtra y se evapora el disolvente a presión 
reducida obteniéndose un aceite naranja (250 mg). 
El crudo se separó por cromatografía de columna (gel de sílice, DCM/MeOH 95:5 elución 
isocrática) pero ninguna de las fracciones aisladas se corresponde con la mezcla de 
productos. 
 
8.1.2.62 Ácido (±)-2((2S,3R)-2-octil-5-oxo-4-((fenilselanil)metil)tetrahidrofuran-3-il) 

acético (40) 
 
Sobre una disolución de una mezcla 8:2 de (±)-UB207 y (±)-UB207b (99 mg, 0,37 mmol) 
en EtOH (0,6 mL) se añade una mezcla de NaBH4 (84 mg, 2,22 mmol.) y Ph2Se2 (348 mg, 
1,11 mmol) en EtOH (0,6 mL). La disolución resultante se deja reaccionar durante 3 horas 
a temperatura ambiente. Se añade una disolución acuosa 2M de HCl (2 mL) hasta pH 1 
y se evapora el etanol a presión reducida. La fase acuosa se extrae con DCM (3x5 mL), 
se lava con salmuera (10 mL), se seca con MgSO4 y se filtra. El disolvente se elimina en 
el rotavapor obteniéndose un aceite incoloro (140 mg).  
El crudo se purifica por cromatografía de columna (gel de sílice, hexano/AcOEt 97:3 
elución isocrática) obteniéndose el producto en forma de sólido blanco como una 
mezcla 8:2 de los productos (±)-40 y (±)-40b. (41 mg, 26%). 
 

 

Rf = 0,22 (DCM/MeOH 97:3). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 7,57 – 7,51 (m, 2H), 7,33 – 
7,26 (m, 3H), 4,14 (td, J = 8,4, 3,4 Hz, 1H), 3,43 (dd, J = 
13,0, 4,2 Hz, 1H), 3,11 (dd, J = 13,0, 7,3 Hz, 1H), 2,92 – 
2,82 (m, 1H), 2,65 – 2,45 (m, 2H), 2,40 – 2,31 (m, 1H), 
1,76 – 1,53 (m, 2H), 1,41 – 1,18 (m, 12H), 0,88 (t, J = 6,4 
Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 176,5 176,10, 133,00, 
129,34, 127,51, 126,9, 82,73, 46,29, 42,55, 34,34, 31,80, 
29,36, 29,30, 29,16, 27,19, 25,50, 22,62, 14,08. 
MS (ESI-) calculada para C21H29O4Se [M-H]- = 425,1231 
obtenida = 425,11. 
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8.1.2.63 Ácido (±)-((2S,3S)-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-il)-3-(fenilselanil)propanoico 
(40b) 

 
El producto se obtiene en la reacción de formación de protección del doble enlace de la 
mezcla de compuestos (±)-UB207 y (±)-UB207b 8:2 y se aísla por cromatografía de 
columna (gel de sílice, hexano/AcOEt 97:3 elución isocrática) obteniéndose el 
compuesto en forma de sólido blanco como una mezcla 8:2 de los productos (±)-40 y 
(±)-40b. (41 mg, 26%). Aunque se ha podido determinar la presencia del compuesto, la 
pequeña cantidad obtenida no ha permitido su caracterización óptima. 
 

 

Rf = 0,22 (DCM/MeOH 97:3). 
MS (ESI-) calculada para C21H29O4Se [M-H]- = 425,1231 
obtenida = 425,11. 

 
8.1.2.64 Ácido (±)-trans-2-(4-metilen-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-il)acético (UB207) 
 
8.1.2.64.1 A partir del compuesto (±)-39 
 
El ácido (±)-39 (310 mg, 1,21 mmol) se disuelve en una disolución 2M de carbonato de 
metil magnesio en DMF (24 mL) y se deja en agitación a 145 °C durante 48 h. Se enfría 
la mezcla de reacción y se añade una disolución acuosa 6M de HCl (10 mL). Se extrae 
con DCM y se seca la fase orgánica con MgSO4, se filtra y se evapora el disolvente a 
presión reducida obteniéndose una pasta marrón (364 mg). Al crudo resultante se le 
añade una mezcla de ácido acético (3 mL), acetato de sodio (90 mg, 1,11 mmol.) N-
metilanilina (0,8 mL, 7,38 mmol.) y una disolución al 37% de formol en agua (2,2 mL). La 
suspensión resultante se deja reaccionar durante 2 h a temperatura ambiente. Se 
añadió una mezcla 10:1 (10 mL) de una disolución preparada con salmuera y HCl 
concentrado y DCM (15 mL). Se separaron las fases y la fase acuosa se extrajo con DCM 
(3x10 mL). El conjunto de fases orgánicas se lavó con salmuera (10 mL), se secó con 
MgSO4, se filtró y se evaporó el disolvente en el rotavapor, obteniéndose el producto 
como mezcla de los compuestos (±)-UB207 y (±)-UB207b 8:2 de en forma de sólido 
amarillento (245 mg, 64%). 
 
8.1.2.64.2 A partir del compuesto 41 
 
Se disuelve el ácido 41 (66 mg, 0,22 mmol) junto a AcONa (69 mg, 0,84 mmol), ácido 
acético glacial (2,3 mL, 40,22 mmol), N-metilanilina (0,6 mL, 5,54 mmol) y una disolución 
al 37% de formol en agua (1,7 mL). La mezcla resultante se deja en agitación vigorosa 
durante 3,5 h. Se añade al crudo una disolución 10:1 de salmuera y HCl concentrado (10 
mL) y se separan las fases. La fase orgánica se lava con una disolución acuosa al 5% de 
LiCl (3x5 mL), una disolución acuosa 2M de HCl (2x5 mL) y agua (2x5 mL) antes de 
extraerse con una disolución acuosa saturada en NaHCO3 (3x10 mL).  
La fase acuosa se acidifica hasta pH 1 con HCl concentrado y se extrae con DCM (3x10 
mL). El conjunto de las fases orgánicas se lava con salmuera (2x10 mL), se seca con 
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MgSO4, se filtra y se elimina el disolvente a presión reducida obteniéndose el producto 
puro en forma de sólido amarillento (18 mg, 30%). 
 
8.1.2.64.3 A partir de la desprotección de los compuestos (±)-40 y (±)-40b 
 
Una mezcla de los compuestos (±)-40 y (±)-40b 8:2 se disuelve en THF anhidro (0,47 mL) 
bajo atmósfera de N2 y se añade una disolución acuosa al 30% de H2O2 (45 µL, 0,37 
mmol). Tras 3 h de agitación se añadió una disolución acuosa saturada de NaHCO3 y se 
lavó la fase acuosa con DCM (3x5 mL). Se acidificó la fase acuosa con HCl concentrado 
hasta pH 1 y se extrajo con DCM (3x5 mL). El conjunto de las fases orgánicas se lavó con 
salmuera (10 mL), se secó con MgSO4, se filtró y se evaporó el disolvente a presión 
reducida obteniéndose el producto en forma de sólido amarillento como una mezcla de 
los compuestos (±)-UB207 y (±)-UB207b 8:2 (30 mg, 80%).  
 

 

Rf = 0,23 (DCM/MeOH 96:4). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6,32 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 5.70 
(d, J = 2,6 Hz, 1H), 4,31 – 4,22 (m, 1H), 3,16 – 3,06 (m, 
1H), 2,76 – 2,58 (m, 2H), 1,77 – 1,58 (m, 2H), 1,56 – 1,18 
(m, 12H), 0,88 (t, J = 7,0 Hz, 3H). 
13C NMR (101 MHz, CDCl3) δ 176,0, 169,6, 137,9, 123,4, 
82,8, 40,4, 38,0, 35,7, 31,8, 29,4, 29,3, 29,2, 24,9, 22,6, 
14,2. 
IR 3300-3000, 2924, 2854, 1740, 1712, 1410, 1269, 
1154. 
HRMS (ESI-) calculada para C15H23O4 [M-H]- = 267,1675 
obtenida = 267,1598. 

 
8.1.2.65 Ácido (±)-trans-2-octil-5-oxotetrahidrofuran-3-il)acrílico (UB207b) 
 
8.1.2.65.1 A partir del compuesto (±)-39 
 
El compuesto se aísla como subproducto de la metilenación de la lactona (±)-39 en 
forma de aceite amarillo como mezcla de los compuestos (±)-UB207 y (±)-UB207b 8:2 
de en forma de sólido amarillento (245 mg, 64%). 
 
8.1.2.65.2 A partir de la desprotección de los compuestos (±)-40 y (±)-40b 
 
El compuesto se obtiene tras la desprotección de la mezcla 8:2 de los compuestos (±)-
40 y (±)-40b en forma de sólido amarillento como una mezcla de los productos (±)-
UB207 y (±)-UB207b 8:2 (30 mg, 80%). 

 

Rf = 0,23 (DCM/MeOH 96:4). 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 6,51 (s, 1H), 5,85 (s, 1H), 
4,44 – 4,39 (m, 1H), 3,16 – 3,06 (m, 1H), 2,65 – 2,58 (m, 
2H), 1,77 – 1,58 (m, 2H), 1,56 – 1,18 (m, 12H), 0,88 (t, J 
= 7,0 Hz, 3H). 
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HRMS (ESI-) calculada para C15H23O4 [M-H]- = 267,1675 
obtenida = 267,1598. 
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8.2 Materiales y métodos en biología 

 
8.2.1 Animales 
 
8.2.1.1 Determinación del peso corporal y la ingesta 
 
Para los experimentos descritos a continuación, se emplearon ratones C57BL/6JRj 
adquiridos en Janvier. El peso corporal se determinó mediante pesadas individuales en 
una balanza de precisión en el momento indicado en cada experimento. El cambio de 
peso se obtuvo como la diferencia entre dos pesadas consecutivas en un intervalo de 
tiempo determinado. 
 
Para calcular la ingesta de los roedores se pesó la cantidad de pellet inicial en una 
balanza de precisión y se realizaron pesadas consecutivas en los intervalos de tiempo 
que se indican en cada experimento.  
 
8.2.1.2 Canulación del tercer ventrículo 
 
La canulación consiste en alcanzar una región profunda del cerebro previamente 
definida por sus coordenadas en los 3 planos del espacio con una cánula que penetra en 
el cráneo por un orificio de trepanación.  
 
Los ratones se anestesiaron con una mezcla de ketamina (Richter pharma, Ketamidor 
100 mg/mL) y xilazina (Bayer, Rompun 20 mg/mL) en suero salino según el peso del 
ratón como se detalla a continuación: 
 

Compuesto Volumen (µL) 
Ketamina X 
Xilazina x/2 

Suero fisiológico (c.s.p) 100 
Donde x es el peso del ratón en gramos. 
 
Una vez anestesiados se practicó una incisión longitudinal en la cabeza utilizando un 
bisturí hasta dejar al descubierto el cráneo del animal. En el cráneo se localizó el punto 
bregma, que corresponde a la unión de los huesos frontales y occipitales, que se utilizó 
como referencia.Utilizando un atlas del cerebro de ratón adulto se establecieron las 
coordenadas, respecto a bregma para alcanzar el tercer ventrículo; 0,5 mm caudal y 1 
mm lateral. Una vez localizado se procedió a frotar el cráneo con un hisopo de algodón 
(para facilitar la unión de la cánula) y se procedió a realizar un pequeño orificio de 1 mm 
aproximadamente con una aguja de 19G.En ese orificio se introdujo una cánula de 
polietileno de 1,09 x 0,38 mm (Bilaney, #C315CT) a una profundidad de 2,5 mm 
conseguida mediante la colocación de un tope de cinta adhesiva alrededor de la cánula 
(Figura 81). Para la correcta fijación de esta, se usó gel de cianoacrilato (Henkel, 
#2640076) que asegura el cierre de la incisión y la inmovilización de la cánula sin afectar 
a la recuperación del animal.  
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Figura 81. Cánula de polietileno. Se puede observar el bisel que mide 2,5 mm en su 

extremo largo y 2,0 mm en el corto, y el tope hecho con cinta adhesiva.  

 
Al día siguiente de la intervención se realizó una inyección de 3 µL de una disolución 0,6 
mM de angiotensina II (Sigma, #4474-91-3) empleando una jeringuilla de 10 µL 
(Hamilton, #21322-U) y se comprobó la correcta colocación de la cánula analizando la 
aparición de polidipsia en los animales en los 5-10 minutos posteriores a la 
administración de la hormona.244 
 
8.2.1.3 Diseño experimental 
 
8.2.1.3.1 Estudio de los efectos de la administración ICV 
 
Para el estudio del efecto de la administración central del (+)-C75 y el (±)-UB207 los 
ratones de 8 semanas, se estabularon a su llegada con el ciclo de luz-oscuridad de 12 h 
invertido en jaulas de 4 animales y se dejaron aclimatar durante 4 semanas. Una vez 
aclimatados, a día -2 del experimento, se llevó a cabo la intervención de colocación de 
la cánula y se estabularon en jaulas individuales. A día -1 se comprobó su buena 
colocación mediante la administración de 3 µL de angiotensina II. En el caso de que los 
ratones bebieran una cantidad abundante de líquido en los 5-10 minutos posteriores a 
la inyección se consideró la cánula estaba bien insertada y en la posición correcta.  
 
El día de inicio del experimento, se pesaron tanto los ratones como la comida y media 
hora antes del inicio de la fase oscura (8:30) se llevó a cabo la administración ICV de los 
compuestos, a una concentración de 30 µM, disueltos en una mezcla de DMSO 10% y 
Kolliphor (20%) (Sigma, #C5135) en PBS 1X.Se monitorizó la ingesta de los roedores cada 
hora durante 4 horas y luego una última vez a las 24 h de la inyección. También se 
pesaron los ratones a las 24 y 36 h posteriores a la inyección.  Los animales fueron 
sacrificados a la finalización del experimento mediante el método de dislocación cervical.  
 
8.2.1.3.2 Estudio de los efectos de la administración IP 
 
Para el estudio de los efectos de la administración intraperitoneal del (+)-C75 y el (±)-
UB207 los animales, de 12 semanas, se estabularon a su llegada con un ciclo de luz-
oscuridad de 12 h en jaulas de 4 animales y se dejaron aclimatar durante 1 semana. 
 
El día del inicio del experimento, media hora antes del inicio de la fase oscura (19:30) se 
pesaron tanto los ratones como el pellet y se llevó a cabo la administración IP de los dos 
compuestos (15 mg/kg de ratón) disueltos en una mezcla de DMSO 10% y Kolliphor 20% 
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en PBS 1X. A las 12,5 h de la inyección (8:00) se pesaron los ratones y el resto del pellet 
y se repitió durante 3 días.  
 
Al finalizar el experimento los ratones se sacrificaron por dislocación cervical sin 
anestesia y los tejidos se extrajeron y se guardaron a –80 °C hasta su posterior análisis.  
 
8.2.2 Células 

 
Todas las líneas celulares se cultivaron a 37 °C en una atmósfera humidificada con un 
5% de CO2 en un medio completo. La línea OVCAR-3 se creció en medio completo DMEM 
(4,5 g/L de glucosa y glutamina) (Thermo Fisher Scientific, #41965) suplementado con 
un 10% de suero fetal bovino inactivado al calor (Thermo Fisher Scientific, #10500064) 
y 100 unidades/mL de penicilina y 100 mg/mL de estreptomicina (Thermo Fisher 
Scientific, #15140148).La línea HepG2 se creció en un medio completo DMEM (4,5 g/L 
de glucosa, glutamina y piruvato) (Thermo Fisher Scientific, #41966) suplementado con 
un 10% de suero fetal bovino inactivado al calor y 100 unidades/mL de penicilina y 100 
mg/mL de estreptomicina. 
 
8.2.2.1 Mantenimiento de las células 
 
Para crecer las células de un vial congelado, las células se pusieron en un baño a 37 °C 
para su rápida descongelación. El DMSO (Sigma, #D2438) presente en el medio de 
congelación se eliminó mediante la centrifugación a 1000 rpm durante 5 minutos en un 
tubo de 15 mL (Corning, #11765075) con 5 mL de medio de crecimiento según la línea 
celular. Después de la centrifugación se aspiró el medio, las células se suspendieron en 
2 mL de medio de crecimiento y se sembraron en placas de 55 cm2 (Corning, #430167). 
El medio de cultivo se cambió cada 2 o 3 días o al llegar al 90% de confluencia celular.  
La amplificación de las células se realizó aspirando el medio  y lavando las placas  con 
PBS 1X (Gibco, #10728775). El PBS 1X se aspiró, se añadieron 2 mL de tripsina-ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA) con rojo fenol (Gibco, #11590626) a la placa y se 
incubaron durante 2-3 minutos a 37 °C. A continuación, se añadieron 9 mL de medio de 
crecimiento y se centrifugaron las células en un tubo de 15 mL a 1000 rpm durante 5 
minutos. Se aspiró el medio y el pellet en 2 mL de medio de crecimiento. Se tomaron 10 
µL del volumen y se contaron las células con 10 µL de solución de azul de tripano en un 
portaobjetos Countess (Invitrogen, #C10312) de cámara de recuento celular The 
Countess™ Automated Cell counter (Invitrogen) para sembrarlas a la densidad deseada 
en las placas de cultivo.  
 
Para la congelación  de las células se preparó un medio  de cultivo de congelación que 
consiste en el medio de crecimiento correspondiente a la línea celular con un 10% (v/v) 
de DMSO. Las células se tripsinizaron, y tras la incubación se suspenden en 9 mL de 
medio de crecimiento en un tubo de 15 mL. Se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 
minutos y el pellet se resuspendió en 17 mL de medio de congelación. Se añadieron 
alícuotas de 1 mL a los crioviales (Corning, #10418571) y se guardaron en un Mr. Frosty 
(Nalgene, #479-3200) lleno con isopropanol (Acros, #12556817) que se guardó 
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inmediatamente a -80 °C durante 16 h. Al día siguiente las células se guardaron en un 
tanque de nitrógeno líquido.  
 
8.2.2.2 Ensayo de viabilidad celular MTT 
 
Para determinar la citotoxicidad de los compuestos estudiados se utilizó el método 
colorimétrico MTT. El MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazolio) es un compuesto amarillo que, al reducirse, da lugar a su forma abierta 
conocida como formazan, de color violeta intenso. La reducción de la molécula añadida 
en cultivos celulares depende de la actividad de las enzimas de tipo reductasas, así que 
solo las células metabólicamente viables son capaces de llevar a cabo la transformación, 
lo que permite emplear este método como una estimación de la cantidad de células 
vivas en el cultivo.  
 
El protocolo seguido se detalla a continuación: 
 

1. Contar las células y preparar una solución a densidad 2 x 104 – 8 x 104 células/mL 
de medio, dependiendo de la línea celular empleada.  

2.  Sembrar 100 µL de la solución las células en una placa de 96 pocillos (Corning, 
#3598) y dejar en el incubador a 37 °C durante toda la noche para una correcta 
adherencia.  

3. Aspirar el medio de los pocillos, lavar con PBS 1X y añadir 90 µL de medio de 
crecimiento y 10 µL del stock previamente preparado de los compuestos a 
analizar a diferentes concentraciones. Para el control se utiliza PBS 1X. Todos los 
pocillos contienen menos de un 1% de DMSO final. Las medidas se realizan por 
triplicado.  

4. Incubar las células a 37 °C durante 3 días. 
5. Aspirar el medio de los pocillos, lavar con PBS 1X y añadir 20 µL de una solución 

stock de MTT (Sigma, #M2128) preparada con PBS 1X y esterilizada por filtración 
con un filtro de 0,2 µm (Thermo Fisher Scientific, #15181499) a una 
concentración final de 0,83 mg/mL. 

6. Dejar incubando durante 3 h. 
7. Aspirar el medio con cuidado de no aspirar los cristales de formazan formados. 
8. Disolver con 100 µL de DMSO y asegurarse de que no quedan burbujas ni 

cristales sin disolver. 
9. Medir la absorbancia a 560 nm de los pocillos en un espectrofotómetro 

Multireader Varioskan Lux (Thermo Fisher Scientific, #VL001). 
 
Los resultados permiten calcular el valor de IC50 de los compuestos, que se define 
como la concentración a la que se produce un 50% de muerte celular. El cálculo se 
llevó a cabo utilizando el programa Prism 9 de GraphPad. 
 

8.2.2.3 Determinación de la actividad CPT1A en células por HPLC-MS 
 
Para determinar la actividad de CPT1A en cultivos celulares por el medio de HPLC-MS se 
siguió el siguiente protocolo:  
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1. El día anterior al experimento, sembrar las células en las placas de 96 pocillos a 
la densidad adecuada en medio de crecimiento. En el caso de las HepG2, se 
sembraron 100 µL a 20.0000 células/mL. Sembrar 3 pocillos extra para la 
determinación de proteína en las células. 

2. A la mañana siguiente, descartar el medio de cultivo de las células y lavar con 
100 µL de PBS 1X atemperado a 37 °C. 

3. Extraer y cuantificar la proteína, por el método de Bradford, de los 3 pocillos 
destinados a ello. 

4. Añadir 40 µL de mezcla de reacción y dejar en agitación a 37 °C durante 4 
minutos en un agitador Thermo-Shaker PTS-100HL (Biosan, #BS-010142-AAI). 

5. Detener la reacción con 100 µL de MeOH a -20 °C. 
6. Tapar la placa con Parafilm y dejar reposar a -20 °C por 1-2 horas. 
7. Centrifugar la placa durante 15 minutos a 4000 rpm durante 15 minutos. 
8. Coger 90 µL del sobrenadante y filtrarlo usando la placa filtrante Pall AcroPrep 

Advance 96-well (Thermo Fisher Scientific, #17184611). 
9. Coger 50 µL del sobrenadante y añadirlo a un vial de HPLC con micro-insert (Tisch 

Scientific, #CV1891). 
10. Añadir 5 µL de la solución de patrón interno de palmitoil-carnitina de 5 µg/mL y 

homogeneizar asegurando que no queden burbujas. 
11. Realizar las inyecciones de las muestras en el HPLC-MS empleando la columna 

Kinetex C8 de 2,6 µm (Phenomenex, #00B-4497-E0) con la precolumna 
SecurityGuard ULTRA (Phenomenex, #AJ0-8770) y el filtro SecurityGuard ULTRA 
Holder (Phenomenex, #AJ0-9000). Las condiciones de elución son las siguientes: 

 
Tiempo (minutos) Disolvente A (%) Disolvente B (%) 

0,00 60,0 40,0 
0,50 60,0 40,0 
7,00 0,0 100,0 
9,00 0,0 100,0 
10,0 60,0 40,0 
12,0 60,0 40,0 

Donde el disolvente A es H2O Milli-Q con un 0,1% de ácido fórmico (Sigma, 
#5438040100) y el disolvente B es acetonitrilo (Sigma, #34851) con un 0,1% de ácido 
fórmico. 

 
12. Calcular la actividad teniendo en cuenta la siguiente fórmula: 
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Donde:  
 
A409/A400 = Relación entre áreas de la integración de los picos correspondientes a las 
masas de la palmitoil-carnitina-d9 y palmitoil-carnitina respectivamente 
CPC = Concentración del patrón interno en el vial de HPLC 
Vf = Volumen final en el vial de HPLC 
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Vi = Volumen de muestra antes de añadir el patrón interno 
MWD9 = Masa molecular de la palmitoil-carnitina-d9 
t = Tiempo de reacción en minutos 
mgproteína = Masa de proteína en mg 
 
 

• Mezcla de reacción: 
- HEPES 11 mM a pH 7,2 
- Sucrosa 70 mM 
- NaCl 100 mM 
- KCl 3,6 mM 
- MgSO4 0,8 mM 
- KH2PO4 0,56 mM 
- CaCl2 3 mM 
- ATP 4 mM 
- Glutatión reducido 250 µM 
- Palmitoil-CoA 50 µM 
- BSA deslipidizado 0,1% 
- L-carnitina-d9 400 µM 
- Digitonina 46,5 µM 

 
8.2.2.4 Estudio de la inhibición de CPT1A en células por HPLC-MS 
 
El protocolo que se detalla a continuación fue utilizado para el estudio de la capacidad 
de inhibición de diferentes compuestos en las células HepG2 permeabilizadas sin 
necesidad de extraer las mitocondrias: 
 

1. El día anterior al experimento, sembrar las células en las placas de 96 pocillos a 
la densidad adecuada en medio de crecimiento. En el caso de las HepG2, se 
sembraron 100 µL a 20.0000 células/mL. Sembrar 3 pocillos extra para la 
determinación de proteína en las células. 

2. A la mañana siguiente, descartar el medio de cultivo de las células y lavar con 
100 µL de PBS 1X atemperado a 37 °C. 

3. Añadir el volumen necesario de una disolución stock de los inhibidores y ajustar 
el volumen a 100 µL con medio de crecimiento.  

4. Incubar las células durante 1 h.  
5. Descartar el medio y lavar los pocillos con PBS 1X atemperado a 37 °C.  
6. Continuar a partir de aquí desde el punto 3 de la determinación de la actividad 

de CPT1A en células por HPLC-MS. 
 
8.2.3 Levaduras y vectores plasmídicos 
 
Para la expresión de la proteína recombinante CPT1Awt se utilizó la cepa YPH499 de 
Saccharomyces cerevisiae (Invitrogen, #K500053). El genotipo/fenotipo de la cepa es el 
siguiente: MAT a ura3-52 leu2-DI ade2-101 lys2-801 his3-D200 trp1-D63. El vector 
empleado para la expresión proteica fue el pYES2 (Invitrogen, #V825-20) que se trata un 
plásmido episomal de alto número de copias. En levaduras el marcador de selección del 
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plásmido es el gen URA3 que codifica el enzima orotidina-5’-fosfatodecarboxilasa y 
permite una selección por auxotrofia, consiguiendo que solo las células que hayan 
incorporado el plásmido puedan crecer en un medio sin uracilo. La expresión del gen 
está bajo el control del promotor GAL1, inducible por galactosa que se encuentra 
reprimido cuando la fuente de carbono es glucosa.  
 
8.2.3.1 Crecimiento 
 
La cepa YPH499 se creció en medio completo YPD esterilizado que se compone de 1% 
de extracto de levadura, 2% de peptona y 2% de glucosa (pH ajustado a 6,6 antes de 
autoclavar). En el caso del medio sólido, se añade además un 2% de agar (pH ajustado a 
7,2 antes de autoclavar). Los medios de cultivo se almacenan a 4 °C. 
 
El crecimiento en medio líquido se realizó a 30 °C en agitación continua. La densidad del 
cultivo se determinó por espectrofotometría utilizando la siguiente regla: 0,1 DO660 ≈ 3 
x 106 células/mL, donde DO660 es la densidad óptica del cultivo a 660 nm. 
 
8.2.3.2 Transformación 
 
El plásmido de expresión pYES-CPT1Awt se transformó en la cepa S. cerevisiae mediante 
la modificación del método descrito por Schiestl et al. que se basa en el uso de acetato 
de litio como disruptor parcial de la pared celular. En esta metodología la captación de 
DNA transformante por las células viables se produce tras la adición de polietilenglicol 
(PEG) y un choque térmico. El procedimiento se describe con detalle a continuación: 
 

1. Inocular 15 µL del cultivo líquido de la cepa de interés en 15 mL de medio YPD 
líquido. Se dejan crecer a 30 °C con agitación durante aproximadamente 16 h, 
hasta que la DO660 se encuentre entre un valor de 2 y 9. 

2. Inocular 5 mL del preinóculo en 50 mL de medio YPD líquido y se deja crecer 
durante 3 h a 30 °C en agitación hasta obtener una DO660 de 0,2 – 0,3.  
Para el cálculo de x se puede aplicar la fórmula: Vinicial x DOinicial = Vfinal x DOfinal. 

3. Centrifugar las células a 100 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente.  
4. Lavar las células con 30 mL de H2O Milli-Q, resuspendiendo las células por 

inversión. Centrifugar a 100 x g durante 5 minutos.  
5. Resuspender las células en 200 µL de solución tamponada de acetato de litio (TE 

1X/AcOLi 1X).  
6. Transformar en tubos “eppendorf” con 1 µL de TE 1X/AcOLi 1X, 100 ng de DNA 

plasmídico y 100 µL de levaduras. Mezclar sin vortex.  
7. Añadir 600 µL de solución de PEG (TE 1X/AcOLi 1X/PEG 4000 40%). Mezclar sin 

vortex y dejar incubando durante 30 minutos a 30 °C.  
8. Añadir 70 µL de DMSO, previamente esterilizado por filtración, y mezclar por 

inversión. 
9. Someter el cultivo a un choque térmico mediante la incubación a 42 °C durante 

15 minutos y seguidamente enfriar en hielo durante 1-3 minutos.  
10. Centrifugar las células unos segundos a velocidad máxima y descartar el 

sobrenadante. Se resuspenden las células en 100 µL de TE 1X. 
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11. Sembrar los 100 µL en una placa selectiva para el marcador plasmídico en medio 
CMura- e incubar a 30 °C hasta la aparición de colonias.  

 
Todo el proceso se llevó bajo condiciones de esterilidad y los diferentes reactivos fueron 
preparados de manera extemporánea. Las soluciones stock a partir de las que se 
prepararon son las que se detallan a continuación:  
 
 

• Tampón TE 10X esterilizado por filtración: 
- Tris-HCl 100 mM a pH 7,5. 
- EDTA 10 mM a pH 8. 

 
• Acetato de litio 10X esterilizado por filtración: 

- Acetato de litio 1M (Sigma, #L6883) en H2O Milli-Q a pH 7,5.  
 

• PEG 4000 al 50% (p/v), esterilizado por filtración. 
 

• DNA transportador (100 mg/mL): 
- DNA (sal sódica de esperma de salmón) (Sigma, #D1626). 
- TE 1X a pH 8,0.  

 
• Plásmido (100 ng):  

- Si es necesario concentrar o diluir con H2O Milli-Q esterilizada. 
 

• CMura-:  
Para el medio líquido:  
- 0,5% de (NH4)2SO4. 
- 0,17% de YNB (yeast nitrogen base). 
- 0,077% de yeast synthetic drop-out sin uracilo (CSM-Ura). 
- 2% de glucosa o ácido láctico. 
Se ajusta el pH a 5,0 antes de autoclavar. 

 
Para el medio sólido:  
- Añadir 2% de agar al medio líquido. 
Se ajusta el pH a 6,0 antes de autoclavar. 
 

 
8.2.3.3 Selección de los transformantes 
 
Los transformantes se pueden seleccionar mediante el crecimiento en placas con medio 
sin uracilo (CMura-) donde únicamente pueden crecer las levaduras que han 
incorporado el plásmido. Tras la transformación de las levaduras, se inocula una colonia 
en 30 mL de emdio CMura- líquido suplementado con un 2% de glucosa. El cultivo se 
mantiene en agitación a 30 °C hasta obtener una DO660 ≤ 1.  
 
Una vez alcanzado este punto, como la enzima CPT1A se localiza en mitocondrias, las 
levaduras transformadas se crecen en un medio con un de ácido láctico como fuente de 
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carbono para favorecer la biosíntesis de las mismas. Para ello se inocula la cantidad 
adecuada del cultivo de glucosa en medio CMura- líquido con un 2% de ácido láctico 
para obtener un DO660 de 0,1. Se dejan las levaduras en agitación a 30 °C hasta llegar a 
un DO660 de 1 aproximadamente.  
 
En este punto se induce la expresión de proteína añadiendo un 2% de galactosa al medio 
líquido, dejando las levaduras en agitación a 30 °C durante 20 h.  
 
Estudio de actividad CPT1 
 
8.2.3.3.1 Método radiométrico 
 
Para la determinación radiométrica de la actividad de CPT1 se llevó a cabo la reacción 
enzimática según se detalla en el siguiente protocolo: 
 

1. Preparar la mezcla de reacción en un tubo de 15 mL y mantenerla en hielo. El 
GSH se debe preparar de manera extemporánea inmediatamente antes de 
utilizarlo. 

2. Preparar la mezcla de proteína correspondiente a la fracción mitocondrial de los 
extractos. La muestra se prepara por duplicado en un tubo eppendorf de 1,5 mL 
como se describe a continuación:  
 

Mezcla de proteína 
Proteína 10-15 µg 

Tampón de reacción CPT1 4X 10 µL 
H2O Milli-Q (c.s.p.) 40 µL 

 
3. Añadir a cada tubo de reacción con la proteína 160 µL de la mezcla de reacción. 

Mezclar con vortex e incubar durante 4 minutos a 30 °C.  
4. Parar la reacción con 200 µL de HCl 1,2 M. 
5. Extraer la 3H-palmitoil-carnitina con 600 µL de n-butanol saturado con agua. 

Mezclar con vortex y centrifugar a 16000 x g durante 2 minutos. 
6. Separar 400 µL de la fase butanólica con 200 µL de H2O Milli-Q. Mezclar con 

vortex las muestras y centrifugar a 16000 x g durante 2 minutos. 
7. Traspasar 250 µL de la fase superior a un vial de plástico con 5 mL de líquido de 

centelleo Ultima Gold MV (PerkinElmer, #6013159). El contador empleado es el 
liquid scintillation analyzer (Packard, TRI-CARB 2100TR) del servicio de 
radioisótopos de la Facultat de Farmàcia de la Universitat de Barcelona. 

 
Para el cálculo de la actividad enzimática (A.E.) de la CPT1 se aplicó la fórmula: 
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Donde:  
 
C.p.m: cuentas por minuto 
R.E: radioactividad específica de la carnitina (3000 c.p.m/nmol aproximadamente) 
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t: tiempo de reacción del ensayo en minutos 
 
Las disoluciones y reactivos necesarios se preparan de manera extemporánea y se 
pueden almacenar entre -80 y 4 °C. Su preparación y composición se detalla a 
continuación: 
 

• L-3H-carnitina 16 mM (30 µCi) 
- 6,6 mg de L-carnitina. 
- 1964,6 µL de una mezcla de etanol 95%:H2O destilada (1:1). 
- 125 µL de L-3H-carnitina hidrocloruro (de 80 Ci/mmol). 
Almacenada a -80 °C. 
 

• Tampón CPT1 4X 
- Tris-HCl 420 mM a pH 7,2 
- KCl 60 mM 
- MgCl2 16 mM 
Almacenada a 4 °C. 

 
• Mezcla de reacción: 

- Tris-HCl 105 mM a pH 7,2 
- KCl 15 mM 
- MgCl2 4 mM 
- ATP 4 mM 
- Glutatión reducido (GSH) 250 µM 
- Palmitoil-CoA 50 µM 
- BSA deslipidizado 0,1% 
- L-3H-carnitina (30 µCi) 400 µM 
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8.2.3.3.2 Ensayo radiométrico con inhibidores 
 
En el caso del estudio de actividad en presencia de inhibidores, estos se añaden a la 
mezcla de proteína con tampón de CPT1 4X según se indica a continuación: 
 

Mezcla de proteína 
Proteína 10-15 µg 

Tampón de reacción CPT1 4X 10 µL 
Inhibidor x µL 

H2O Milli-Q (c.s.p.) 40 µL 
Donde x es el volumen necesario del inhibidor para conseguir la concentración deseada. 
 
El volumen que se añade dependerá de la concentración deseada. En el caso de 
inhibición con malonil-CoA se añaden un volumen tal que la concentración final en el 
medio de reacción sea de 100 µM.La mezcla se preincuba durante 1 minuto a 30 °C antes 
de continuar con el paso 3 del protocolo del estudio de la actividad.  
 
8.2.3.3.3 Método HPLC-MS 
 
Para la determinación por HPLC-MS de la actividad de CPT1 se llevó a cabo la reacción 
enzimática según se detalla en el siguiente protocolo: 
 

13. Preparar la mezcla de reacción en un “eppendorf” de 5 mL (Eppendorf, 
#0030119401) y mantenerla en hielo. 

14. Preparar la mezcla de proteína correspondiente a la fracción mitocondrial de los 
extractos, ya sean de levaduras o de tejidos de ratón, como se describe a 
continuación: 

 
Mezcla de proteína 

Proteína 10 µg 
Tampón de reacción CPT1 4X 2,5 µL 

H2O Milli-Q (c.s.p.) 10 µL 
 

15. Añadir los 10 µL de la mezcla de proteína a cada pocillo. 
16. Añadir 40 µL de mezcla de la mezcla de reacción a cada pocillo previamente 

atemperada a 37 °C y dejar en agitación a 30 °C durante 4 minutos en un agitador 
Thermo-Shaker PTS-100HL (Biosan, #BS-010142-AAI). 

17. Detener la reacción con 150 µL de MeOH a -20 °C. 
18. Cubrir la placa con Parafilm y dejar reposar durante 1-2 h a -20 °C.  
19. Centrifugar la placa durante 15 minutos a 4000 rpm durante 15 minutos. 
20. Coger 120 µL del sobrenadante y filtrarlo usando la placa filtrante Pall AcroPrep 

Advance 96-well (Thermo Fisher Scientific, #17184611). 
21. Coger 60 µL del sobrenadante y añadirlo a un vial de HPLC con micro-insert (Tisch 

Scientific, #CV1891). 
22. Añadir 5 µL de la solución de patrón interno de palmitoil-carnitina de 5 µg/mL y 

homogeneizar asegurando que no queden burbujas. 
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23. Realizar las inyecciones de las muestras en el HPLC-MS empleando la columna 
Kinetex C8 de 2,6 µm (Phenomenex, #00B-4497-E0) con la precolumna 
SecurityGuard ULTRA (Phenomenex, #AJ0-8770) y el filtro SecurityGuard ULTRA 
Holder (Phenomenex, #AJ0-9000). Las condiciones de elución son las siguientes: 

 
Tiempo (minutos) Disolvente A (%) Disolvente B (%) 

0,00 60,0 40,0 
0,50 60,0 40,0 
7,00 0,0 100,0 
9,00 0,0 100,0 
10,0 60,0 40,0 
12,0 60,0 40,0 

 
Donde el disolvente A es H2O Milli-Q con un 0,1% de ácido fórmico (Sigma, 
#5438040100) y el disolvente B es acetonitrilo (Sigma, #34851) con un 0,1% de ácido 
fórmico. 

 
24. Calcular la actividad teniendo en cuenta la siguiente fórmula: 
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Donde:  
 
A409/A400 = Relación entre áreas de la integración de los picos correspondientes a las 
masas de la palmitoil-carnitina-d9 y palmitoil-carnitina respectivamente 
CPC = Concentración del patrón interno en el vial de HPLC 
Vf = Volumen final en el vial de HPLC 
Vi = Volumen de muestra antes de añadir el patrón interno 
MWD9 = Masa molecular de la palmitoil-carnitina-d9 
t = Tiempo de reacción en minutos 
mgproteína = Masa de proteína en mg 
 

• Mezcla de reacción: 
- Tris-HCl 105 mM a pH 7,2 
- KCl 15 mM 
- MgCl2 4 mM 
- ATP 4 mM 
- Glutatión reducido 250 µM 
- Palmitoil-CoA 50 µM 
- BSA deslipidizado 0,1% 
- L-carnitina-d9 400 µM 
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8.2.3.3.4 Ensayo HPLC-MS con inhibidores 
 
En el caso del estudio de actividad en presencia de inhibidores, estos se añaden a la 
mezcla de proteína con tampón de CPT1 4X según se indica a continuación: 
 

Mezcla de proteína 
Proteína 10 µg 

Tampón de reacción CPT1 4X 2,5 µL 
Inhibidor x µL 

H2O Milli-Q (c.s.p.) 10 µL 
 
Donde x es el volumen necesario del inhibidor para conseguir la concentración deseada. 
El volumen que se añade dependerá de la concentración deseada. En el caso de 
inhibición con malonil-CoA se añaden un volumen tal que la concentración final en el 
medio de reacción sea de 100 µM. 
La mezcla se preincuba durante 1 minuto a 30 °C antes de continuar con el paso 4 del 
protocolo del estudio de la actividad por el método de HPLC-MS. 
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8.3 Materiales y métodos en biología molecular 

 

El análisis de los tejidos y extractos celulares se llevó a cabo empleando técnicas de 
biología molecular. Estas técnicas ayudan a entender los procesos biológicos que están 
ocurriendo en organismos vimos. En esta sección se explicarán las diferentes técnicas 
empleadas durante la presente Tesis. 
 
8.3.1 Métodos con proteínas  
 
8.3.1.1 Extracción de proteína de levaduras 
 
Para el aislamiento de la proteína CPT1A sobreexpresada en las levaduras 
recombinantes se llevó a cabo la rotura mecánica de las células mediante el vorteado 
de las mismas con bolas de vidrio (Sigma, #G8772). El protocolo se detalla a 
continuación: 
 

1. Centrifugar las levaduras inducidas a 4000 x g durante 5 minutos a 4 °C. 
2. Hacer dos lavados con H2O destilada fría centrifugando después de cada 

lavado.  
3. Descartar el sobrenadante y resuspender las levaduras en 700 µL de tampón 

con inhibidores de proteasas (Roche, #11697498001) por cada 250 mL de 
cultivo. 

4. Añadir a cada tubo el mismo volumen de bolas de vidrio (RPI, # 9831) 
previamente enfriadas a 4 °C.	

5. Romper las levaduras mediante agitación en vortex durante 5-10 minutos, 
intercalando 30 segundos de vortex con 30 segundos de enfriamiento en 
hielo para evitar el calentamiento del medio.  

6. Centrifugar los tubos a 4000 x g durante 15 minutos a 4 °C para separar las 
bolas de vidrio y los restos de las paredes celulares. 

7. Centrifugar el sobrenadante a 17000 x g durante 30 minutos a 4 °C para 
obtener la fracción mitocondrial. 

8. Resuspender las mitocondrias con tampón con inhibidores de proteasas a la 
concentración deseada. Almacenar las alícuotas a -20 °C.  

 
• Tampón de extracción con inhibidores de proteasas:  

- Hepes 10 mM a pH 7,8. 
- EDTA 1 mM. 
- Glicerol al 10% en H2O destilada. 
- Inhibidores de proteasas, 1 pastilla por cada 50 mL. 

 
8.3.1.2 Extracción de la proteína celular 
 
El protocolo detallado en este apartado se corresponde a la obtención de extractos 
proteicos de una placa de cultivo celular de 96 pocillos: 
 

1. Lavar las células con PBS 1x. 
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2. Añadir 100 µL de tampón de homogenización al pocillo. 
3. Levantar las células con ayuda de una espátula. 
4. Recoger el volumen en un tubo y centrifugar a 4 °C durante 10 minutos a 13200 

rpm. 
5. Guardar a 4 °C si su uso es inmediato o a -20 °C si se van a usar en otro momento. 

 
• Tampón de extracción con inhibidores de proteasas:  

- Hepes 10 mM a pH 7,8. 
- EDTA 1 mM. 
- Glicerol al 10% en H2O destilada. 
- Inhibidores de proteasas, 1 pastilla por cada 50 mL. 

 
8.3.1.3 Extracción de la proteína de tejidos 
 
El protocolo que se detalla a continuación se refiere a la extracción de la fracción 
proteica de tejidos de ratones C57BL/6JRj extraídos en fresco. 
 

1. Extraer el tejido y pesar aproximadamente 100 mg del mismo. 
2. Cortar el tejido en trozos más pequeños. 
3. Introducirlo en 1 mL de tampón de extracción de proteínas y mantener en hielo. 
4. Homogeneizar utilizando el una trituradora de teflón Potter-Elvehjem (KIMBLE, 

#SCERSP886000-0020) en ciclos de 30 segundos de triturar y 30 segundos de 
enfriar. 

5. Traspasar el lisado a un tubo y centrifugar durante 15 minutos a 2500 rpm a 4 °C. 
6. Transferir el sobrenadante a otro tubo y centrifugar a 11600 rpm durante 20 

minutos a 4 °C.  
7. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en el volumen deseado de 

tampón de extracción. 
8. Usar inmediatamente o almacenar los extractos a -20 °C.  

 
• Tampón de extracción con inhibidores de proteasas:  

- Hepes 10 mM a pH 7,8. 
- EDTA 1 mM. 
- Glicerol al 10% en H2O destilada. 
- Inhibidores de proteasas, 1 pastilla por cada 50 mL. 

 
8.3.1.4 Cuantificación de la proteína 
 
Para la determinación de la cantidad de proteína se siguió el método desarrollado por 
Bradford que se basa en los cambios de absorción a 595 nm del azul Coomassie brillante 
G-250 en respuesta a las diferentes concentraciones de proteína.245 Para ello se siguió 
el siguiente protocolo: 
 

1. Preparar la dilución del reactivo de Bradford (Bio-Rad, #5000006) en una 
proporción 1:5 con agua.  

2. Filtrar la disolución resultante con un filtro de 0,2 µm (Thermo Fisher Scientific, 
#15181499). 
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3. Preparar patrones de proteína con BSA utilizando una disolución stock de 1 
mg/mL de BSA según se describe: 

 
Cantidad de proteína (µg) Volumen de stock (µL) Volumen de Bradford (µL) 

Blanco 0 1000 
2 2 998 
5 5 995 

10 10 990 
15 15 985 
20 20 980 

Muestra 2-10 1000 (c.s.p) 
 

4. Medir la absorbancia los patrones y la muestra a 595 en un espectrofotómetro. 
5. Obtener la recta de calibrado con los patrones y la regresión lineal. Interpolar el 

valor de absorbancia de las muestras en la ecuación y calcular la cantidad de 
proteína en la muestra.  

 
8.3.2 Métodos con RNA 

 
8.3.2.1 Extracción del RNA de tejidos 
 
Se introducen 30-70 mg de tejido en un tubo de 2 mL (Fiser Scientific, #11393613) junto 
a 1 mL de Trizol (Invitrogen, #15596-018). El tejido se lisa con perlas de acero inoxidable 
de 3,2 mm (Qiagen, #69997) en el Tissuelyser LT (Qiagen, #85600) a una frecuencia de 
50 Hz durante 3-5 minutos dependiendo del tejido. Para el aislamiento del RNA se siguió 
el protocolo descrito por Invitrogen.  
De manera resumida: 
 

1. Incubar el lisado durante 5 minutos a 4 °C para permitir la completa disociación 
del complejo de nucleoproteínas.  

2. Añadir 200 µL de cloroformo (Sigma, #34854) por cada 1 mL de Trizol empleado 
y mezclar por agitación vigorosa. 

3. Incubar durante 2-3 minutos a 4 °C.  
4. Centrifugar la muestra durante 15 minutos a 12000 x g a 4 °C y transferir la fase 

acuosa superior a un nuevo tubo evitando arrastrar las proteínas de la interfase.  
5. Añadir 500 µL de isopropanol (Thermo Fisher Scientific, #447080010) a la fase 

acuosa por cada 1 mL de Trizol. 
6. Incubar durante 10 minutos a 4 °C.  
7. Centrifugar la muestra durante 10 minutos a 12000 x g a 4 °C.  
8. Descartar el sobrenadante. 
9. Resuspender el pellet en 1 mL de etanol (Thermo Fisher Scientific, #124790010) 

al 75% por cada 1 mL de Trizol.  
10. Mezclar con el vortex la muestra durante 5 minutos a 7500 x g a 4 °C.  
11. Descartar el sobrenadante y repetir el levado con etanol 75%. 
12. Dejar secar el pellet de RNA a temperatura ambiente. 
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13. Resuspender el pellet en 20-50 µL de agua tratada con dietilpirocarbonato 
(DEPC) (Ambion, #9906) y cuantificar el RNA en el espectrofotómetro (Nanodrop 
Thermo NanoDrop 1000). 

 
8.3.2.2 Síntesis de cDNA 
 
El mRNA purificado se retrostrancribe a cDNA usando la transcriptasa reversa del virus 
murino Moloney de leucemia (M-MLV) (Invitrogen, #10338842) siguiendo las 
instrucciones de la casa comercial.  
De manera resumida: 

1.  Incubar 500 ng de mRNA en un tubo junto a 1 µL de dNTPs mix (10 mM cada 
uno) (Invitrogen, #16498753), 0,5 µL de hexámeros aleatorios 50 µM (Applied 
Biosystems, #10609275) y 0,5 µL de oligo d(T)16 50 µM y se incuba durante 5 
minutos a 65 °C. 

2. Añadir 4 µL de tampón de primera cadena 5X (Invitrogen, #10338841), 2 µL de 
ditiotreitol 100 mM (DTT) (Invitrigen, #103338843) y 1 µL del inhibidor de la 
ribonucleasa recobinante RNAseOUT 40U/µL (Invitrogen, #10338843). Se incuba 
durante 2 minutos a 37 °C. 

3. Se añade 1 µL de transcriptasa reversa M-MLV 200U/µL y se mezcla por pipeteo. 
La mezcla resultante se incuba en un termociclador siguiente el siguiente 
protocolo:  

 
Temperatura (°C) Tiempo (minutos) 

25 10 
37 50 
70 15 

 
4. El cDNA resultante se diluye con agua tratada con DEPC hasta una concentración 

final de 5 ng/µL. 
 

Se incluyen 2 controles negativos en el procedimiento:  
RT1: Una mezcla de todas las muestras de mRNA sin la enzima M-MLV. 
RT2: Una muestra con agua en lugar de mRNA que incluya la enzima M-MLV. 
 
8.3.3 PCR cuantitativa a tiempo real  
 
La PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR) se trata de una técnica de biología molecular 
que amplifica fragmentos específicos de DNA mediante la utilización de moléculas como 
el SYBR Green I permitiendo la cuantificación de los niveles de DNA de un gen en un 
tejido. El SYBR Green I es un colorante que se asocia a la molécula de DNA por su 
interacción con la hendidura menor de la cadena provocando la emisión de 
fluorescencia por parte de la molécula. Durante la amplificación del material genético 
de la PCR, la cantidad de DNA amplificado aumenta exponencialmente y, por lo tanto, 
aumenta la cantidad de SYBR Green I que se asocia a la doble hebra, causando por ende 
un aumento de la fluorescencia en el medio de reacción que se puede medir en cada 
ciclo de la PCR y se puede utilizar para cuantificar la cantidad de DNA amplificado.  
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Para cuantificar los niveles de expresión del gen elegido mediante la PCR, se necesita 
diseñar un cebador específico para la región del cDNA que se quiera amplificar. Tras los 
sucesivos ciclos de PCR, se aumenta la cantidad de material genético bicatenario y por 
tanto la cantidad de fluorescencia derivada de la unión entre este y el SYBR Green I, lo 
que permite la cuantificación del cDNA presente y, por comparación, obtener valores de 
expresión génica relativos respecto a un grupo de control. 
El proceso se encuentra ilustrado esquemáticamente en la Figura 82: 
 

 
Figura 82. Proceso de cuantificación del cDNA por qRT-PCR a partir de mRNA extraído 

de tejidos. 

 
La qRT-PCR se llevó a cabo con el instrumento LightCycler 480 II (Roche, #05015243001) 
siguiendo las instrucciones del fabricante.  
De manera resumida: 
 

1. 2,5-5 ng/µL de cDNA se mezclan con 5 µL de SYBR Green PCR Master Mix Reagent 
Kit 5X (Roche, #4887352001), 0,5 µL de mezcla de cebadores (forward y reverse, 
10 µM cada uno) y 2 µL de agua tratada con DEPC. Se incluye un control negativo 
sin cDNA. 

2. Se lleva a cabo la reacción en una placa de 384 pocillos (Roche, #04729749001) 
que se incuba durante 5 minutos a 95 °C, seguido de 45 ciclos de 95 °C durante 
15 segundos, 60 °C durante 10 segundos y 72 °C durante 10 segundos.  

3. Los niveles de mRNA se normalizan utilizando diferentes genes de referencia 
según el tejido analizado: proteína ribosomal L7 (Rpl7) para el hipotálamo, 
peptidil propil isomerasa A (Ppia) para el hígado e hipoxatina-guanina 
fosforibosiltransferasa (Hprt) para el tejido adiposo marrón. Los cebadores 
utilizados se detallan en la Tabla 8: 
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Tabla 8. Lista de oligonucleótidos utilizados para la qRT-PCR. Todos han sido adquiridos 

en Merck. 

 
Gen Secuencia 5’⟶3’ Secuencia 3’⟶5’ 
Hprt TCCTCCTCAGACCGCTTTT CCTGGTTCATCATCGCTAATC 
Ppia TGCCAAGACTGAATGGCTGG ATTCCTGGACCCAAAACGCT 
Rpl7 TCGCAGAGTTGAAGGTGAAG GCCTGTACTCCTTGTGATAGTG 
Agrp CGGAGGTGCTAGATCCACAGA AGGACTCGTGCAGCCTTACAC 
Bsx CACTGCCCTCAGCCTCTC CGCTTTCGGTTCGTCTTG 

Cpt1a GACTCCGCTCGCTCATTC AAGGCCACAGCTTGGTGA 
Cpt1c TATGCAGTCGCCCTTCCT ACATCAATCAGGTGTGTCTGCT 
Creb GGAAGAGAGAGGTCCGTCTAATG CACATATTCTTTCTTCTTTCTACGACA 
Fas CAGATGATGACAGGAGATGGAA CACTCACACCCACCCAGA 

Fox01 CTTCAAGGATAAGGGCGACA GACAGATTGTGGCGAATTGA 
Gad1 ATACAACCTTTGGCTGCATGT TTCCGGGACATGAGCAGT 
Glut1 TTACAGCGCGTCCGTTCT TCCCACAGCCAACATGAG 
Glut3 TTGCCCTGAGAGTCCAAGA ACAAGCGCTTGCAGGATCT 

G6Pasa AGGAAGGATGGAGGAAGGAA TGGAACCAGATGGGAAAGAG 
Hsl GCGCTGGAGGAGTGTTTTT CGCTCTCCAGTTGAACCAAG 

Hmgcr TGCCACACTCTGCACTAAA CTGAGAGGTCCGACTTGCTT 
Hmgcs1 GTTGGAGTGTCTCTTACGGTTCTG AGTTCTCGAGTCAAGCCTTGATTTA 
Hmgcs2 GAGATGCAGCGGCTTTTGGC TCCTGGACCGAACAGAAGC 

Mgl TCTTCCTCCTGGGCCACT AAAGTAGGTTGGCCTCTCT 
Pdk4 TTTCTCGTCTCTACGCCAAG GATACACCAGTCATCAGCTTCG 
Pepck GTCAACACCGACCTCCCTTA CCCTAGCCTGTTCTCTGTGC 
Plin2 GAGTCCCACTGTGTTGAGCA CCAGGACAGTCTGGCATGT 
Plin5 TGTGTGTAGTGTGACTACCTGTGC GGCAAGATCATTCACTGTGG 
Pomc ACCTCACCACGGAGAGCAA CGGGGGTTTTCAGTCAGGG 
Ucp1 GGCCTCTACGACTCAGTCCA TAAGCCGGCTGAGATCTTGT 
Vgat GGCAACCACCATGTACTCTTCT TGAGGAACAACCCCAGGTAG 

Vglut1 AAAAGCAGCAGCCAAGGTT CGCAGTTTAGCATTTCAGGAC 
Vglut2 CTGGGGTCCTTGTGCAGTAT CCGAAGCTGCCATAGACATAG 

Npy CCGCTCTGCGACACTACAT TGTCTCAGGGCTGGATCTCT 
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8.4 Análisis estadístico 

 
Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 9 (Versión 
9.3.2). Se utilizó el análisis t de Student de dos colas para comparar dos grupos bajo la 
misma condición. Se realizó un análisis de ANOVA de una vía seguido de la prueba de 
Tukey cuando se comparaba una variable entre más de dos grupos. Se utilizó un análisis 
de ANOVA de dos vías seguido de la prueba de comparaciones múltiples de Sidak cuando 
se comparaban dos variables entre dos o más grupos. 
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