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@Resumen:

Nuevos compuestos derivados de benzoxazol,
procedimiento de obtencién y su uso en la deteccion
de GHB en bebidas.

La presente invencion se refiere a un compuesto 1 o 2
0 composicién que lo comprende.

La presente invencion también se refiere a un
procedimiento para la obtencién de un compuesto 1 o
2, asi como la utilizaciéon de los mismos para la
deteccion de GHB en bebidas. También se incluye un
equipo o kit para utilizar en la deteccion de GHB en
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DESCRIPCION

NUEVOS COMPUESTOS DERIVADOS DE BENZOXAZOL, PROCEDIMIENTO DE
OBTENCION Y SU USO EN LA DETECCION DE GHB EN BEBIDAS

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a nuevos compuestos derivados de benzoxazol, a un
procedimiento para su obtencidén y a su uso en la deteccién de acido -hidroxibutirico
(GHB) en bebidas.

Antecedentes

El 4cido -hidroxibutirico (GHB) es una de las drogas empleadas en la sumisién quimica.
Es un compuesto inodoro, incoloro y ligeramente salado que se usa en ocasiones con
fines recreativos. Sin embargo, este compuesto, suministrado sin conocimiento de la
victima, ha sido utilizado en numerosas ocasiones con la finalidad de cometer un delito.
En muchas de ellas, se emplea para anular la voluntad de la victima y llevar a cabo una
agresion sexual. En general, la ingesta de la droga por parte de la victima se produce a
través de una bebida que ha sido contaminada con el producto sin que ésta lo haya
advertido. El tiempo de permanencia en el organismo es de 3 a 6 horas y sus metabolitos
se excretan rapidamente, por tanto, es muy dificil detectar su presencia en el organismo

tras la agresion.

En la bibliografia cientifica se han encontrado cuatro referencias que tratan este tema
(J. Forensic. Sci. 2004, 49, pag. 379-387, Chem. Commun. 2013, 49, pag. 6170-6172,
Chem. Commun. 2014, 50, pag. 2904-2906, J. Mat. Chem. B 2017, 8, pag. 2736-2742).

En el primer caso (J. Forensic. Sci. 2004, 49, pag. 379-387) se trata de una reaccién

enzimatica mientras que los otros tres trabajos hacen referencia a sensores quimicos.

En el documento Chem. Commun. 2014, 50, 2904-2906 se describe el uso del
compuesto A como quimiosensor para detectar GHB. La interacciéon con el analito se
baso6 en una interaccion de enlace de hidrégeno entre el grupo fenol en el sensor y la

unidad de carboxilato en GHB.

Ademas, los mismos autores también describieron en Chem. Commun. 2013, 49, 6170-
6172 el uso del compuesto B para detectar la lactona correspondiente (GBL), pero

nuevamente, la interaccion se relaciond con la formacién de un enlace de hidrégeno.
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Sin embargo, en cualquier caso, los refrescos solos o mezclados con bebidas

alcohdlicas no se probaron como interferentes.

Por otro lado, en J. Mat. Chem. B 2017, 8, 2736-2742 se describe la preparacioén de un
complejo de Ir (C) capaz de detectar GHB. El complejo mostré6 un apagado de

luminiscencia en presencia del analito que se observo usando luz UV.
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Chem. Commun., 2014, 50, 2904--2906 Chem. Commun., 2013, 49, 6170--6172 J. Mater. Chem. B, 2017, 5, 2739--2742

Siguiendo un enfoque diferente, Bravo D. T.; Harris, D. O., Parsons S. M. J. Forensic.
Sci. 2004, 49, pag. 379-387 describieron el uso de -hidroxibutirato deshidrogenasa
(GHB-DH) para detectar GHB. La oxidaciéon enzimatica de GHB por NAD* se combina
con la reduccién de un colorante que muestra un cambio de color. El etanol es un

interferente que se puede evitar secando la muestra a estudiar.

Los presentes inventores han sido capaces de desarrollar un procedimiento y un
dispositivo fiable y facil de usar que permite determinar de forma visual si una bebida,
ya sea alcohdlica, no alcohdlica o combinada, ha sido contaminada con GHB antes de
su ingesta. Adicionalmente, el dispositivo puesto a punto sélo necesita una gota de la
bebida bajo analisis de forma que en el caso de que la respuesta sea negativa, esta se

puede ingerir practicamente en su totalidad sin ningun problema.

Caracteristicas de la invencién

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto 1 0 2 de acuerdo

con la reivindicacion 1.

En un segundo aspecto, la presente invencion también se refiere a una composiciéon

que comprende un compuesto 1 o 2 segun el primer aspecto.

En un tercer aspecto, la presente invencion también se refiere a un procedimiento para

la obtencion de un compuesto 1 o0 2 segun el primer aspecto.
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En un cuarto aspecto, la presente invencién se refiere a la utilizacién de un compuesto
1 0 2, segun el primer aspecto, o una composicién, segun el segundo aspecto, para la

deteccion de GHB en bebidas.

En un quinto aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento para detectar
GHB en bebidas.

En un sexto aspecto, la presente invencion se refiere a un equipo o kit para utilizar en

la deteccién de GHB en bebidas.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1 y 2 muestran los resultados del ensayo real con bebidas de coca-cola®,
nestea®, cerveza y vermu con los compuestos 1y 2, respectivamente. Se observa el
cambio de color en el compuesto 1 y un incremento de la fluorescencia en el compuesto
2 al afnadir la alicuota de bebida contaminada mas la base débil sobre la solucién de los
compuestos 1 o 2. El GHB en la bebida se encuentra en una concentracién de 12 mM.
Después del tratamiento con la base y mezcla con la disolucion del compuesto 10 2 es
0,18 mM. En el caso del vermu, las limitaciones en la fotografia no permiten ver tan
claramente la diferencia. No obstante, los inventores constatan que in vivo si que es
observable dicha diferencia y probablemente se observaria incluso mejor a mayores

concentraciones de GHB que corresponderian a las que se usan con fines delictivos.

Las figuras 3 y 4 muestran los resultados del ensayo real con bebidas de fanta® de
naranja y vino blanco con los compuestos 1y 2, respectivamente. Se observa el cambio
de color en el compuesto 1 y un incremento de la fluorescencia en el compuesto 2 al
afiadir la alicuota de bebida contaminada mas la base débil sobre la solucién de los
compuestos 1 o 2. El GHB en la bebida se encuentra en una concentraciéon de 12 mM.
Después del tratamiento con la base y mezcla con la disolucién del sensor de compuesto
102 es 0,18 mM. En el caso de la figura 4 para el vino blanco, las limitaciones en la
fotografia no permiten ver tan claramente la diferencia. No obstante, los inventores
constatan que in vivo si que es observable dicha diferencia y probablemente se
observaria incluso mejor a mayores concentraciones de GHB que corresponderian a las

que se usan con fines delictivos.

Las figuras 5 y 6 muestran los resultados del ensayo real con bebidas de ron, ginebra,
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vodka y whisky con los compuestos 1y 2, respectivamente. Se observa el cambio de
color en el compuesto 1 y un incremento de la fluorescencia en el compuesto 2 al afiadir
la alicuota de bebida contaminada mas la base débil sobre la solucion de los
compuestos 1 o 2. El GHB en la bebida se encuentra en una concentraciéon de 12 mM.
Después del tratamiento con la base y mezcla con la disolucion del compuesto 10 2 es
0,18 mM.

Las figuras 7 y 8 muestran los resultados del ensayo real con bebidas de gin tonic y
whisky-cola con los compuestos 1y 2, respectivamente. Se observa el cambio de color
en el compuesto 1 y un incremento de la fluorescencia en el compuesto 2 al afiadir la
alicuota de bebida contaminada mas la base débil sobre la solucién de los compuestos
1 0 2. EI GHB en la bebida se encuentra en una concentracion de 12 mM. Después del

tratamiento con la base y mezcla con la disolucién del compuesto 1 0 2 es 0,18 mM.

Descripcion detallada de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto de férmula:

o R
a
N

enlaqueRes

0
. U
o, I
HO 0 OH
2

1

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a una composicidon que
comprende el compuesto 1 o 2, tal como se ha definido anteriormente. En una
realizacion preferida, dicha composicion comprende el compuesto 1 o0 2, tal como se ha
definido anteriormente y un disolvente organico. Como disolvente organico se puede
utilizar, sin limitarse a los mismos, DMF (dimetilformamida) y DMSO (dimetilsulféxido),

aunque preferiblemente se utiliza DMSO.
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En un tercer aspecto, la presente invencién se refiere a un procedimiento para la

obtencién del compuesto 1, en el que R es

NO,

que comprende la etapa:

NCS
NH, o
. Piridina
@)
- O
NO, N
1

10  Las condiciones de reaccion no son particularmente relevantes ya que se puede llevar

NO,

a cabo a P y T ambientales, aunque probablemente un aumento de la temperatura

aumentaria la velocidad de reaccion.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para la obtencion del

15 compuesto 2, en el que R es

O

LIt
HOOOH

20 2

que comprende la etapa:
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OH

3
SCN o HO O
NH2 O ) NEty, THF 0
OH O O "2) TBAI, H,0, o Q o
HO oH N/>_ NH
2

Las condiciones de reaccién no son particularmente relevantes ya que se puede llevar

a cabo a Py T ambientales.

En un cuarto aspecto, la presente invencion se refiere a la utilizaciobn de una
composicion, tal como se ha definido anteriormente, o el compuesto 1 o 2, tal como se
ha definido anteriormente, en la deteccién de acido -hidroxibutirico (GHB) o una sal del
mismo en bebidas. Entre dichas sales se pueden incluir, pero sin limitarse a las mismas,
sales con metales alcalinos o alcalinotérreos, preferiblemente, sodio. En la presente
invencion, cuando se hace referencia a bebidas, tal como se indica posteriormente, se
entenderan bebidas alcohdlicas, bebidas no alcohdlicas o mezclas de las mismas.
Cuando se hace referencia a bebidas alcohdlicas se incluyen destilados alcohdlicos,
tales como, por ejemplo, whisky o ginebra, y también bebidas alcohdlicas que no son

destilados, tales como vino y cerveza.

En un quinto aspecto, la presente invencién se refiere a un procedimiento para la
deteccion de GHB o una sal del mismo en bebidas, que comprende:

a) tomar una gota de la bebida a analizar y disolverla en una solucién acuosa de una
base débil;

b) afadir una alicuota de la solucién obtenida en la etapa a) a la composicion, tal como
se ha definido anteriormente, o, alternativamente, al compuesto 1 o 2, tal como se ha
definido anteriormente,

c) observar la reaccion producida; y

d) determinar cualitativamente la presencia de GHB en la bebida a analizar segun la

observacion de la etapa c).
Cabe indicar que en la etapa b) la composicion del compuesto 1 o 2 y el disolvente
organico puede estar ya preparada o se puede producir en ese momento justo antes de

la adicién de la alicuota de la solucion obtenida en la etapa a).

En una realizacion preferida, dicha base débil en la etapa a) es bicarbonato sédico,
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aunque se podria utilizar cualquier base débil como, por ejemplo, bicarbonato potasico,
amonico, calcico. En otra realizacién preferida, la concentraciéon de la solucién acuosa

de la base débil es de 0,4 mM a 1 mM, aun mas preferiblemente 0,4 mM.

En otra realizacion preferida, el compuesto 1 0 2 se encuentra en una concentracion de
50 uM a 500 uM, preferiblemente de 50 uM a 100 pM.

En la etapa c) debe observarse si se produce una reaccion entre los compuestos 1 0 2,
solos o en la composicion, con el posible componente GHB o una sal del mismo presente
en la bebida a analizar. Si el compuesto 1 reacciona positivamente con GHB o una sal
del mismo, se observara un cambio de color (de amarillo a rojo), mientras que si el
compuesto 2 reacciona positivamente con GHB o una sal del mismo, se observara
fluorescencia (de verde tenue a amarillo intenso en bebidas alcohélicas destiladas y de
azul a verde en combinados, refrescos o bebidas alcohodlicas no destiladas, tales como
cerveza, vino o vermu). De este modo, se puede concluir en la etapa d) la presencia o

no de GHB en la bebida que se esta analizando.

En otra realizacién alternativa del procedimiento, éste se puede modificar ligeramente
en el orden de mezcla, aunque el resultado final sea el mismo. En este sentido, el
procedimiento alternativo comprende las etapas de:

a) mezclar una soluciébn acuosa de una base débil, tal como se ha definido
anteriormente, con el disolvente organico, tal como se ha definido anteriormente;

b) afiadir el compuesto 1 o0 2, tal como se ha definido anteriormente;

¢) inmediatamente después de la etapa b), afiadir una gota de la bebida a analizar;

d) observar la reaccion producida; y

e) determinar cualitativamente la presencia de GHB en la bebida a analizar segun la

observacion de la etapa d).

En un sexto aspecto, la presente invencion se refiere a un kit o equipo para utilizar en
la deteccién de GHB o una sal del mismo en bebidas que incluye

- un recipiente transparente con apertura y cierre que contiene una composicién, tal
como se ha definido anteriormente, alternativamente, un compuesto 1 o 2, tal como se
han definido anteriormente, opcionalmente, en el que dicho recipiente que contiene el
compuesto 1 o 2 esta acompanado de otro recipiente de las mismas caracteristicas pero
con disolvente organico, tal como sea definido anteriormente,

- un recipiente transparente con apertura y cierre que contiene una base débil en forma

de solucién acuosa;
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- utensilio para la recogida de una muestra de la bebida a analizar.

Opcionalmente, dicho kit o equipo comprende, ademas, instrucciones para su

utilizacién.

Tal como se ha indicado anteriormente en el presente documento, la base débil es
preferiblemente bicarbonato sédico, aunque se podria utilizar cualquier base débil como,
por ejemplo, bicarbonato potasico, aménico, calcico. En otra realizacién preferida, la
concentracion de la solucién acuosa de la base débil es de 0,4-1 mM, aun mas

preferiblemente 0,4 mM.

También, como se ha indicado anteriormente en el presente documento, el compuesto
1 0 2 se encuentra en la composicion preferiblemente en una concentracion de 50 UM a
500 uM, preferiblemente de 50 uM a 100 pM.

En una realizacion preferida, dichos recipientes transparentes con apertura y cierre son

microtubos graduados de polipropileno (por ejemplo, Eppendorf™).

En otra realizacion preferida, dicho utensilio para la recogida de muestra puede ser un

cuentagotas o una cucharita.

En una realizacién mas preferente, en la utilizacion, el procedimiento, o el kit o equipo,
segun se han definido en aspectos anteriores, la bebida es una bebida alcohdlica. En
otra realizacién mas preferente, dicha bebida alcohodlica estd mezclada con una bebida
no alcohdlica, preferiblemente un refresco o zumo. En otra realizacion mas preferente,
dicha bebida es Unicamente una bebida no alcohdlica, preferiblemente un refresco o un

Zumo.

Preferiblemente, dicha bebida alcohdlica se selecciona, a modo de ejemplo no limitativo,

entre ginebra, vodka, ron, whisky, vino blanco, vermu y cerveza.
Preferiblemente, dicho refresco o zumo se selecciona, a modo de ejemplo no limitativo,
entre ténica, refresco de naranja, refresco de limén, refresco de té, refresco de cola. y

cualquier zumo de frutas.

Cabe indicar que la presente invencién abarca cualquier combinacién de las
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realizaciones o casos o ejemplos anteriores que un experto en la materia entienda como

viable en el contexto de la presente invencién.

Los diferentes casos o ejemplos particulares citados anteriormente, asi como los
siguientes ejemplos, se proporcionan unicamente con fines ilustrativos y no pretenden
limitar de ningin modo el alcance de la presente invencion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Sintesis del compuesto 1

NH2
O _ Piridina

En un matraz de fondo redondo de 50 L de dos bocas, bajo atmésfera inerte, se

NO,

disolvieron 202 mg de 3-amino-2-naftol (1,256 mmol) junto con 191 mg de 4-nitrofenil
isotiocianato (1,047 mmol) en 13 mL de piridina. Se dejé en agitacién 8 h a temperatura
ambiente. A continuacion, se evapor6 el disolvente, se disolvié el sélido en 35 mL de
AcOEt Yy se lavo una vez con agua acida (pH 5 aprox.), una vez con NaHCOs (sat) y otra
con NaCl (sat). La fase organica se secd sobre MgSO., se filtr6 y se evaporo el
disolvente a vacio. El crudo se purificé por columna cromatografica de silica-gel
empleando como eluyente una mezcla Hexano:AcOEt 6:4. Se obtuvo un sélido amarillo

(compuesto 1) ligeramente anaranjado con un rendimiento del 35 %.

Ejemplo 2. Sintesis del compuesto 2
OH

By
SCN o HO Q
NH2 O 1) NEtg, THE 0
OH O O "2) TBAI H,0, \ O 0
o o T O\>—NH
2

En un matraz de fondo redondo de 25 mL de una boca, se disolvieron 45 mg de 3-amino-

2-naftol (0,283 mmol) junto con 98 mg fluoresceina-5-tioisocianato (0,283 mmol) en 3

10
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mL de THF. Seguidamente, se adicionaron 50 uyL de NEt; y se dejé en agitacion a
temperatura ambiente 16 h. A continuacion, se adicionaron 34 uL de H2O; al 30 % (0,565
mmol) y 1 mg de yoduro de tetrabutilamonio (0,003 mmol). Se obtuvo un sélido naranja

(compuesto 2) con un rendimiento del 79 %.

Ejemplo 3. Ensayos sobre muestras reales

Inicialmente, se contaminan las bebidas con GHB en una concentracion 12 mM.
Seguidamente, se toman 100 yL de bebida y se mezclan con 100 yL de NaHCO3 (1
mM o 0,4 mM). A continuacion, se mezclaron 30 pL de esta disolucion con 50 pL de
sensor (a partir de una disolucién 1 mM, en DMSO), previamente disueltos en 920 yL

de DMSO. Se siguié el mismo proceso para las muestras que no tienen GHB.

Los resultados con el compuesto 1 y el compuesto 2 se observan en la figura 1 y figura

2, respectivamente.

Los resultados de un nuevo ensayo con el compuesto 1y 2 en bebidas de fanta® de

naranja y vino blanco se observan en las figuras 3 y 4, respectivamente.
Se aplicé de nuevo el ensayo con el compuesto 1 y 2 pero con las siguientes bebidas:
ron, ginebra, vodka y whisky. Los resultados de los cambios de color se observan en las

figuras 5y 6 respectivamente.

Finalmente, se aplicé el ensayo con los compuestos 1y 2 a las mezclas de gin tonic y

whisky-bebida de cola. Los resultados se observan en las figuras 7 y 8, respectivamente.

11
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REIVINDICACIONES

N R
Ty
o)

1. Compuesto de férmula:

enlaqueRes
O
Py
NO, HO O 0 O OH

2

2. Composicién que comprende el compuesto segun la reivindicacion 1.

3. Composicién, segun la reivindicacion 2, que comprende o consiste en el compuesto,

segun la reivindicacién 1, y un disolvente organico.

4. Composicion, segun la reivindicacion 3, en la que el disolvente es dimetilsulféxido
(DMSO).

5. Procedimiento para la obtencion del compuesto, segun la reivindicacion 1, en el que

R es

NO,

12
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que comprende la etapa:

NCS
NH
2 Piridina
+ _ = N
o Oy
NO, o
1

NO,

6. Procedimiento para la obtencion del compuesto, segun la reivindicacion 1, en el que

Res

que comprende la etapa:

OH
0
SCN o HO O O
NHZ . O 5 1) NEt, THF O 0
OH O O 2) TBAI, Hy0, \ 9)
HO 0 on " o\>_ NH
2

7. Utilizacién de un compuesto, segun la reivindicacién 1, o una composicion, segun
cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en la deteccion de acido y-hidroxibutirico (GHB)

0 una sal del mismo en bebidas.

8. Procedimiento para la deteccion de GHB o una sal del mismo en bebidas, que
comprende:
a) tomar una gota de la bebida a analizar y disolverla en una solucion acuosa de una

base débil;

13
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b) afiadir una alicuota de la solucion obtenida en la etapa a) al compuesto 1 o0 2, segun
la reivindicacion 1 o a la composicion, segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4,
c) observar la reaccién producida; y

d) determinar cualitativamente la presencia de GHB en la bebida a analizar segun la

observacién de la etapa c).

9. Procedimiento para la deteccién de GHB o una sal del mismo en bebidas, que
comprende:

a) mezclar una solucion acuosa de una base débil con un disolvente organico;

b) anadir el compuesto 1 0 2, segun la reivindicacion 1;

¢) inmediatamente después de la etapa b), anadir una gota de la bebida a analizar;

d) observar la reaccion producida; y

e) determinar cualitativamente la presencia de GHB en la bebida a analizar segun la

observacion de la etapa d).

10. Procedimiento, segun la reivindicacion 9, en la que el disolvente organico es

dimetilsulféxido.

11. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en el que la base

débil es bicarbonato sédico, potasico, amonico o calcico.

12. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en el que la base

débil estd en una concentracién entre 0,4 mM y 1 mM.

13. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, en el que el

compuesto 1 o 2 esta en una concentracién en la composicion ente 50 uM y 500 uM.

14. Kit o equipo para utilizar en la deteccion de GHB o una sal del mismo en bebidas
que incluye

- un recipiente transparente con apertura y cierre que contiene un compuesto 1 o 2,
segun la reivindicacion 1, o una composicion, segun cualquiera de las reivindicaciones
2 a 4, opcionalmente, en el que dicho recipiente que contiene el compuesto 1 o0 2 esta
acompafado de otro recipiente de las mismas caracteristicas pero con disolvente
organico;

- un recipiente transparente con apertura y cierre que contiene una base débil en forma
de solucion acuosa;

- utensilio para la recogida de una muestra de la bebida a analizar.

14
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15. Kit 0 equipo, segun la reivindicacién 14 que comprende, ademas, instrucciones para

su utilizacion.

16. Kit o equipo, segun la reivindicacién 14 o 15, en el que la base débil es bicarbonato

sodico, potasico, amoénico o calcico.

17. Kit o equipo, segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, en el que la base

débil estd en una concentracién entre 0,4 mM y 1 mM.

18. Kit o equipo, segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 17, en el que el

compuesto 1 o 2 esta en una concentracion en la composicién ente 50 uM y 500 pM.

19. Utilizacion, segun la reivindicacion 7, procedimiento, segun cualquiera de las
reivindicaciones 8 a 13 o, kit 0 equipo segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 18,
en la que la bebida es una bebida alcohdlica sola o mezclada con una bebida no

alcohdlica.

20. Utilizacion, segun la reivindicacion 7, procedimiento, segun cualquiera de las
reivindicaciones 8 a 13 o, kit o equipo segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 18,

en que la bebida es una bebida no alcohdlica.

21. Utilizacién, segun la reivindicacion 19, procedimiento, segun la reivindicacion 19 o,
kit o equipo segun la reivindicacion 19, en la que la bebida alcohdlica se selecciona entre

ginebra, vodca, ron, whisky, vino blanco, vermu y cerveza.

22. Utilizacion, segun la reivindicacion 19 o 20, procedimiento, segun la reivindicacion
19 0 20 o, kit o equipo segun la reivindicacion 19 o 20, en la que la bebida no alcohdlica

es un refresco o zumo.
23. Utilizacion, segun la reivindicacion 22, procedimiento, segun la reivindicacion 22 o,

kit o equipo segun la reivindicacion 22, en la que el refresco se selecciona entre tonica,

refresco de naranja, refresco de limén, refresco de té y un refresco de cola.
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Figura 4
Fanta de Naranja Vino blanco
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Ron Ginebra Vodka Whisky
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Gin tonic Whisky-cola
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