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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

La salud de una vasta mayoria de la poblaciédn mundial esta en riesgo por infecciones
producidas por protozoarios parasitos. Malaria, leishmaniasis y tripanosomiasis son causa
del sufrimiento de cientos de millones de personas y provocan la muerte a millones que
habitan las regiones tropicales y subtropicales del planeta. Las herramientas terapéuticas
para el tratamiento de estas enfermedades son extremadamente limitadas. Muchos de los
medicamentos disponibles han sido usados desde principios del siglo pasado y su
administracion no esta libre de riesgos por lo que debe llevarse a cabo bajo estricta

supervision médica o bajo hospitalizacion.

Las infecciones por protozoarios en los animales tiene un triple interés, en produccion
animal, en salud animal y como un reservorio de la enfermedad para los humanos en
infecciones zoondticas. Desafortunadamente se ha encontrado la misma problematica de
la enfermedad en los animales que en humanos: amplia resistencia, baja efectividad y
alto costo en varios medicamentos. Bajo estas circunstancias, la disponibilidad de nuevos
medicamentos de facil administracion y bajo costo se vuelve una imperiosa necesidad.

Los costos y riesgos en el desarrollo de nuevos medicamentos para el Tercer Mundo por
parte de la industria farmacéutica esta fuera de balance econdmico por las bajas

ganancias y el largo periodo o nula recuperacion de la inversion.

Enfermedad del sueio (tripanosomiasis humana africana)

Para mucha gente, la enfermedad del suefio (tripanosomiasis humana africana) es una
oscura y exotica enfermedad que produce somnolencia. Los sintomas de hecho son
mucho mas severos y la enfermedad es mortal sin tratamiento. Sin embargo, mientras la
enfermedad solo afecta areas aisladas del sub-Sahara Africano (donde los turistas rara
vez se aventuran) también permanece ampliamente incomprendida. En 1999, 45,000
casos de la enfermedad fueron reportados a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
la verdad es que muchos no se reportaron; se tiene un estimado de que entre 300,000 y
500,000 personas fueron infectadas por la enfermedad del sueno.

La enfermedad del suefio amenaza cerca de 60 millones de personas en 36 paises del
sub-Sahara Africano, incluyendo Republica Democratica del Congo, Angola, Camerun,
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Uganda y el sur de Sudan. Menos de 4 millones tienen acceso a un diagnostico y
tratamiento. La enfermedad fue controlada adecuadamente en los afios 60°s pero ha
regresado en las regiones apartadas y pantanosas del sub-Sahara Africano debido a
afnos de conflictos, movimientos de poblacion y por la carencia de recursos humanos y

financieros.

La tripanosomiasis humana africana o enfermedad del suefio es una de las mas
importantes, pero también, de las mas desatendidas de las infecciones tropicales. De
acuerdo con la OMS cerca de 500,000 personas ya han adquirido los tripanosomas y si
no son atendidos moriran. El resurgimiento de la enfermedad del suefio en los 70°s
representa uno de los mayores problemas de salud publica de proporciones epidémicas
en muchas zonas rurales de Africa. El tratamiento requiere hospitalizacién y es muy
costoso, potencialmente peligroso y limitado por la resistencia del parasito a los
medicamentos. Se necesita urgentemente inversion en investigacion patofisioldgica y un

verdadero compromiso internacional para pelear contra la tripanosomiasis en Africa (",

Enfermedad de Chagas

Es una enfermedad parasitaria ampliamente expandida, la tripanosomiasis Americana o
enfermedad de Chagas mata un aproximado de 50,000 personas por afo en el
Continente Americano. La enfermedad particularmente afecta a la gente mas pobre. Un
estimado de 18 millones de personas viven con el parasito en su sangre y cerca de 100
millones de personas estan en riesgo de la enfermedad en 21 paises de Centro y
Sudamérica. Esto es cerca del 25% de la poblaciéon de Latinoamérica. En Honduras, por
ejemplo, 1.8 millones de personas viven en zona endémica, 300,000 de los cuales creen
estar infectados por la enfermedad de Chagas.

Leishmaniasis

La leishmaniasis humana es causada por especies y subespecies de protozoarios del
género Leishmania y la familia Trypanosomastidae. Son protozoarios parasitos que
causan varias enfermedades en los humanos que incluyen lesiones cutaneas e
infecciones viscerales que pueden ser fatales. Se ha estimado que alrededor de 2
millones de casos de leishmaniasis ocurren cada afo en 88 paises. La infeccion ocurre
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en todos los continentes con excepcion de Australia y probablemente afecta por lo menos
a 100 millones de personas @

En 1991, como iniciativa europea fue creado “COST Action” en el campo de la medicina e
investigacion en salud concerniente al desarrollo de medicamentos derivados de la
acridina para el tratamiento de la tripanosomiasis. “COST Action” comprendia en sus
inicios a seis paises europeos: Bélgica, Francia, Alemania, Espafa, Suiza y Reino Unido.
En 1995, quince laboratorios o institutos de once diferentes paises, incluyendo a Kenya
ya se encontraban participando, tiempo después el programa COST se amplié hacia la
investigacion de los parasitos que provocan la leishmaniasis y muchos mas y diferentes
clases de medicamentos con potencial antiparasito (.

Desarrollo de nuevos medicamentos contra la “Enfermedad del sueno”.

En este proyecto se involucrd la cooperacion de varios laboratorios en Europa, Estados
Unidos y México mediante la coordinacion de la 1.O0.C.D. (International Organization for
Chemical Sciences in Development) teniendo como finalidad el mejorar la situacion actual
en cuanto a los medicamentos usados en el tratamiento de las enfermedades causadas
por Tripanosomas, tales como la Enfermedad del Suefio, Enfermedad de Chagas y

Leishmaniasis.

El metabolismo de la energia de los tripanosomas ha sido objeto de muchas revisiones
durante la década pasada. En afos recientes, por lo tanto, la nueva informacion nos lleva
a tener mas completa la pelicula del metabolismo de los tripanosomas y a una
revaloracion del papel de algunos organelos caracteristicos en la captacion de energia de
estos parasitos. Por afios se pens6 como un punto de ataque en el glicosoma por ser un
organelo como el peroxisoma, que esta involucrado para permitir que los parasitos lleven
a cabo la glicdlisis a gran velocidad con una cantidad relativamente pequefia de enzima.
Sin embargo, los recientes resultados de estudios de la glicdlisis de los tripanosomas y la
deteccidn de otras rutas y enzimas en el organelo requieren una modificacion de esta

vision.
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Recientes investigaciones han provisto de mucha nueva informacién acerca de la energia
y el metabolismo de carbohidratos de los parasitos tripanosomastidos. Las ideas han
cambiado acerca del papel de los glicosomas en el metabolismo. Los calculos han
demostrado que, contrario a ideas previas, los glicosomas no sirven para incrementar el
flujo glicolitico. Por otro lado, estudios computacionales revelan que Ia
compartamentacion de la glicolisis de tripanosoma brucei en el torrente sanguineo
previene la acumulaciéon extrema de ciertos metabolitos en la célula.

Aun seria prematuro inferir de esos datos una funcion “real” del glicosoma, i.e. la razon
del porque el ancestro comun de Kinetoplastida, la glicolisis y otras enzimas del
metabolismo de carbohidratos se hicieron compartamentalizadas dentro de los
peréxisomas. En general, se pensd que los perdxisomas eran unos organelos bastante
enigmaticos respecto a su origen, biogénesis y funcion. Hace una década eran descritos
como organelos multipropdsito en los cuales las reacciones metabdlicas eran llevadas a
cabo cuando pudiera ser ventajoso para la célula. Esta vaga definicion aun se sostiene,
pero para los glicosomas aun no esta claro porque deben estar en ventaja cuando ya
surgieron.

Otros cuestionamientos prominentes que permanecen acerca de la energia en el
metabolismo de los carbohidratos en los tripanomastidaes es concerniente a los flujos a
través de varias rutas internas y externas de los glicosomas, y el papel metabdlico preciso
del pirofosfato en estos parasitos ©.
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2. ANTECEDENTES
21 ANTECEDENTES BIOLOGICOS Y FARMACOLOGICOS

21.1 Tripanosomiasis Americana (Enfermedad de Chagas) y Africana
(Enfermedad del sueiio)

Los protozoarios pertenecientes a la familia de los Trypanosomiases son los
parasitos responsables de un gran numero de enfermedades en los animales
domésticos y en el hombre, una de éstas se conoce con el nombre de
-Enfermedad del Suefio”, que es considerada por la Organizacién Mundial de la
Salud “, como una de las enfermedades de mayor incidencia provocada por
parasitos. El causante es el tripanosoma brucei en su forma de protozoario que
una vez ya en el torrente sanguineo resulta ser casi siempre fatal si no se trata a
tiempo.

Los pocos medicamentos disponibles en la actualidad tienen efectos colaterales
muy serios, en particular el Melarsoprol y analogos, unico tripanocida efectivo
conocido, pero que en las ultimas etapas de la enfermedad induce la muerte por
encefalopatia en un 10% de los pacientes tratados. Asi también otro compuesto
recientemente usado para el tratamiento, Eflornitina (difluoro-metil-ornitina, DMFO)
presenta serios inconvenientes, es practicamente inactivo ante Trypanosoma
Rhodesciense, una de las formas mas virulentas de la -Enfermedad del Suefio”, el
tratamiento requiere la administracibn de grandes cantidades, las
recomendaciones de la FDA (Food and Drug Administration) es de 400 mg/kg
peso del paciente diariamente por dos semanas bajo hospitalizacion ©.

Los hemoflagelos del humano incluyen a los géneros Trypanosoma y Leishmania,
hay dos tipos de tripanosomas humanos; el Africano, que provoca la -Enfermedad
del Suefio” y es transmitido por la mosca tsetsé (Glossina): Trypanosoma Brucei
Rhodescience y Trypanosoma Brucei Gambiense y el Americano que provoca la
Enfermedad de Chagas, es transmitida por insectos de nariz coniforme (Triatoma,
etc.): Trypanosoma (Schizontrypanum) cruzy.
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El género Leishmania se divide habitualmente en tres especies que infectan al
hombre, pero recientemente se dividieron en trece o en mas especies, provocando
Leishmaniasis cutanea (ulcera oriental), mucocutanea (espundia) y visceral (kala-
azar). Todas las formas de estas infecciones son transmitidas por los jejenes

(Phlebotomus en el viejo mundo 6 Lutsomyia Psycodopigus en el nuevo mundo).

Los hemoflagelos del género Trypanosoma se encuentran en la sangre de los
mamiferos en forma de tripomastigotos alargados maduros. En los tejidos de
mamiferos ocurren otras etapas de ciclo de vida del tripanosoma, pero una etapa
de epimastigoto en multiplicacion procede a la formacion de los tripomastigotos
infecciosos (trypanosomas metaciclicos) en el huésped intermediario (insecto

transmisor), en todas las especies de tripanosomas que afectan al hombre.

La tripanosomiasis se manifiesta en los seres humanos como -Enfermedad del
Suefio Africana”, -Enfermedad de Chagas” y —Fripanosomiasis asintomatica”, las
formas infectantes del tripanosoma brucei Gambiense y Rhodescience se
introducen por medio de la picadura de la mosca tsetsé, se multiplican en el lugar
de la inoculacion y producen una induracion variable (lesion primaria), la cual
puede progresar hasta asumir la forma de chancro tripanosémico, diseminandose
hasta los ganglios linfaticos, sangre y en etapas terminales, al sistema nervioso
central, donde produce el tipico sindrome de la -Enfermedad del suefo”, debilidad,
incapacidad para comer, emaciacion tisular, inconciencia y muerte © .

Enfermedad de Chagas

Esta enfermedad es provocada por tripanosoma cruzi, un protozoario parasito, que
es transmitido a los humanos por insectos chupa sangre. Mientras el insecto pica
este deposita sus heces en la piel las cuales pueden ser frotadas accidentalmente
en la misma herida del piquete, en los ojos o en la boca. Estos insectos viven en
las cuarteadoras de los muros y techos de viviendas elaborados de barro y paja,
comunmente localizadas en areas pobres rurales y barrios urbanos de
Latinoamérica. Esta enfermedad también puede ser transmitida via transfusion

sanguinea o de madre a hijo durante el embarazo.
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En la fase aguda, los ninos a menudo presentan fiebre, inflamacién de glandulas
linfaticas, agrandamiento del higado y bazo e inflamacién en el area del piquete
del insecto. Dicha picadura rara vez es visible y aparentemente no presenta
sintomas en la fase aguda. El parasito es capaz de incubarse en el organismo
durante afos, inclusive por décadas, sin que la victima sea conciente de la
infeccion. En aproximadamente una tercera parte de los casos agudos, las formas
crénicas se desarrollan durante 10 a 20 afos después de la infeccion. Cuando la
fase cronica comienza es casi siempre muy tarde para el tratamiento, los sintomas
son falla del corazon o una seria disfuncién del eséfago y el colon que pueden ser
irreversibles. Los pacientes gradualmente enferman mas y los sintomas cardiacos
pueden llevar a la muerte subita por falla del corazén. La expectativa de vida se
reduce en un promedio de nueve afnos.

Nifurtimox y benzimidazol son los unicos medicamentos existentes en contra de la
enfermedad de Chagas, aun asi no son considerados como los ideales a causa
de:
a) Baja efectividad en la fase cronica de la enfermedad.
b) Variaciones regionales significativas en la eficacia debido a la resistencia
natural de tripanosoma cruzi.
c) Alto grado de evasion de pacientes debido a los efectos colaterales del
medicamento.
d) Largos periodos de tratamiento (de 30 a 60 dias).
e) Necesidad de monitoreo bajo supervisibn médica especializada.

En paises pobres donde los programas de deteccién masiva no son factibles y el
tratamiento médico muy caro, los nifios menores de 12 afios son usualmente los
unicos que reciben el tratamiento. Los nifilos tienen una gran oportunidad de
beneficiarse de los tratamientos aunque por otro lado desarrollaran lesiones

cronicas.

Los programas de control de insectos vectores son caros y no es una adecuada

respuesta para la crisis médica y socioeconémica que la enfermedad de Chagas
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provoca en Latinoamérica. La prevencién sola no es suficiente, tanto como que no
tiene impacto en la gente que ya ha sido infectada por la enfermedad. La
prevencion ideal consistiria, de hecho, en mejorar las condiciones de vida de la
poblacion en riesgo. Por lo tanto la gente no puede sentarse a esperar un futuro
libre de insectos mientras que la enfermedad discapacita y mata a adultos jévenes

en el pico de su vida util trabajadora.

Enfermedad del sueio (tripanosomiasis humana africana)

Las formas cronica y aguda de la enfermedad son causadas por dos cercanos y
relacionados protozoarios parasitos, tripanosoma brucei Gambiense vy
Rhodescience, respectivamente. Estos parasitos son transmitidos por la mosca
tsetsé, cuya especie vive en pantanos, a lo largo de rios, riachuelos y arroyos, en
bosques y en sabanas. Los habitantes de estos lugares estan expuestos a estos
insectos a diario cuando van al bosque o al rio para acarrear agua, lavar su ropa,
cazar o pescar. Cuando la mosca tsetsé pica, se inyecta el tripanosoma
(protozoario parasito) en el torrente sanguineo de la persona, el parasito se
reproduce primero en la sangre y en el sistema linfatico y después en el sistema

nervioso central.

Los primeros sintomas de la enfermedad del suefio no son especificos: fiebre,
dolor de cabeza y dolor de articulaciones. En su primera fase la enfermedad es
relativamente facil de tratar pero a menudo permanece sin diagnosticar. En la
segunda fase, cuando el parasito invade el sistema nervioso central, el estado
mental del paciente y su comportamiento sufren cambios, desarrolla alteraciones
durante el sueno (de aqui el nombre de la enfermedad) sufre dolor intenso,
confusion mental y convulsiones. En esta fase, la enfermedad es caracterizada por
sintomas neurolégicos y, sin tratamiento, ocurre debilitamiento del cuerpo,
somnolencia, coma y muerte. Desafortunadamente es hasta esta fase que la
gente infectada busca tratamiento.

La enfermedad del sueno es notoriamente dificil de tratar. Isetionato de

pentamidina, suramina, melarsoprol y eflornitina estan registrados para el
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tratamiento de la enfermedad, pero estos medicamentos son escasos, toxicos y

encuentran resistencia al parasito.

Pentamidina. Este caro medicamento es usado para el tratamiento de la infeccion
por tripanosoma brucei Gambiense en sus etapas tempranas. Son raros los

efectos colaterales y generalmente reversibles con la interrupcién del tratamiento.

Suramina. Usada exclusivamente para el tratamiento en la fase inicial de la
infeccién por tripanosoma brucei Rhodhescience, este medicamento tiene varios
efectos colaterales, particularmente reacciones alérgicas y complicaciones
renales.

Melarsoprol. Un derivado del arsénico sintetizado desde hace mas de 50 afos, se
utiliza estrictamente en la segunda fase de la enfermedad (neurolégica) para
ambas infecciones, tripanosoma brucei Gambiense y Rhodhescience. Es un
medicamento muy peligroso y de administracién extremadamente dolorosa
debido a su insolubilidad, por su toxicidad puede matar a uno de cada veinte
pacientes tratados. Sin embargo, a pesar de los extremos efectos colaterales, el
melarsoprol permanece como uno de los medicamentos mas ampliamente usados
para tratar las fases avanzadas de la enfermedad del suefio. Pese al hecho de
que en algunas areas de Africa este ha fallado para curar en 25 a 30% de los
pacientes debido a la resistencia que ha desarrollado el parasito al medicamento.

Eflornitina. Este medicamento es mas seguro, es la alternativa mas efectiva al
melarsoprol para el tratamiento de las etapas avanzadas de la infeccién por
tripanosoma brucei Gambiense con menos efectos colaterales. Las propiedades
tripanocidas de la eflornitina fueron descubiertas por la oportunidad y el
espectacular suceso de ver empujadas a las personas fuera del coma, incluso se
llegé a llamar el medicamento de la resurreccion. Sin embargo, los fabricantes
dejaron su produccion en 1995 por razones de rentabilidad. La infeccion primero
afectd a los pobres quienes no pudieron pagarlo.
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En 2001, seguido de varios afios de presion internacional publica encabezada por
Medecins Sans Frontieres (Medicina sin Fronteras) y por la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), el productor original finalmente reanudo6 la produccion de
eflornitina para alcanzar el estimado de produccién para cinco afos y para
contribuir financieramente con los programas de investigacion en enfermedad del
suefio de la OMS. Ademas, el productor también estuvo de acuerdo en transferir
tecnologia y proveer de asistencia técnica a los manufacturadores del

medicamento a largo plazo.

La enfermedad del suefio también se puede prevenir mediante un control efectivo
de la mosca tsetsé. La mosca tsetsé femenina solo produce aproximadamente 10
larvas durante su corto periodo de vida, asi que en teoria la prevenciéon de la
expansion de la enfermedad del suefio mediante este método podria ofrecer una
alternativa efectiva. Los métodos tradicionales incluyen la eliminacién de arbustos
para la destruccion del habitat de la mosca, fumigar con insecticida por aire o

tierra.

Medicamentos usados en el tratamiento de la tripanosomiasis humana

africana o enfermedad del sueno.

i Tripanosomiasis africana Tripanosomiasis
Fase / linea )
del oeste africana del este
Primera linea .- Suramina
Fase temprana o Pentamidina
rimaria . "
P Segunda linea Eflornitina o melarsoprol Melarsoprol
Primera linea Melarsoprol Melarsoprol
Fase tardia o
. Nifurtimox combinado con
ndari . "
secundaria Segunda linea Eflornitina Melarsoprol

10
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Algunas cuestiones fundamentales sin respuesta acerca de la tripanosomiasis
humana africana.

1) ¢Como es que los tripanosomas invaden el sistema nervioso?

2) ¢Como es que la infeccion mata?

3) ¢Como hacemos para que los mecanismos recién descubiertos de
resistencia hacia los medicamentos que han sido identificados en modelos
de laboratorio sean traducidos en herramientas utiles para el manejo de
pacientes infectados?

4) ¢Como deberian ser seleccionadas las moléculas objetivo de los estudios
bioquimicos para que sean disefiados nuevos medicamentos?

5) ¢Como pueden ser efectivamente combinados en los niveles local, nacional

e internacional los esfuerzos en contra de la enfermedad en Africa? ("

Avances sin precedentes se han dado en los ultimos 21 afios en la comprension
de la biologia del tripanosoma Africano, avances que han sido acompanados de
un lamentable progreso en la explotacion de esta informacion y en el desarrollo de
nuevos medicamentos. Sin duda, que el inhibidor de la ornitindescarboxilasa,
eflornitina, fue certificado para el tratamiento de fases avanzadas de
tripanosomiasis gambiense en 1990 después de los primeros reportes del
tratamiento en 1984. El bajo indice de severidad y de efectos adversos
comparados con aquellos provocados por el melarsoprol lo llevé a ocupar el lugar
de medicamento de primera linea en el tratamiento de la enfermedad en su fase
avanzada. Sin embargo, las dificultades en su manufactura, las altas dosis
requeridas y la necesidad de infusiones intravenosas prolongadas, hicieron de la
eflornitina cara y dificil de distribuir y administrar en las zonas rurales de Africa. Su
disponibilidad como tripanocida depende del compromiso hecho por Medecins
Sans Frontieres y la Organizacion Mundial de la Salud con la compadia
farmacéutica Sanofi-Aventis. Ningun otro medicamento ha sido certificado en los
ultimos 21 afos. Durante este tiempo, no obstante, la incidencia de
tripanosomiasis humana Africana se ha incrementado claramente, y aquellos
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ocupados en el tratamiento de esta enfermedad tuvieron que intentar mejorar el

uso de los medicamentos disponibles certificados.

Los estudios de farmacocinética del melarsoprol han llevado a pruebas exitosas

de 10 dias de tratamiento (comparados con los normales 21-35 dias) mejora la

docilidad del paciente y reduce los gastos de hospitalizacién. Combinaciones de

pentamidina y eflornitina se encuentran bajo pruebas de

incrementa la preocupacion del

melarsoprol en algunos casos de HAT.

creciente fracaso en el

laboratorio. Se

tratamiento con

Nuevos medicamentos en desarrollo clinico o preclinico para Tripanosomiasis y

Leishmaniasis

(a)

Miltefosina: es una alquilfosfocolina,
originalmente desarrollada como
agente anticancerigeno. Ha sido

Oo desarrollado por Zentaris, OMS y TDR
para el tratamiento de LC y LV.
(b)
F
F 0] Eflornitina: difluorometilornitina, es
un inhibidor irreversible de la ornitin
descarboxilasa y de la biosintesis de
HoN OH poliamina, que fue desarrollada
NH, originalmente como agente

anticancerigeno pero que ahora es
usado en la fase 2 del tratamiento de
la infeccion por tripanosoma brucei
Gambiense.

Diamidina: DB289 es un
promedicamento de 2,5-bis(4-
aminodifenil)furano (DB75 o
furamidina) y esta actualmente en la
fase Ill de pruebas clinicas para el
tratamiento de la fase | por infeccion
de tripanosoma brucei Gambiense en
Africa Central (en desarrollo con la
Universidad del Norte de Carolina y el
consorcio Gates)
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(d)

— /N
N/N N~N /\O\
OH
DO0870 OCH,CF,CHF,

(0]
—\ )L Me
,,,,, —o—< >—N N—< >—N N
' p— 3 S-OH
Me

SCH56592 (Pozaconazol)

BMS-207,147
(Ravuconazol)

N Cl

UR-9825

Nuevos derivados del triazol son

inhibidores de tripanosoma cruzi
esterol C14a esterol dimetilasa que
tienen una potente actividad selectiva
y propiedades farmacocinéticas.
Pueden erradicar el parasito en
modelos animales de las fases
cronica y aguda de la enfermedad de
Chagas. Estos  derivados  se
encuentran ahora en desarrollo como

agentes sistematicos antifungicidas
(66)
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(K777) es un inhibidor especifico e
0] irreversible de cruzipain, es una

/ \ NH S proteasa esencial de la cisteina
Me—N  N_ NH” ¢ NN

\ / \l(lj’ (|)| 0 presente en todas las fases de la
enfermedad por T. cruzi. K777 mata al
K-777 T. cruzi in vitro e in vivo.

Solo un medicamento para el tratamiento de HAT se encuentra actualmente bajo
pruebas clinicas. El promedicamento DB289, para uso oral, se transforma
sistematicamente en otra diamidina (DB75) que es activa contra la enfermedad en
su fase temprana. La barrera de sangre del cerebro para pacientes en posteriores
etapas de la enfermedad, sigue siendo un fuerte obstaculo para que los parasitos
se alojen en el interior de él. El numero de diamidinas que han surgido es
extraordinario por el consorcio entre la Universidad del Sur de Carolina y el
financiamiento de la Fundacion Gates, también se espera que otros
promedicamentos que muestran actividad en las ultimas fases de la enfermedad
pasen al desarrollo clinico.

Los tripanosomas son altamente sensitivos a compuestos nitroheterociclicos
selectivos. Debido a que nitrofurano, nifurtimox y nitroimidazol y benzimidazol
estan certificados para usarse contra las infecciones de tripanosoma cruzi, se han
hecho esfuerzos para extender su uso contra la Tripanosomiasis Africana.

2.1.2 Leishmaniasis

Los mamiferos no humanos son los reservorios de esta infeccién que se transmite
al hombre principalmente por la picadura de las hembras del flebétomo infectadas.
Los promastigotes libres, flagelados extracelulares, que viven en el tracto
gastrointestinal del insecto vector son inoculados en el huésped, donde son
fagocitados por los monocitos tisulares. En el interior de estas células se
transforman en amastigotes redondeados que se localizan intracelularmente en
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los fagolisosomas. El desarrollo de una enfermedad localizada o sistematica
depende de la especie o subespecie del parasito infectante, la distribucion de los
macrofagos infectados y de la respuesta inmunologica del huésped. Segun la
extension del compromiso sistematico y la gravedad clinica, la leishmaniasis
humana puede ser clasificada en las formas cutdnea, mucocutanea y visceral

(kala azar) ).

Medicamentos contra la Tripanosomiasis Americana (Enfermedad de
Chagas) y Africana (Enfermedad del sueio)

No existe medicamento efectivo para la Tripanosomiasis Americana, aunque el
Bayer 5205 (Nifurtimox) puede aliviar temporalmente a algunos pacientes con
tripomastigotos en la sangre. La tripanosomiasis Africana se ha tratado
principalmente con suramina soédica (Germanin) o isetionato de pentamidina
(Lomidine), la primera preferentemente para la Gambiense y la segunda para la
Rhodescience ©.

La enfermedad avanzada ya con afeccion del sistema nervioso central requiere
melarsoprol (MelB), asi como de suramina o triparsamida en presencia de
parasitemia en infeccion activa de los ganglios linfaticos. Para cada una de estas
enfermedades existe un numero muy limitado de medicamentos; sin embargo,
muchos de éstos tienen graves efectos colaterales, algunos son muy toxicos,
mientras que otros tienen una actividad muy incierta en cuanto a la eliminacién

total del parasito.

Es claro que se esperan medicamentos cada vez mas efectivos contra la

enfermedad y de efectos colaterales nulos o minimos en el paciente.
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2.1.3 Quimioterapia para el tratamiento de Tripanosomiasis vy
Leishmaniasis

Es mas que decepcionante y para reflexionar que la quimioterapia para la
tripanosomiasis humana Africana y la Enfermedad de Chagas es dificiimente
diferente hoy a como lo fue hace 21 afios. Los medicamentos usados para el
tratamiento de ambas enfermedades, con todo y sus problemas de toxicidad
asociados, efectividad variable, administracion parenteral, y largos tratamientos,

siguen siendo los mismos ahora que en ese entonces.

Medicamentos en uso y a prueba en 1985 y 2005

Leishmaniasis (tipo) 1985 2005
Medicamentos

Fase de prueba
Leishmaniasis visceral

Medicamentos de primera | Estibogluconato de sodio Estibogluconato de sodio
linea (Pentostam), antimoniato de (Pentostam, estibogluconato de
meglumina (Glucantime); sodio genérico ), antimoniato de
Anfhotericin B (Fungizone) meglumina (Glucantime)
Pruebas clinicas Pentamidina Anfhotericin B (Fungizone)
Alopurinol (Fase ) Liposomal amfotericin B
(AmBisome)
Pentamidina

Miltefosina (oral, faselV,
registrado en India)
Paromomycin (Faselll)
Sitamaquine (oral, fase Ill)
Otras formulaciones de
Amfotericin B

Leishmaniasis cutanea

Medicamentos de primera | Estibogluconato de sodio Estibogluconato de sodio
linea (Pentostam), antimoniato de (Pentostam), antimoniato de
meglumina (Glucantime); meglumina (Glucantime)
Anfhotericin B (Fungizone)
Pentamidina
Pruebas clinicas Paromomycin (férmula tépica, Anfhotericin B (Fungizone)
fase II) Pentamidina
Alopurinol ribosido (Fase Il) Paromomycin (férmula tépica)

Miltefosina (oral, fase Ill)
Paromomycin (otra féormula
tépica, fase Il)

Imiquimod (inmunomodulador
tépico, fase Il)
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Tripanosomiasis humana
Africana

Fase hemolinféatica

Medicamentos de primera | Pentamidina Pentamidina

linea Suramina Suramina

Pruebas clinicas DB 289 (Fase IllI)

Fase del sistema

nervioso central

Medicamentos de primera | Melarsoprol Melarsoprol

linea Eflornitina

Pruebas clinicas Nifurtimox en combinacién con

eflornitina (Fase IlI)

Enfermedad de Chagas

Fase aguda Benzimidazol; nifurtimox Benzimidazol; nifurtimox
Pruebas clinicas Alopurinol (fase aguda, fase II) Benzimidazol (fase intermedia)

Antifungal triazoles
Medicamentos en (posoconazol, ravuconazol,
desarrollo preclinico TAK-187)

Inhibidor cruzipain (K777)

Solamente en el tratamiento de la leishmaniasis es que se han logrado algunos
claros avances, aunque muchos de estos han sido dolorosamente lentos y se han
basado en estudios y pruebas de principios establecidos hace 21 anos.
Considerables avances en la validacién y caracterizacion de los compuestos
objetivo y en nueva quimica, estan ahora haciendo la diferencia y ofrecen una
nueva esperanza para los proximos afos. Si este conocimiento hace buena pareja
con el mejoramiento de los modelos de procesos de desarrollo de medicamentos,
aunado a las oportunidades de financiamiento, es posible colocar los
medicamentos a base de antimonio y arsénico en los estantes de un museo de
una vez por todas.

Medicamentos para tratamiento de Leishmaniasis

De los estandares de medicamentos recomendados hace 20 afos, los
pentavalentes de antimonio son ahora casi obsoletos en la India debido a la
resistencia que presentan los parasitos, pero siguen siendo utiles en el resto del

mundo donde la introduccion de marcas genéricas de medicamentos ha reducido
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los costos. Amfotericin B, un medicamento de segunda linea en 1984, se ha
movido a la vanguardia en la India. En 1979, grupos en Londres y Liverpool
mostraron que la encapsulacion de medicamentos a base de antimonio en los
liposomas, incrementaba la eficacia antileishmania en modelos experimentales de
leishmaniasis viceral (LV). Para 1985, habia sido adoptada (aunque poco después
abandonada) por Wellcome para el desarrollo de la formulacién del liposoma
estibogluconato de sodio, y quedé demostrado que los liposomas de Amfotericin B
trabajaban en los modelos experimentales de LV y leishmaniasis cutanea (LC).
Una variedad de formulaciones de lipidos de Amfotericin B, se desarrollaron de
manera independiente durante los 80°s para tratamiento de micosis sistémicas en
pacientes inmunocomprometidos que también probaron ser efectivas en el
tratamiento de la leishmaniasis. Una de estas (la preparacién liposomal
AmBisome, la cual se mostré primero para la cura de un caso de LV en 1991) es
registrada para el tratamiento de LV, y una sola dosis de 5 mg/kg demostré una
curacion del 90% de pacientes. Los altos costos limitan el uso mas amplio de
AmBisome para los tratamientos. La paromomicina, originalmente un
aminuglucosido de suministro oral para el tratamiento de infecciones intestinales,
también demostro efectividad como tratamiento tépico para LC por 1985 y como
un medicamento parenteral para LV en 1990. Sorprendentemente, este fue
tomado hasta el 2005 para pruebas clinicas en fase lll para paramomicina en
contra de LV para ser completada en la India (una reflexién acerca de los limitados
fondos disponibles). Para LC aun permanece la investigacion mas efectiva y
formulaciones topicas menos irritantes que aquellas originalmente desarrolladas, y
algunas se encuentran experimentando bajo pruebas clinicas. Como con la
paramomicina, la actividad antileishmaniasis de la miltefosina fue identificada en
Wellcome y, de nuevo, su actividad fue probada por 1995. Este lisofosfolipido
analogo, un sorprendente antiprotozorio fue descubierto mas por casualidad que
por disefo, es el primer tratamiento oral producido para LV, es efectivo contra LC
y ha sido registrado para tratamiento de condiciones patoldgicas en India (en
2002) y Colombia (en 2005).
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Una variedad de investigaciones nos lleva a los recientes reportes de nuevos
compuestos con promisoria actividad in vivo:
i) en rutas bioquimicas como la biosintesis de isoprenoide, destaca la
identificacion de biofosfonatos anti leishmania
ii) en la investigacion de productos naturales destaca la identificacion de
maesabalidas
iii) y en derivacién quimica destaca la identificacién de nuevas quinolinas.

2.1.4 Resistencia a farmacos

Leishmaniasis

El tratamiento elegido estd basado en compuestos que contienen antimonio
pentavalente, el cual probablemente actua por inhibicién de las rutas metabdlicas.
La quimioterapia antimonial ha sido usada contra la leishmaniasis por 50 afos,
pero la resistencia a estos se ha extendido en algunas regiones y ha alcanzado
proporciones epidémicas en la India. Mas alarmante resulta el repentino aumento
de la co-infeccion HIV-leishmaniasis. Un numero de medicamentos de segunda
linea incluyen la pentamidina, aminosidina, paromomicina, amfotericin B,
miltefosina, itraconazol y alopurinol. Algunos de estos son usados con antimonio,
en pruebas clinicas unicamente en severa co-infeccién y con moderacion dado su
costo y toxicidad. Para estos medicamentos la resistencia in vitro ha sido

demostrada, asi como en un principio se espera que ocurra en la practica '?).

Tripanosomas

Estos tripanosomas son transmitidos a los humanos mediante el piquete de
insectos chupadores de sangre, por la cual los parasitos invaden y proliferan en el
sistema sanguineo, eventualmente alcanzan el sistema nervioso central cruzando
la barrera de sangre del cerebro con el fatal resultado en los casos de la

enfermedad del suefio (2.
Los programas de control para atacar a la mosca tsetsé y los tripanosomas, casi

erradicaron el parasito del sub-Sahara Africano en los afios 60°s pero este ha
resurgido en los 90°’s con aproximadamente 500,000 casos por afo. Los
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tripanosomas africanos son facilmente cultivables, clonables y son favorablemente
manejados genéticamente, asi como los genes silenciados por el RNAi. El
proyecto de secuenciacion del genoma del tripanosoma brucei esta bajo la
conduccion de TIGR y el Instituto Sanger. El primer tripanocida sintético,
suramina, desarrollado del Tripan Red muerto, por Ehrlich (1907), se usa aun hoy

en dia con compuestos arseniosos y diamidinas (Williamson 1970) .

Tripanosomiasis Sudamericana (Enfermedad de Chagas)

En 1985, el fendbmeno auto inmune es el factor primario en la patologia asociada a
la fase cronica de la Enfermedad de Chagas. Recientes investigaciones
puntualizan la persistencia del parasito, asociado con una respuesta inmune
desbalanceada que puede incluir reacciones autoinmunes generando continuas
respuestas inflamatorias y tejidos infectados, que son las lesiones que
caracterizan la fase cronica de la Enfermedad de Chagas. Estos descubrimientos
indican que la eliminacion del tripanosoma cruzi de pacientes infectados es un
prerrequisito para detener la evolucién de la enfermedad y para prevenir las
irreversibles consecuencias de larga duracion. Desafortunadamente, a pesar de
los impresionantes avances en el entendimiento de la biologia del tripanosoma
cruzi, los unicos medicamentos actuales disponibles en contra de estos
organismos son aquellos que fueron certificados hace 21 afios: nifurtimox y
benzimidazol, que fueron desarrollados empiricamente en los 60’s y 70’s. Estos
compuestos son activos en la fase aguda de la Enfermedad de Chagas (arriba del
89% de eficacia) y el benzimidazol, que también lo es para infecciones cronicas
tempranas pero con limitada eficacia en contra de la enfermedad en la fase
cronica declarada, sin embargo, los efectos colaterales de estos medicamentos,

nifurtimox y benzimidazol, son muy severos.

Entre los agentes mas avanzados en desarrollo estan los nuevos derivados de
triazol, que son inhibidores especificos de la biosintesis de ergosterol cuya funcion
es al nivel del C14a de la esterol demetilasa. Inhibidores del cruzipain (una
proteasa esencial especifica para el parasito) y N-alquil-bisfosfonatos inhibidores

de la farnesil-pirofosfato-sintasa que de manera selectiva se van acumulando en
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los acidocalcisomas del parasito, son compuestos que rapidamente han avanzado

al desarrollo preclinico.

Otros compuestos promisorios son los inhibidores del metabolismo y sintesis de
tripanotion, inhibidores de la hipoxantina-guanina-fosforibosil-transferasa y los
nuevos inhibidores de la biosintesis del ergosterol cuya funcién es a nivel de
escualeno-sintetasa u oxidoescualeno-ciclasa, que también estan en investigacion

experimental preclinica.

En los pasados 21 afos se han visto considerables avances en el conocimiento de
la bioquimica y biologia celular de tres agentes patdgenos que producen
leishmaniasis y tripanosomiasis, estos avances estan ejemplificados por la
reciente publicacion de la secuencia del genoma de estos organismos. Sin
embargo, el descubrimiento y desarrollo de nuevos medicamentos también
requiere la contribucion de disciplinas como la quimica, farmacologia, toxicologia y
farmacéutica para complementar estos avances en biologia molecular, para
posteriores desarrollos de adecuados modelos de las enfermedades y métodos
para llevar los posibles medicamentos a estudios preclinicos, problema
identificado también para otras enfermedades.

Un costo aproximado para el desarrollo de una nueva medicina para el mercado
actualmente es de 800 millones de ddélares, miles de compuestos son probados
para tratamientos individuales, antes de que se obtenga un nuevo medicamento

seguro, efectivo y se pueda comercializar.

El costo del desarrollo de medicamentos para enfermedades por infecciones
tropicales debe ser significativamente bajo. EI aumento en la concientizacién de
esta situacion nos debe llevar a la creacién de asociaciones sin fines de lucro para
el desarrollo de medicamentos, como lo es la iniciativa de Drugs for Neglected
Diseases, Medicines for Malaria Venture o el Institute for One World Health que,
junto con la OMS, Tropical Diseases Research Programme TDR, COST, Actia e

IOCD, con el objetivo de direccionar este desbalance en el mundo de la
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investigacion biomédica y coordinar esfuerzos. El propdsito es el proponer
modelos alternativos de medicamentos, acogiendo la cooperacién efectiva entre
los sectores publico y privado, incluyendo grupos de paises endémicos en los
cuales la investigacion y servicios en salud estan financiados y dirigidos por el

sector publico con un costo mas bajo de produccion y servicios.®

2.1.5 Actividad antiprotozoaria en fosfolipidos analogos

El interés en fosfolipidos analogos como agentes quimioterapéuticos resulta del
trabajo de Munder y colaboradores seguida de su investigacion en actividad
inmunomoduladora de lisofosfatidilcolina (LPS). Debido a que esta tiene una corta
vida en sistemas bioldgicos, por la escision de fosfolipidos por accion de
aciltransferasas, es que se han sintetizado mas compuestos. Algunos de estos
compuestos se establecieron para inhibir la proliferacion de células tumorosas.
Otros analogos de LPC fueron sintetizados por otros grupos de investigacion como
compuestos potencialmente antitumorales y diferentes metabolismos de lipidos y
fosfolipidos asi como su estructura y composicion fueron explorados en células
normales y neoplasticas. Estudios de requerimientos de estructuras minimas de
eter-fosfolipidos para actividad antineoplasica revela sitios de fragmentacion o
escision esencial para fosfolipasa C y D, la eliminacion del enlace del glicerol nos
lleva a la sintesis y pruebas de alquilfosfocolinas contra células tumorosas. La
formulacién de hexadecilfosfocolina (HPC, miltefosina) fue aprobada en agosto de
1992 para el tratamiento tépico de metastasis en piel. El descubrimiento de
estructuras de éter-lipidos del factor platelet-activating (PAF) también causé gran

interés en la sintesis y actividad de fosfolipidos.

Los primeros reportes de actividad antiprotozoaria de los fosfolipidos analogos en
los 80°s contra Tetrahymena pyriformis y Leishmania Donovani ocurrié al mismo
tiempo que su desarrollo como medicamentos anticancerosos. Asi se aprendid
sobre la actividad antiprotozoaria de dos grupos de fosfolipidos analogos. En
primera, alquilglicerofosfocolinas (AGPCs) que poseen un enlace glicerol
sustituido en la posicion sn2 es ejemplificado por rac-1-O-octadecil—2-O-metil-

glicero-3-fosfocolina  (ET-18-OCHj;, edelfosina), y en segunda, Ilas
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alquilfosfocolinas (APCs) en las cuales la fosfocolina es esterificada directamente
con alcoholes de cadena larga sin glicerol, ejemplificado por hexadecil-fosfocolina
(miltefosina).

Estructuras de fosfolipidos analogos

Il
a) Hexadecilfosfocolina (\CH )/\O/II’\O /\/N@\
2)14
es representativo de alquilfosfocolina. Oo |
MILTEFOSINA

b) 1-O-octadecil—2-O-metil-glicero-3-
fosfocolina (ET-18-OCHj3) I Il

o
(EHZ_S_(CHZ)IS
HiC—0-CHy¢—H @ |

CH2\ /Il)\o/\/ | N

c¢) 1-hexadecil-mercapto-2-metoximetil-
sn-glicero-3-fosfocolina (BM 41.440)

ILMOFOSINA O

CH;

d) 1-O-hexadecil/octadecil-2-acetil-sn-
. . CH,—O—(CHy)15.17
glicero-3-fosfocolina (PAF) I

b) ¢) y d) son representativos de I Il

0 CH P N®
alquilglicerofosfocolinas (AGPCs) No7 107 N |
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Estudios iniciales en Leishmaniasis por Achterben y Gercken mostraron que
algunos AGPCs tuvieron actividad contra el promastigoto forma extracelular de L.
Donovani mientras que Croft et al. Mostraron que una serie de APCs , incluyendo
hexadecilfosfocolina (miltefosina) tuvieron actividad en contra de la forma
intracelular amastigoto de L. Donovani tanto in vitro como in vivo. Estudios
subsecuentes extendieron la informacion en la actividad antileishmaniasis de los
fosfolipidos analogos incluyendo otros AGPC’s edelfosina, ilmofosina y SRI-
62,834 que alcanz6 el nivel de experimentacidn bajo pruebas clinicas para el
tratamiento de cancer, contra L. Donovani y contra otras especies de

leishmaniasis.

Los fosfolipidos analogos, desarrollados como medicamentos, han obtenido
recientemente el estatus de medicamentos antiprotozoarios promisorios,
comentario editorial seguido de la publicacion de resultados de las pruebas
clinicas de la fase Il de la aclamada miltefosina como el medicamento oral mas
esperado para el tratamiento de la leishmaniasis visceral. Seguida de la exitosa
fase lll de pruebas, la miltefosina fue registrada en la India para el tratamiento de
la leishmaniasis visceral el 15 de marzo de 2002. La actividad oral
antileishmaniasis de este medicamento fosfolipido sirvid para poner atencion en
esta nueva clase de compuestos como antiprotozoarios. No hay evidencia de que
este compuesto sea el optimo contra leishmaniasis, hay pocos estudios para su
mejor formulacién y estudios no publicados acerca de la combinacion de
medicamentos. Toxicidad y teratogenicidad permanecen como problema
(Sindermann 2002), la miltefosina no deberia ser el fin de esta linea de
investigacion. En adicion, aunque potenciales mecanismos de accidén antitumoral
de miltefosina y otros fosfolipidos analogos se han elaborado, en el presente no
hay una indicacién clara de como estos medicamentos ejercen su actividad
antiprotozoaria. Las variaciones en la actividad antileishmania y antitripanosoma
en la célula de éstos compuestos pueden proveer de herramientas para descubrir

su mecanismo (0 mecanismos) de accion antiprotozoaria.
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Hace mucho que los compuestos analogos de fosfolipidos han demostrado
claramente su toxicidad selectiva contra Leishmania y tripanosoma cruzi. Los
estudios in vivo contra tripanosoma cruzi han sido limitados y merecen una

atencion mas alla .

2.1.6 Metabolismo de tripanosomas

Los tripanosomas exhiben un mecanismo de supervivencia muy particular, la total
dependencia del aprovechamiento de la energia liberada (ATP) adenosin
trifosfato, en el proceso de la glucélisis en el punto en que se forma piruvato, por lo
que esto se puede aprovechar para la busqueda de nuevos farmacos, esto es, que
las enzimas encargadas de capturar la energia sean inhibidas, dichos inhibidores
deben exhibir una afinidad minima para las enzimas equivalentes en el ser
humano.

En tripanosoma brucei, las enzimas involucradas en el metabolismo de glucdlisis y
glicerol se encuentran en un organelo llamado glicosoma.

Las enzimas fueron purificadas y caracterizadas exhaustivamente, la estructura de
dos de éstas enzimas han sido elucidadas por cristalografia de Rayos-X,
glicosomal-triosafosfato-isomerasa y gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa .

En este documento sélo se considera el diseno de inhibidores selectivos de la

glicosomal-triosafosfato-isomerasa (g-TIM) del Tripanosoma brucei.

Para lograr un estudio con bases cientificas y de resultados promisorios, se
escogieron las enzimas del paso glicolitico de los tripanosomas, como posibles
blancos para el disefio de nuevos y mejores medicamentos, basandose en un
estudio racional sobre el conocimiento detallado de las diferencias entre las

enzimas de los tripanosomas y su contraparte homaologas en el hombre.
Purificacion de enzimas glicoliticas

Después de muchos esfuerzos se ha logrado desarrollar un sistema rutinario de
purificacion de nueve enzimas glicosomales y algunas isoenzimas citosdlicas para
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poder lograr estudios enzimoldgicos, produccion de anticuerpos y experimentos
para cristalizacion de proteinas. El grupo que mas enzimas ha consumido es el del
profesor W. Hol de la Universidad Estatal de Groninger, Holanda, (actualmente en
la Universidad de Washington, U.S.A.)® que mediante cristalizaciéon y
subsecuente analisis de Rayos-X, elucidaron sus estructuras.

Los resultados experimentales enfatizan la importancia del sitio de unién del
fosfato, con esto, como punto clave, varias moléculas se han modelado dirigidas al
sitio activo de la g-TIM (glicosomal-triosafosfato-isomerasa) en la posiciéon de los
residuos de aminoacidos 400-402 donde hay una diferencia significativa en los

residuos entre el tripanosoma y la enzima humana.

Esto los llevé a la elucidacion de una molécula, que estructuralmente fue el
modelo a seguir para la sintesis, iniciando con esta estructura, se han utilizado
varias bases de datos de compuestos organicos para hallar posibles candidatos
inhibidores. Una busqueda en Chemical Abstract Search (CAS) de uno de los
fragmentos de la molécula modelo, dio como resultado a seis posibles candidatos

iniciales.

Triosafosfato-isomerasa

Del tripanosoma brucei, TIM fue la primer enzima del parasito cristalizada vy
resuelta su estructura tridimensional. Esta enzima cataliza la conversion reversible
de triosa fosfatos, DHAP y GA3P. En su forma en el torrente sanguineo, la enzima
es localizada principalmente en el glicosoma y representa menos del 0.04% del
total de la proteina del tripanosoma. En general, se han descrito pocos inhibidores
de TIM. La enzima del tripanosoma es inhibida por sulfato, fosfato, arseniato y por
2-fosfoglicolato. También, parece que la suramina se liga a la TIM del tripanosoma
brucei, y hay alguna evidencia de que la suramina puede intervenir en la formacién
de la forma activa homodimérica de la enzima. Aunque no existe argumento
tedrico para sugerir que la inhibicion de la enzima pueda llevar a la muerte del
parasito, los experimentos de Sandra Helfert, demuestran que la TIM es también

una enzima vital y por lo tanto puede ser un buen objetivo para atacar con
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medicamentos. TIM es la unica enzima glicolitica encontrada en los glicosomas
por lo que no se ha reportado mas alla sefial de importacion de perdxisoma. Se ha
estudiado esta importacion de glicosoma y se ha mostrado que 21 péptidos
internos de aminoacidos grandes tiene la habilidad de recorrer y reportar proteina
a los glicosomas. El reemplazo de este péptido por la correspondiente TIM
levadura detiene completamente la importacion. Se propuso que este péptido
expuesto a la superficie de la proteina nativa, es mediador de la interaccion de la
TIM con otra proteina que hace el transporte a PTS. La importacion de la TIM

dentro de los glicosomas deberia entonces ser un proceso de retroalimentacion.

Gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa

Todos los tripomastidae estudiados, incluyendo tripanosoma brucei, tienen 2
isoenzimas separadas, una en el citosol y otra en el glicosoma. Mientras que la
enzima glicosomal es directamente involucrada en la glicdlisis, la funcion de la
isoenzima citosolica aun no es clara. La isoenzima glicosomal es inhibida por un
inhibidor que contiene epoxido GAPDH, pentalenolactona, y por suramina,
gossypol y acido agaricico. Aunque el sitio sustrato-anclaje es bien conservado, ha
sido posible para sintetizar epoxido o analogos que contienen alfa-enona que,
selectiva e irreversiblemente, inhiben no solamente a la enzima, sino también el
crecimiento del tripanosoma en un sistema de cultivo in vitro. Se han resuelto las
estructuras tridimensionales para enzimas de tripanosoma brucei, cruzi y
leishmania mexicana. Esto ha revelado un sitio de anclaje del cofactor del NAD el
cual tiene unas diferencias interesantes responsables de una reducida afinidad por
este cofactor. Se han sintetizado varios analogos de la adenosina altamente
selectivos que quedan estrechamente colocados en el sitio de anclaje del NAD de
la enzima del tripanosoma, pero que no se anclan al correspondiente sitio del
homologo mamifero. Algunos de estos compuestos tienen una gran selectividad
para las enzimas glicosomales de los tres tripanomastidos e inhibe su actividad a
concentraciones de micromolar a sub-micromolar. En tripanosoma brucei estos
compuestos interfieren directamente con la glicdlisis, se ha revelado, por la rapida
inhibicion de la produccién de piruvato y su motilidad, que éstos también inhiben el

crecimiento in vitro en bajo rango macromolar. Es Interesante que estos

27



ANTECEDENTES

compuestos sean igualmente efectivos contra las formas sanguineas del
tripanosoma brucei, L. mexicana promastigotes y células como las amastigotes, y
en amastigotes intracelulares de tripanosoma cruzi. No se ha demostrado
toxicidad para las células huéspedes debajo de su solubilidad limite. Los
resultados demuestran por primera vez que, a pesar del hecho que tripanosoma
cruzi y L. mexicana se pueden pensar menos dependientes de la glicélisis que se
debe a la presencia de mitocondrias activas y la inhibicion de la glicdlisis son de
efectos letales para cada uno de estos parasitos (1%

Glicolisis de la forma del torrente sanguineo del tripanosoma. Los
metabolitos en cajas son nutrientes o productos finales del metabolismo.

Enzimas:
) Glicerol-3-fosfato-
1 |Hexoquinasa 8 .
deshidrogenasa
2 |Fosfoglucosa isomerasa 9 | Glicerol quinasa
3 | Fosfofructoquinasa 10 |Adenilato quinasa
4 |Aldolasa 11 | Glicerol-3-fosfato-oxidasa
5 |Triosafosfato isomerasa 12 |Fosfoglicerato mutasa
Gliceraldehido-3-fosfato-
6 _ 13 |Enolasa
deshidrogenasa
7 |Fosfoglicerato quinasa 14 | Piruvato quinasa
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La parte que correspondi6 a la sintesis de algunos de éstos compuestos

organofosforados es la que se llevd a acabo en el laboratorio 204 del
Departamento de Quimica Organica de la Division de Estudios de Posgrado de la
Facultad de Quimica de la UNAM.
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2.2 ANTECEDENTES QUIMICOS

2.2.1 Reacciones de acidos polifosforicos con compuestos hidroxilados.

Los acidos polifosforicos son parcialmente anhidridos de acido ortofosférico, estos
acidos pueden formar una cadena no ramificada (tipo A) o ramificada (tipo B) 6
pueden presentar una estructura ciclica que puede presentar derivaciones de

cadenas lineales (C y D) en donde el tamafio del ciclo puede variar.

@ @ 9 9 9
Al —p-0-p-0-p— B —H-O0L-OP—
OH OH OH OH O OH
Ho—F|>=o
o)
O /O\P//o Osp~"" pzO OH
C HO/‘ ‘\OH D: HO ‘ . O—Iﬁ—
o)
o\P 0 O\P \/o
HO™ ~O HO™ ~O

Este tipo de compuestos se pueden obtener, ya sea por condensacién de acido
ortofosforico mediante calentamiento (150° a 250°C ¢ incluso mas altas), o por
reaccion de pentdxido de fosforo con acido ortofosforico 12,

Estos acidos pueden reaccionar con alcoholes o fenoles, o ser preparados in situ,
por ejemplo, calentando glicerol con &cido ortofosforico a 150°-200°C. Cuando son
preparados por condensacidén térmica de H3;PO, a temperaturas relativamente
bajas (150°-200°C) los acidos polifosforicos producidos presentan esencialmente
cadenas no ramificadas con bajo nimero de condensacion (de 3 a 4) ). La
reaccion, estadisticamente no es pura cuando se usa un acido polifosférico lineal
no ramificado, el rompimiento de la cadena por un alcohol rinde preferencialmente

ésteres primarios.
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Reaccion del acido trifosférico (HsP301¢) con un alcohol.

R
HO—Il’—O—El’—O—}l’—OH
OH OH OH

HOR

i T 0 o 0 0
RO—Il’—OH Ho—1|>—o—1|>—0H HO—{’l—O—g—OH HO—}l’—OH

OH OH OH (')H (')H OH

lHOR HOR

i

[l [l _p—
HO—}l’—OH RO—Il’—OH HO If OH
OH OH ﬁ OH

2 R0—1|>—0H

[l
OH RO—Il’—OH

OR

Reacciones globales:
HsP301 + 2ROH — > 2(RO)PO3H; + H3PO,4 (mayor proporcion)

HsP301 + 2ROH ——  (RO),PO2H + 2 H;PO4  (menor proporcidn)

Las reacciones con acido polifosféorico son generalmente realizadas por
calentamiento de un alcohol puro en exceso o en solucion etérea con el acido en

un bafo de agua.

Después de completar la reaccion, de algunas horas, la reaccion es cesada con
agua y el éter, si esta presente, es separado por destilacion, los ésteres fosforicos
son separados del acido fosférico por neutralizacion con Ba(OH), o Mg(OH),,

cristalizando en solucion acuosa las sales respectivas de bario o magnesio.
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La esterificaciéon de alcoholes por acido fosférico 4araboso” (deshidratado) es
debida probablemente a la presencia del acido polifosférico en este producto
generalmente preparado por concentracion del acido polifosforico comercial a
altas temperaturas y/o al vacio.

Calentando los compuestos hidroxilados con acido fosférico a temperaturas por
encima de los 100°C bajo presion reducida se obtienen mezclas de ésteres
similares a la mezcla de productos obtenida por reacciéon directa con acido
polifosforico.

Los compuestos polihidroxilados dan resinas complejas, esta se puede reducir
usando sales del acido (fosfato mono ¢ disddico), puede resultar del hecho que
bajo éstas condiciones la formacion de polifosfatos mas grandes es fuertemente
reducida en tanto que se favorece mas la formacion, principalmente, de ésteres

primarios, (con el acido pirofosférico se produce unicamente, ésteres primarios).

2.2.2 Propiedades fisicas generales.

Acidez. Los esteres de acidos fosforicos, anhidrofosforicos o halofosféricos que
no contienen la funcion —OH en el atomo(s) de fésforo son neutros, con la
excepcion por supuesto, de derivados que presentan radicales organicos que
contienen funciones libres acidas o basicas. En el caso de los derivados anhidros
o halofosforicos, la solvdlisis que generan las funciones —OH en el atomo de
fésforo deben ser excluidas.

Los fosfoclorhidratos y bromhidratos bajo condiciones de hidrdlisis o alcoholisis
producen funciones acidas. Derivados anhidro de acidos fosforosos son
generalmente estables en medio neutro y frecuentemente en medio alcalino pero
son facilmente descompuestos en medio acido. Acil-fosfatos son hidrolizables a

cualquier pH y presentan generalmente un maximo de estabilidad en pH 4-5.
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Grupos fésforo-fluorhidrato son hidrolizables so6lo suavemente. Esteres ciclicos
con anillo de cinco miembros son rotos rapidamente, aquellos con grandes anillos
son relativamente estables en medio neutro.

Los ésteres parciales de acidos fosféricos y polifosféricos son fuertemente acidos,
dibasico y monobasico, respectivamente. En la serie de ésteres alifaticos la acidez
es comparada con el acido fosférico, que aumenta con la alquilacion, este
aumento es inverso al tamafo del grupo alquilo, un éster dialquilado es mas

fuertemente acido que el monoalquilado.

Esta conclusion con respecto a los derivados del acido fosforoso es la relacion
genérica de acidos fosforicos organicos- acidos fosforosos inorganicos que es
deducido por el remplazamiento de H por R antes de aquella de —OH por R.

El espectro de absorcion de infra-rojo presenta un enlace de hidrogeno, lineas
entre 1220 y 1280 cm™ y la absorcién de P-O-C es en la regién de 980-1100 cm™.

Los derivados HO-P varian en su intensidad como el resultado del enlace de
hidrogeno a cualquiera de los oxigenos del —OH (decremento de la acidez) o del
grupo P=0O (aumenta la acidez), pero factores estéricos intervienen de igual

manera.
Espectro de absorcion Ultra-violeta.

Los ésteres fosféricos simples no tienen un espectro de absorcion Ultra-violeta
muy significativo, el trietilfosfato es casi transparente entre 1260 y 1100 cm™ ('),
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Infra-rojo y espectroscopia Raman.

Frecuencias de absorcion de:

Grupo En Frecuencia
P-F (RO),POF 905-875cm’’
plegado 500-300 cm’' aprox.
P-Cl (RO),POCI 590-480 cm’"
(RO)PCI, 587 cm™' fuerte
544-420 cm™' menos fuerte
P-Br 495-320cm’™
P=0 1450-1980 cm™' muy fuerte sobre todo el rango
1320-1200 cm™" en la mayor parte de los compuestos
Los enlaces hidrégeno resultantes de la interaccion
con P-OH produce traslado de sefial de 50-80 cm™.
P-OH En acidos 2700-2560 cm™ absorcién poco  significativa,
organofosforados. desaparece con la formacién de sales, indicativo del
enlace hidrégeno tan grande como aquella de los
acidos carboxilicos C(O)OH.

Empiricamente se relacionan seis regiones con el grupo P-OH.

Frecuencia (cm™')

Observacion

I 3000-2525 (P)OH absorcién

Il 2400-2000 (P)OH absorcién

i 1900-1600 P-OH combinacién de bandas
\ 1400-1200 P-O-H deformacion
\% 1030-820 P-O-(H) absorcion
Vi 540-450 P-O-(H) deformacioén
Regién de 1030 (P)OC

Absorcion en 1242-1087 P-O-(C)

POCH; 1200-1168 P-O-C alifatico
1170-1105 P-O-CH,

1190-1087 P-O-CH

Aromatico 1242-1110 P-O-C

(O-C) absorcién

996-905 (P-O-(arilo))
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El acido metafosférico proporciona al menos un acido trifosforico ciclico, la
tendencia para formar ésteres de acidos fosforicos condensados (y principalmente
acido pirofosférico) es razonablemente alta; el uso de un exceso moderado de un
compuesto hidroxilado ayuda a llevar la reaccion hacia una mezcla de ésteres
ortofosféricos primarios y secundarios, dichas mezclas han sido usadas para la
esterificacion de hidroxiaminoacidos.

El mecanismo de ruptura del enlace del anhidrido esta aun en discusién al parecer
es probable que en un primer paso la alta polaridad del grupo fosforilo forme un
aducto de enlace de hidrogeno con el compuesto hidroxilado, dicho aducto puede
llevarse a un compuesto cuasifosfonio el cual después experimenta la ruptura
observada.

Uso de haloderivados de fosforo pentavalente.
Bajo éstos conceptos se consideraron derivados con haldégenos, 6 con halégenos
y funciones oxigenadas (O, OR).

En todos estos compuestos los halégenos reaccionan con los hidroxicompuestos
rindiendo funciones (POR), asi como los halogenuros de acilo. Con derivados de
fésforo nos lleva a mas que un atomo de haldégeno, halogenuros de ésteres
primarios o secundarios son producidos como intermediarios; algunas veces éstos
pueden ser aislados y rendiran por hidrélisis de un acido muy activo, funciones
halogenuro de acidos fosféricos mono o diesterificados.

Pentahalogenuros de fésforo e hidroxicompuestos.

Esta posibilidad se lleva a cabo mucho mas lento y en menor proporcion, la
reaccion de pentahalogenuro de fésforo con alcoholes nos lleva preferencialmente
a la formacion de halogenuros de alquilo, el cual es seguido por la accion normal
de el oxihalogenuro de fésforo resultante.

El efecto es mas pronunciado en alcoholes secundarios y terciarios. La segunda

reaccion, como se espera, es facilitada por la presencia de piridina y resulta en la
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formacion de una gama de ésteres. En algunos casos se forman

monoalquildihalofosfatos (no aislados) con la formacion de los correspondientes
monoésteres por hidrolisis.

El fenol reacciona con la formacion de halogenuros de cuasifosfonio, los cuales
normalmente no se aislan como los anteriores, pero las mezclas crudas son

tratadas con agua o solucion acuosa diluida de Aalcali para formar a los
correspondientes ésteres.

H,0

PCls+ ROH > ROP(O)(OH),
PCls + 3ROH » (RO);PO
PCls + 4ROH » (RO);PO

Haluros de fosforilo y compuestos hidroxilados.
Esta reaccion se lleva a cabo generalmente en presencia de una base organica

terciaria (B)\'® . En principio las siguientes reacciones pueden tener lugar:

a) ROH+ROCl;+ B ———» ROPOCI, + BHCI
b) 2ROH + POCl3 + 2B ————» (RO),POCI + 2BHCI
¢) 3ROH + POCl; + 38 —— (RO);PO + 3BHCI

Los haluros obtenidos mediante las reacciones (a) y (b) dan por hidrdlisis la
funcion haluro del reactivo al correspondiente acido mono o diesterificado,
(OH).P(O)RO y (RO),P(O)OH, respectivamente.

Las reacciones con el halogenuro de fosforilo se realizan generalmente en un
solvente inerte a temperatura ambiente 6 menor.

La hidrdlisis de halogenuros de ésteres fosforicos primarios o secundarios puede

ser efectuada por agua a temperatura ambiente 6 ligeramente por arriba de ésta;

los ésteres secundarios requieren generalmente temperaturas mas altas que
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favorece parcialmente la hidrdlisis de los grupos éster, especialmente en medios
acidos. Mas aun, la hidrdlisis de la funcion halogenuro es mejor efectuada por
alcali diluido. Los halogenuros de ésteres ciclicos sufren apertura del anillo
durante la hidrolisis '"). Este procedimiento general es el mejor proceso de
laboratorio para la preparacién de fosfatos terciarios homogéneos de todas las
categorias.

Reacciones con hidroxi compuestos.

Los halofosfatos reaccionan como halogenuros de acido con hidrocompuestos o
sus derivados metalados. En esta forma (RO),P(O)CI con R= C;Hs, n-C3H7, iso-
C3Hy, etc. han sido utilizados para la preparacion de mezclas de ésteres fosforicos
terciarios (RO),-(R'O)PO en una extensa variedad siguiendo la reaccion general:

(RO),P(0)Cl + ROH(ROM) —— 5 (RO),(R'O)PO + HCI(MCI).

Mediante el uso del halofosfato con R facilmente escindible, la mezcla de ésteres
terciarios rendira acido fosférico monoesterificado. Los agentes fosforilantes
utilizados de esta clase con frecuencia son los derivados bencilo y fenilo.

Las funciones feniléster pueden ser escindidas mediante reflujo con Ba(OH), (las
funciones alquiléster de los acidos fosféricos generalmente no son afectadas bajo
este tratamiento) o por hidrogendlisis catalitica; el grupo bencilo puede ser
eliminado mediante el método antes mencionado.

A veces (CsHs0)P(O)CI, es usado como agente fosforilante; bajo las condiciones

apropiadas, la reaccion siguiente es favorecida:

ROH + (CgHsO)P(0)Cl, — > (RO)(CsHsO)P(O)CI + HCI

Este compuesto halofosfato puede ser usado después como agente fosforilante, o
puede ser tratado en primera instancia con Ba(OH), para la eliminacion del cloruro

de acilo y el feniléster dando el compuesto hidroxifosforilado R-OPO3H..
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Los halofosfatos del tipo (RO)P(O)Cl, pueden, por supuesto, ser usados para la
sintesis de mezclas de ésteres terciarios (RO)-(R'O),PO los cuales en su
momento pueden disponerse para una escision facil de R que pueda proveer del
fosfato secundario (R'O),PO,H.

Remocién de grupos éster.

Rupturas parciales de ésteres fosféricos secundarios o terciarios.

En general la estabilidad de los ésteres fosforicos decrece de primario (1°) a
terciario (3°). Los fosfatos terciarios pueden romperse rapido para dar ésteres
secundarios. Especialmente en la serie de los alifaticos dichas reacciones pueden
ser usadas para propositos sintéticos cuando son utilizadas soluciones alcalinas.
Los derivados alquilados son atacados incluso a temperatura ambiente, siempre
que los radicales sean moderadamente largos; el aumento de tamario en el radical

rapidamente incrementa la resistencia a la hidrolisis.

(RO);PO + N\aOH —— (RO),P(O)ONa + ROH

Las rupturas acidas son mas dificiles de controlar, y generalmente da la
degradacion progresiva de los productos hasta la formacién de acido fosférico.

Los fosfatos terciarios que contienen dos grupos fenilos o bencilos normalmente
pueden ser hidrolizados bajo condiciones suaves con acidos minerales diluidos a
temperaturas moderadamente elevadas. La remocion selectiva de un grupo en
estas condiciones se puede llevar a cabo, pero las condiciones generales pueden

ser halladas experimentalmente para cada caso.

Normalmente los ésteres secundarios son estables a una escision alcalina y un
ataque solamente ocurre claramente bajo condiciones mas drasticas. En acidos la
escision ocurre rapidamente, pero generalmente a una velocidad menor a aquella

mostrada en la degradacion de ésteres terciarios %",
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Los ésteres alifaticos primarios son estables a la hidrdlisis alcalina, pero son

(22:27) " La naturaleza de los

atacados en medio acido por calentamiento
sustituyentes es muy importante. Los grupos alquilo muestran, cuando se
hidrolizan, una curva de doble inflexion, no presentandose la hidrdlisis a pH= 8 y
presenta un maximo a pH= 4-5 y un minimo a pH= 1 con un rapido crecimiento en

soluciones mas acidas %,

El monoglicolfosfato muestra un pico maximo a pH= 3-5 | |os derivados de
glicerofosfato muestran un maximo a pH= 3 © |os fosfatos de carbohidratos
simples como diosa-fosfato, glucosa 2-fosfato y fructofuranosa 6-fosfato muestran
un minimo a pH= 2-3, un maximo a pH= 7 y un incremento continuo de velocidad
de hidrdlisis acidas mas alla de pH= 1 ®".

El tratamiento hidrolitico de glicerofosfatos, ademas de su rompimiento, involucra
la transposicion del grupo fosforilo. Esta es una reaccidn reversible
estableciéndose un equilibrio de 87% de 1-fosfatos, que se obtiene faciimente
mediante el calentamiento del glicerofosfato crudo en acidos minerales diluidos.
Este fenomeno es de gran utilidad para el aislamiento del 1-isémero puro % 23 27),

Una transposicién similar ocurre con xilosa.

2.2.3 Adicion nucleofilica de alcoholes, formacion de cetales.

Cetonas y aldehidos reaccionan en forma reversible con alcoholes en presencia
de un catalizador acido para producir acetales, (R;C(OR’),).

0) OR'
‘ ‘ catalizador H™ |
c_+ 2ROH C + H0
SN T Nop
cetona/aldehido
acetal
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Como el agua, los alcoholes son nucledfilos relativamente débiles que se unen
lentamente a cetonas y aldehidos en condiciones neutras, sin embargo, en
condiciones acidas el oxigeno del carbonilo (nucledfilo) se protona, y el compuesto
protonado que resulta es mucho mas reactivo que su antecesor neutro, de este
modo, la adicién del alcohol ocurre con rapidez.

H

/‘\ H 1
. =O® oOo

0 H-A
_ C\ PN ®
Grupo carbonilo neutro Grupo carbonilo protonado
(moderadamente nucleofilo) (fuertemente electrofilo y muy

reactivo hacia los nucleofilos)

La adicion nucleofilica inicial del alcohol al grupo carbonilo produce un hidroxiéter
llamado hemiacetal, analogo al gem-diol formado por agua. Los hemiacetales se
forman de manera reversible, normalmente con el equilibrio en favor del

compuesto carbonilico.

0] OH
/\)kH + MeOH /\)\ O/
Butiraldehido 1-hidroxibutil-metil-éter
HEMIACETAL
? OH
\/k + MeOH \A\O CH3
CH;
2-butanona 2-hidroxi-2-butil-metil-éter
HEMICETAL
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Sin embargo, con la presencia de acido puede ocurrir una reaccion posterior. La
protonacién del grupo hidroxilo, seguida por la pérdida de agua a través de un
mecanismo tipo E1, forma un cation (un ion oxonio, R30") que una entonces un

segundo equivalente del alcohol para producir el acetal.

Puesto que todos los pasos en la formacion de un acetal son reversibles, la
reaccion puede ser desplazada hacia la derecha (del compuesto carbonilico al
acetal) o hacia la izquierda (del acetal al compuesto carbonilico), dependiendo de
las condiciones elegidas. La reaccion hacia la derecha se favorece eligiendo
condiciones que eliminen agua del medio y por tanto desplacen el equilibrio hacia
la derecha. En la practica, con frecuencia esto se hace eliminando el agua por

destilacion tan pronto como se forma.

La reaccion inversa se logra tratando el acetal con un acido inorganico en
presencia de un gran exceso de agua para llevar el equilibrio hacia la izquierda.
Los acetales son compuestos extremadamente utiles, debido a que pueden actuar
como grupos protectores de cetonas y aldehidos, de la misma forma en que los
eteres trimetilsililicos actuan como grupos protectores de alcoholes.

Algunas veces sucede que un grupo funcional interfiere en las reacciones
quimicas que se intentan en otro lugar de una molécula compleja. Por ejemplo, el
tratamiento del cetoéster inicial con LiAlH4 reduciria tanto el grupo ceto como el

grupo éster, para formar un diol como producto.

No obstante, el problema puede evitarse protegiendo el grupo ceto como un
acetal. Al igual que otros éteres, los acetales son inertes frente a bases, agentes
reductores hidruro, reactivos de Grignard, y condiciones cataliticas de reduccion,
pero son sensibles a los acidos minerales. Por lo tanto, es posible inducir la
reduccion selectiva del grupo éster convirtiendo primero el grupo ceto en un
acetal, después reduciendo el éster con LiAlH4, y finalmente eliminando el cetal
por tratamiento de acido acuoso.
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4-oxopentanoato de etilo » 5-hidroxipentanona

Tratamiento del 4-Oxopentanoato de etilo

0 HO
~— OH f \O
+ )W ~
0] H
4-oxopentanoato de etilo ©
; 1. LiAIH 4
No puede realizarse 4
directamente 2. H;0
5 Y
v +
CH;CH,OH + WOH H;0 O/ \O
Metanol 0 ></\/OH

5-hidroxipentanona

En la practica, es conveniente utilizar etilenglicol como alcohol y asi formar un
cetal ciclico. El mecanismo de formacién de un cetal ciclico usando un equivalente
de etilenglicol es exactamente lo mismo que cuando se usan dos equivalentes de
un monoalcohol. La unica diferencia es que ahora los dos grupos alcohol estan en
la misma molécula y no en diferentes.

Mecanismo de formacion de un cetal catalizada por acido mediante la reaccién de
una cetona o un aldehido con un alcohol.
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ot 6 i M GoH ok
oS \H\/‘O’
H OH
()10
Ho__oH “
H\(:j/H

OH
“ HEMICETAL
ol
H. _H
 / = ,C " @(ID
H

Descripcién del mecanismo de formacion del cetal.

1) La protonacién del oxigeno carbonilico polariza fuertemente el grupo

carbonilo, y...

2) ...activa a este grupo para el ataque nucleofilico por el par no compartido

del oxigeno del alcohol.

3) La pérdida de un protén produce un hemicetal neutro como intermediario

tetraédrico.

4) La protonacion del hidroxilo del hemicetal lo convierte en un buen grupo

saliente.

5) La deshidratacion produce un ion oxonio como intermediario.

6) La adicion de un segundo equivalente de alcohol origina un cetal protonado.

7) La pérdida de un proton forma un cetal neutro como producto.
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2.2.4 Aspectos termodinamicos

La formacion de hemicetales y hemiacetales no es por lo general un proceso
energéticamente favorable, es decir las constantes de equilibrio son menores a
uno. Sin embargo, los hemicetales y hemiacetales ciclicos juegan un papel de
suma importancia en las propiedades de muchos productos naturales. Los
carbohidratos existen principalmente bajo la forma ciclica hemicetalica o
hemiacetalica.

La formacion de hemicetales y hemiacetales ciclicos de cinco o seis miembros es
consecuencia de una contribucién de la entropia mas favorable para el cambio de
la energia libre de la reaccion. Cuando una reaccién quimica alcanza el equilibrio,
la posicion del mismo refleja las energias relativas de reactivos y productos.

La constante de equilibrio K se relaciona con la diferencia de energia libre

estandar AG° entre los productos y los reactivos a través de la ecuacion:
AG° = -RTInK

En donde R= 1.99x107 kcal/mol-K(8.31x10%kj/mol-K)
T = temperatura en grados Kelvin.

K = (productos)/(reactivos)

Cuando los reactivos son de menor energia que los productos (AG®° > 0; K< 1),
entonces se dice que la reaccidn es endergdnica, En una reaccion exergodnica, los
productos son de menor energia que los reactivos (AG® < 0; K> 1). Dos
importantes parametros termodinamicos contribuyen a la diferencia de energia
libre y por tanto a la posicion de equilibrio. La entalpia, AH®, o calor de reaccion,
que esta relacionado con las diferencias en las energias de enlace entre los
productos y los reactivos. La entropia, AS°, es una medida de las diferencias de
libertad de movimiento entre las moléculas de los productos y los reactivos. Un
valor mas positivo de la entropia indica un aumento en el grado de libertad al
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transformarse los reactivos en productos. La expresion que relaciona entre si

dichos parametros es:
AG°= AH° - T AS°

El valor de la entalpia, en la mayoria de las reacciones organicas, es en general
mucho mayor que el del término T AS° y, por tanto, su contribucién a la diferencia
de energia libre es mas importante.

En consecuencia es frecuente hablar de reacciones refiriéndonos a AH®, es decir
como exotérmicas (AH® < 0) 6 endotérmicas (AH® > 0).

Cuando AH° = T AS®, situacion que ocurre con frecuencia en sistemas bioldgicos,
casi siempre se utilizan los términos exergénico y endergdnico. Aunque para la
mayoria de los &acidos carboxilicos la posicidn del equilibrio favorece a los
reactivos, la transferencia de proton es muy rapida. La diferencia de energia libre
gobierna la posicién de equilibrio, pero no la velocidad a la que el equilibrio es
establecido.

La formacion del hemicetal o hemiacetal aciclico requiere que dos moléculas, el
alcohol y el compuesto carbonilico, se pongan en contacto. Buena parte de la
libertad de movimiento que cada molécula individual poseia antes de la reaccion
se pierde. En cambio, cuando una molécula unica se cicla formando un anillo de
cinco o seis miembros, relativamente libre de tension, la pérdida de entropia es
relativamente menor. El cambio en el término T AS° es menor, lo mismo que el

efecto sobre la energia libre y sobre la posicion de equilibrio ©?.
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2.2.5 Especificaciones para el uso de resinas de intercambio idnico
Reglas para el uso de de resinas de intercambio idnico:
» Las resinas de intercambio i6nico deben ser consideradas como insolubles.
» Las resinas cationiécas en forma de hidrégeno o del acido libre debe ser
neutralizada por alcali (NaOH), y la forma de sal o de sodio de la resina
puede ser convertida de nuevo a la forma acida por el tratamiento de una

solucién acida como HCI.

» Cualquier forma de sal, asi como la del acido libre de las resinas cationicas

puede ser usada para el intercambio de cationes.

» Las formas de base libre o de —OH en las resinas anidnicas pueden ser
neutralizadas con acidos y convertidas de nuevo a la base libre con alcali.

» Cualquier forma de sal, asi como la de la base libre, de resinas anionicas
pueden ser usadas para el intercambio de aniones.

Fundamentos de intercambio iénico
v’ Las reacciones de intercambio idnico son estequiométricas: por cada gramo
de equivalente del i6n intercambiado tomado de la resina, un gramo
equivalente del i6n es desprendido de la resina de la solucion.

v' Las reacciones de intercambio idnico son, en general, reversibles.

v" Todos los grupos de iones activos en una resina intercambiadora de iones

son accesibles de cambiar su sitio por iones mas pequenos.
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v" En general, cualquier compuesto que sea ionizable y soluble es capaz de

reaccionar por intercambio ionico 2.

Datos de la etiqueta del frasco que contiene la resina de intercambio iénico:

1 x 200 SIGMA DOWEX 1 Forma iénica: Cloruro
Intercambiador idnico fuertemente basico

Cross linkage (tamafio de malla o de red) = 8%
Dry mesh (malla de red seca) = 100-200
Contenido de humedad: 37%

Este envase contiene resina intercambiadora de iones la cual no ha sido
especificamente procesada o limpiada. Sugerimos como tratamiento previo un

lavado con una solucién adecuada y lavar hasta neutralizar con agua desionizada:

NaCl + AgNO; — AgCl + NaNO3 equilibrio reversible

RSO3;Na + AQNO; —— RSO3Ag + NaNOg3 equilibrio reversible

R es la proporcidén organica de la resina y SOs- es la proporcion mévil del grupo

del i6bn activo.

Las reacciones de intercambio idnico son reversibles, con la resina en forma de

Ag+ en contacto con NaNOs la reaccion procede asi:
RSOsAg + NaNO3; 4_' RSO;3;Na + AgN03
Esta reaccion es conocida en su proceso inverso como la regeneracion.

Tipos de resinas: DOWEX 1, 2, 11, 21K son resinas de intercambio i6nico base

fuerte, todas incorporan una funcion de amonio cuaternaria.
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Resina DOWEX 1, TIPO I, basica fuerte.

H CHy

I @
—~Orgem | o

H CHs

Estas resinas, altamente ionizadas, pueden ser usadas sobre todo el rango de pH,
por lo que también son capaces de formar sales neutras con la correspondiente

base:
(RNR3)OH +NaCl ——* (RNR’3)CIl+ NaOH

Las resinas DOWEX son las resinas intercambiadoras de iones mas ampliamente

utilizadas ®%.

Se us6 el método de operacidn en columna considerado como una gran cantidad

de operaciones de baches en serie.

100 g de resina 1.2 meq/g = 120 meq
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Metodologia de sintesis de 3-fosfopropilamida

3.1.1 Caracterizacion de 3-aminopropanol. Esta ruta de sintesis utiliz6 como
materia prima el 3-amino-propanol, debido a su disponibilidad comercial y costo
accesible. Antes de proceder a la sintesis se caracterizé esta materia prima por IR
y RMN "H. Espectros IR1, RMN1.

Propiedad Valor
Formula molecular C3HoNO
Punto de ebullicién °C 187-188
Peso molecular (g/mol) 75.11
Densidad (g/ml) 0.982
Valor espectroscoépico Asignacion
IR (cm™)
3356 -OH
2940y 2878 -CH,-
1651 -NH;
1070 -OH primario
RMN "H (ppm)
2.9 Triplete de los H's del C3
1.7 Quintuplete de los H's de C2
2.6 H’'s de NH,-
3.6 Triplete de H's de C1

[{g})

3.1.2 Sintesis de acido polifosféorico n=2-2.7, donde “n” es el grado de
condensacién que corresponde a un exceso del 75% de las funciones P-O-P
disponibles para la fosforilacion. Se colocaron 100 ml de acido ortofosférico en un

matraz bola de 250 ml provisto de agitacidon magnética y se pusieron a calentar en
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un bano de aceite mineral a una temperatura de 240 °C durante 6 horas para
obtener un acido poli fosférico de grado de condensacion n=2 a 2.7 3 Se obtuvo

un liquido incoloro de aspecto aceitoso.

Propiedad Valor

Formula molecular H207P3
Punto de ebullicion °C 300

Peso molecular (g/mol) 206.93
Densidad (g/ml) 25°c 2.06

3.1.3 Obtencién de 3-fosfopropilamina (IR2, RMN2)

Fosforilacion

En un matraz bola de 250 ml y provisto de agitacion magnética, se colocaron 10 g
(0.1333 mol) de 3-aminopropanol y se le agregaron 40 g (0.1999 mol) de acido
polifosférico de grado de condensacion n=2-2.7 obtenido anteriormente, se
calentaron a 110 °C mediante bafo de aceite durante 3 horas, al enfriarse la

mezcla de reaccion se obtiene un producto ligeramente amarillo muy viscoso.

Observando el espectro de RMN 'H (RMN2) del producto anterior, tenemos un
exceso de aminoalcohol con desplazamiento de 4.7 ppm, para eliminarlo se dejé
calentando en bafo maria y conectado directamente a la bomba de vacio.
Nuevamente, observando el espectro de RMN 'H (RMN3) tenemos que sigue
apareciendo la sefial del aminoalcohol (4.7 ppm) o al parecer de su sal con el
mismo desplazamiento, fosfato de aminoalcohol, para desplazar el equilibrio y
observar las bandas del producto se trataron 5 g de éste con 10 ml cada vez de
NH4OH al 10% disolviéndolo y concentrandolo 3 veces, una cada vez, calentando

y evaporando con bomba de vacio.

El compuesto se disolvid6 en una solucién diluida de NH,OH (33 ml del

concentrado llevado a 100 ml con H,O destilada) se calenté en bafio de agua
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conectado al rotavapor y a la bomba de vacio y al final de cada operacién se
disolvié con H,O destilada y se concentré de la misma forma. Queda un producto

muy viscoso y soluble en agua (RMN 3).

Valor espectroscoépico Asignacion
IR (cm™)
2956 -OH
2940y 2878 -CHz-
1634 -NH,

RMN "H (ppm)

2.0 Quintuplete de los H's de C2

3.1 Triplete de H's de C3

3.7 Triplete de los H's de C1

3.9 Cuadruplete de los H's del C1 por P
4.9 H’s de -OH del fosfato

3.1.4 Sintesis de 3-fosfopropilamida

En un matraz bola de 100 ml se colocaron 1. 0227 g del compuesto obtenido de la
reaccion anterior provisto de un refrigerante a reflujo con agitacion magnética y
canastilla de calentamiento se le agregaron 3.5 ml de anhidrido acético y 4.2 ml
de piridina, se calentd lo suficiente como para dar el reflujo y se dejo asi por 3
horas, se suspendio el calentamiento, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se
vertié sobre 10 g de hielo picado para la hidrdlisis total del anhidrido acético, no se
formd ningun precipitado, se concentro al vacio y se obtuvieron 1.3 g de un liquido
viscoso color ambar, se le agregaron 3 volumenes de H,O destilada de 30 ml

cada uno evaporandolos cada vez.

Analizando el espectro de RMN H respectivo, se observd que se tiene piridina y
acetato en exceso, que pudieran estar como tales o como acetato de piridinio.
Para desplazar el equilibrio se disolvio NH4,OH al 30% diluido concentrados en

rota vapor y después en bafno maria directo y conectado a la bomba de vacio,
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quedando un liquido viscoso de color café claro con un precipitado blanco, ambos
muy solubles en agua. La RMN 'H muestra dos bandas correspondientes al metilo
del acetilo, debiendo ser sélo una, (era posible que la molécula estuviese
plegada), también se tiene piridina. Dichas bandas que se ven en la resonancia se
deben a la presencia del compuesto acetilado y la otra al acetato hidrolizado o al

acetato de piridinio.

3.2 Preparacion de la columna de intercambio idnico y separacion de los
compuestos después de la acetilacion.

La resina de intercambio idnico, que se encuentra en forma de cloruros, es
activada a forma de -OH haciendo pasar una solucién de sosa al 5% (aprox. 500
ml), la resina es de un color crema claro y al hacer pasar la solucion de sosa toma

33) Al compuesto sin acetilar se le hizo

una coloracion café oscuro y se calienta
un tratamiento previo basico con NH,OH (descrito anteriormente). La resina se

lavé con agua desionizada hasta pH neutro.

Se disolvieron 1. 3063 g de la mezcla de reaccién que contiene el compuesto
acetilado, en la menor cantidad de agua desionizada y se integré a la resina. Se
eluyo el compuesto con agua desionizada y se colectaron 10 fracciones de 100 ml
cada una. Se concentro la primer muestra de 100 ml inmediatos a la aplicacién de
la muestra acetilada obteniendo 359.5 mg de un compuesto semisdlido con olor a
piridina. Se eluyé la columna con HCI al 5% colectandose 10 fracciones de 100 ml
cada una. Se concentraron las fracciones acidas quedando un residuo amarillo
viscoso en las fracciones 1y 2 que en total fueron 765.8 mg, que por RMN H' se

observo que se separ6 tanto del acetato como de la piridina (RMN4, IR3).

Valor espectroscopico Asignacion
IR (cm™)
3356 -OH
2940y 2878 -CHa-
1651 -N-C=0 de amida primaria

52



PARTE EXPERIMENTAL

RMN 'H (ppm)
1.85 Quintuplete de los H's de C2
2.0 Singulete de H's de C del metilo del
acetilo
3.25 Triplete de los H's de C3
4.0 Triplete de los H's del C1 por P
4.8 H’s de -OH del fosfato

3.3 Monitoreo y deteccién del compuesto organofosforado

Para visualizar lo que se tiene en las fracciones acidas, se disolvio el concentrado
de las fracciones evaporadas en la menor cantidad de agua desionizada y se
aplicé en placas de papel filtro Whatman y se eluyeron con una mezcla de

(36, 37

disolventes ) que modificamos después de varias pruebas variando la

polaridad de la mezcla quedando las proporciones de la siguiente manera:

Compuesto Cantidad
isopropanol 0.5 ml
THF 6 ml
H20 0.5 ml
acetona 1.0 ml
ac. p-toluen-sulfénico 01g

Para el revelado de las placas se utilizd la solucién de molibdato de amonio que

se prepard de la siguiente manera:

Se disolvié 1 g de heptamolibdato de amonio en 8 ml de agua destilada y 3ml de
HCIO4 al 70% vy se llevé a un volumen de 100 ml con acetona. Se seco la placa,
primero con calor (1 min.) y luego expuesta a la lampara de U.V. por 5 minutos.

Se reveld una sola mancha verde amarilla con un Rf= 0.60.
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Se juntaron las fracciones correspondientes y se caracterizaron por RMN H' y por
IR resultando ser la fosfoamida, como se muestra en la tabla de valores

correspondiente.
Se realizaron dos reacciones de acetilacion y su purificacion de acuerdo a lo

explicado anteriormente, obteniendo un rendimiento de 54.033% para 1 g. de

aminofosfato y 55.8536% para 7.3391g.de aminofosfato.
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3.4 Secuencia de sintesis de 3-fosfo-propilamida
(1)
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56



PARTE EXPERIMENTAL

3.5 Metodologia de sintesis de 1,2-di-O-acetilglicerofosfato

3.5.1 Purificacion de fenol comercial
El fenol es higroscopico por lo que a la larga tiende a volverse un liquido

semiviscoso y toma una coloracién amarilla debido a impurezas de tipo organico,
inorganico y por presencia de algunos metales. La purificacién del fenol comercial
se llevd a cabo colocando 300g de éste en un matraz bola de 500 ml adaptado a
un sistema de destilacion quickfit conectado al vacio, destilandose un liquido
incoloro que al enfriarse forma cristales blancos, destilandose aproximadamente
270 gr de éste. Para evitar que el fenol solidifique en el refrigerante a este se le

hizo pasar una corriente de agua tibia.

Propiedad Valor
Formula molecular CsHeO
Punto de fusién °C 43

Punto de ebullicién °C 182
Peso molecular (g/mol) 94 .11
Densidad (g/ml) 1.07

3.5.2 Sintesis de difenilclorofosfato

Se colocaron 18.8221 g(mol = 0.2002) de fenol y 13 ml, 16.8 g (mol= 0.1098) de
POCI3, proporcion 2:1 por la estequiometria, en un matraz bola de 100 ml con
canastilla de calentamiento y agitacion magnética y el condensador dispuesto a
reflujo con un termémetro y una trampa de NaOH en lentejas para la absorcion de
HCI (g). La mezcla se dej6 a reflujo a una temperatura de 106°C hasta que el fenol
comenzd a condensarse en la columna, se quitd el reflujo y se coloco el sistema
de destilacion al vacio, se destilé primero el fenol que estaba en exceso entre 63-
64°C, colectandose el cuerpo a 140-155°C/1.3 mmHg obteniéndose un
rendimiento del 74-79 % (20 - 21.2 g) ®**® (RMNS5 e IR4).
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Valor espectroscépico Asignacion
IRcm™
3066 Anillo aromatico
766 y 688 Monosustitucién de anillo aromatico
948 Vibraciones del grupo fosfato
RMN'H ppm
7.3 H's de los anillos aromaticos

3.5.3 Sintesis del cetal de la ciclohexanona

En un matraz bola de 500 ml provisto de agitacion magnética y conectado a una
columna empacada de fraccionamiento a reflujo con derivacidén para colector de
humedad provisto de una trampa de CaCl, se colocaron(16 ml. 20 g, 0.2040 mol)
de ciclohexanona y (80.164 g 85 ml, 0.8695 mol) de glicerina en 60 ml de benceno
purificado y 1 g de acido p-toluensulfénico monohidratado recristalizado.

La reaccion se pone a reflujo con calentamiento moderado y agitacion durante 48
horas que es el tiempo en que se homogeniza la mezcla de reaccién al final de
las cuales se han colectado 9 ml. de agua. Una vez ocurrido esto, se coloca la
mezcla de reaccién en un embudo de separacion de 250 ml. al que se le agregan
20 ml. de una solucién de NaOH al 10% se formdé una emulsion lechosa que tarde
en romperse (la agitacion fué fuerte) se separé la fase organica la cual se lavé con
porciones de agua destilada, 2 de 10 ml. cada una, una de 15 ml y una de 20 ml.,
una vez separada la fase organica a esta se le agregaron 5 gr de Na;SO,4 anhidro
para eliminar la humedad, se separé la fase organica y se destilo el exceso de

benceno el cual destild a 67°C #4853,

Una vez hecho esto se colocé el sistema de destilacion presion reducida
destilando la cabeza a 50°C (benceno) y el cuerpo a 96°C colectandose para esta
fraccién 40 ml (40g., 0.2325 mol). Descendiendo después la temperatura a 64°C,

se apaga el calentamiento. Sefales de RMNG6 e IRS5.

58



PARTE EXPERIMENTAL

Valor espectroscoépico Asignacion
IRcm™
3382 -OH
2938 y 2865 -CHz-
1046 -OH primario
1002 C-O del cetal
RMN ppm
4.0 Quintuplete de H's de C2
4.2 Sefiales de H's de C1
3.5 Triplete de H's de C3
2.25 H's de C5
1.7 Triplete de triplete de H's
de C7
1.5 Senales de H’'s de C6

3.5.4 Sintesis del difenilfosfato del cetal de la ciclohexanona

En un matraz bola de 200 ml. se agregan 10 g del cetal (0.0581 mol) de la
ciclohexanona, 22.395 g de difenil clorofosfato (0.0834 mol) con 5 ml. (0.0664
mol) de piridina y 100 ml de tolueno y se dejaron con agitacion magnética durante
8 horas con el refrigerante a reflujo, al término del cual se separan la piridina y el

tolueno por destilacién a presiéon reducida. RMN7 e IR6.

Valor espectroscépico Asignacion
IR cm™
3044 Anillo aromatico
2934 y 2860 -CH,-
756 y 692 Sobretonos del anillo
aromatico monosustituido
958 y 1024 P-O
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RMN ppm
4.2 Triplete de H's de C1
3.8 Multiplete de H's de C2
3.6 Triplete de H's de C3
2.25 H's de C5
1.7 Triplete de triplete de H's

de C7

1.4 Sefales de los H's de C6
7.3 H’s de los anillos

aromaticos

3.5.5 Sintesis del fosfato del cetal de la ciclohexanona
En un matraz bola de 300 ml. se colocaron 35.34749 del difenilfosfato del cetal de
la ciclohexanona al cual se agregaron 200 ml. de una solucién de Ba(OH),
saturada se coloco el refrigerante y se calenté hasta el reflujo durante 3 horas al
término de las cuales se suspendio el calentamiento se dejé enfriar a temperatura
ambiente y se neutralizd6 con CO; (hielo seco) hasta pH=6. La mezcla es filtrada
mediante un embudo Buchner para retener el BaCO3 que es un precipitado muy
fino e insoluble en agua. El exceso de agua es evaporado en el rotavapor
entonces la fase acuosa es extraida con éter para eliminar el fenol, se siguio
evaporado la fase acuosa y al final de la evaporacion queda un precipitado
blanco, 9. 7318g fosfato del cetal de la ciclohexanona ®**?) (RMN7a , IR6a).

Valor espectroscopico Asignacion
IR cm™”
3430 -OH
2942 y 2896 -CHa-
1098 -OH primario
920 y 1054 P-O
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RMN1H ppm
4.1 Triplete de H's de C1
3.9 Multiplete de H's de C2
3.6 Triplete de H's de C3
2.3 H's de C5
1.7 Triplete de triplete de H's de C7
1.5 Triplete de triplete de H's de C6
5.4 H’s de los —OH

3.5.6 Sintesis de acido glicerofosforico

A los 9. 7318 fosfato del cetal de la ciclohexanona se le agrega una solucién al
10 % de HCI (1 N) que se dejé 6 horas con agitacion a temperatura ambiente y se
neutraliz6 con NaOH al 10 % (1N) se concentr6 en rotavapor quedando un
precipitado blanco con un peso de 3.3484 g. RMNS, IR7.

Valor espectroscoépico Asignacion
IRcm™
3386 -OH
2926 -CHz-
1056 -OH primario
991y 1100 P-O
RMN ppm
3.9 Triplete de H's de C1
3.7 Multiplete de H's de C2
3.6 Triplete de H's de C3
4.8 H's de los —O-H

3.5.7 Sintesis de 1,2-di-O-acetilglicerofosfato

En un matraz redondo de 50 ml se colocaron 2.3g (0.0133mol) del acido
glicerofosforico con 3 ml (mol = 0.032) de anhidrido acético y 8.3 ml (mol = 0.11)
de piridina y se calentaron hasta el reflujo que duré 3 horas, cesa el calentamiento
y se deja con agitacidon a temperatura ambiente durante 12 horas, terminado este

periodo se verti6 sobre 20g de hielo picado para hidrolizar por completo, se
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concentra en rotavapor quedando un precipitado de color blanco y con un peso
de 1.9221g el rendimiento se da después del tratamiento con la resina de

intercambio idnico.

3.5.8 Separacion del 1,2-di-O-acetilglicerofosfato de los subproductos de
hidrolisis

Se prepard la muestra para el tratamiento mediante la columna empacada de
resina de intercambio idénico como se describié para separar la fosfopropilamida,
asi como también el monitoreo y deteccion del compuesto organofosforado, es
decir, con la misma mezcla de compuestos para el eluyente y como soluciéon
reveladora heptamolibdato de amonio, revelandose una sola mancha verde
amarilla sobre un fondo azul intenso con un Rf= 0.67. Para 1 gramo de mezcla de
acetilacion pasada por la columna empacada de resina de intercambio iénico, se
juntaron las fracciones (3 y 4) correspondientes dando un peso total 123.4 mg, de
un compuesto liquido muy viscoso, se caracterizaron por RMN'H y por IR
(RMN10, IR8), se observd que se separo tanto el acetato como la piridina del 1,2-

di-O-acetilglicerofosfato, para esta reaccion se tiene un rendimiento del 12%.

Valor espectroscopico Asignacion
IRcm™
2896 y 2958 Carbonos alifaticos

1736 Acetilo

1006 Grupo fosfato
RMN ppm

2.4 Triplete de H's de C1

4.2 Multiplete de H's de C2

4.0 Triplete de H's de C3

2.1 H" s de metilos del acetilo
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Secuencia de sintesis de 1,2-di-O-acetilglicerofosfato
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Sintesis de 3-fosfopropilamida

4.1.1 Materia prima 3-aminopropanol
Se dispuso de este reactivo de los disponibles en el laboratorio y se procedi6 a
caracterizarlo por RMN "H y por IR (RMN1, IR1) Tabla 1 pagina 49.

En la espectroscopia de infrarrojo (Apéndice IR1), se observan los diferentes
grupos funcionales presentes en la molécula. Se presentaron las bandas de
alargamiento C-H de metilenos en 2940 cm'1‘ que se comprueban con las
bandas de 1434 cm™. La banda de 3356 cm™ indica la presencia de —OH de
alcohol primario que se verifica con la banda en 1070 cm™. Otra banda a 1651

cm™ nos sefala que tenemos una amina —NH; primaria.

De acuerdo con el espectro RMN1 se tienen areas relativas de proporcion
1:3:1. Tenemos un triplete a 3.6 ppm por el acoplamiento de los H's de C1 con
los H's de C2 que integran para 1 proton. De tablas verificamos que los H's de
C’s unidos a atomos de elementos electronegativos como halégenos y O
tienen un desplazamiento quimico entre 3 y 4 ppm. Tenemos un quintuplete a
1.7 ppm por el acoplamiento de los H's de C2 con los H's de C1 y C3; integra
para un proton. Se tiene un desdoblamiento de los protones de C2 por los
protones de C1 y C3. Los protones de metilenos (-CH,-) tienen un
desplazamiento quimico en 1.3 ppm, pero puede estar desplazado a campo
bajo por el desapantallamiento de los C’s unidos al oxigeno. Tenemos un
triplete a 2.9 ppm por el acoplamiento de los H's de C3 con los H’'s de C2;
integra para 3 protones. Tenemos un singulete ancho a 2.6 ppm de los H's de -
NH>, que se puede verificar con la adicion de agua deuterada, si desaparece o
disminuye de intensidad.

4.1.2 Compuesto acido polifosforico
Se utilizé acido fosférico disponible en el laboratorio que por calentamiento a
reflujo y alta temperatura sufre deshidratacion formando acido polifosforico de

grado de condensacion que corresponde a un exceso del 75% de las funciones
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P-O-P disponibles para la fosforilacion, sus propiedades fisicas se describen en

la tabla 1, pagina 50.

4.1.3 Compuesto 3-fosfopropilamina

Después de efectuar la reaccion entre el 3-amino-propanol y el acido
polifosférico, de acuerdo a lo descrito en la parte experimental, y al observar el
espectro de RMN 'H (Apéndice RMN2), se tiene un exceso del aminoalcohol
por la sefal en 4.9 ppm, después de realizar el tratamiento para desplazar el
equilibrio hacia la formacion de la fosfopropilamina mediante el uso de
hidroxido de amonio diluido, tenemos las siguientes observaciones de la

espectroscopia (IR2 y RMN2).

De la espectroscopia de IR, IR2, observamos las principales bandas debidas a
las siguientes grupos organicos caracteristicos; las bandas de —CH,- metilenos
en 2940 cm™ y 2878 cm™, del —OH del fosfato a 3356 cm™, y otra a 1651 cm”™

del —=NH,, amina primaria.

De RMN2, tenemos un triplete a 3.7 ppm por el acoplamiento de los H's de C2
con los H's de C1 que integran para 2 protones. De tablas verificamos que los
H’s de C’s unidos a atomos de elementos electronegativos como halégenos y
O tienen un desplazamiento quimico entre 3 y 4 ppm. Tenemos un cuadruplete
a 3.9 ppm por el acoplamiento a larga distancia de los H's de C1 con los H's de
—OH del fosfato. Tenemos un quintuplete a 2.0 ppm por el acoplamiento de los
H's de C2 con los H's de C1 y C3; integra para 2 protones. Se tiene un
desdoblamiento de los protones de C2 por los protones de C1 y C3. Los
protones de metilenos (—CH>-) tienen un desplazamiento quimico en 1.3 ppm,
pero puede estar desplazado a campo bajo por el desapantallamiento de los
C’s unidos al oxigeno. Tenemos un triplete a 3.1 ppm por el acoplamiento de
los H's de C3 con los H's de C2; integra para 2 protones. En 4.9 ppm tenemos

la acumulacion de sefales de H's de —OH del fosfato.

4.1.4 Compuesto 3-fosfopropilamida
Después de llevar acabo la acetilacion de la 3-fosfopropil-amida, nos

encontramos con la problematica de separar los compuestos obtenidos, esto
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debido a la gran solubilidad que presentaron en agua y casi nula ante los
solventes organicos tipicos. El espectro de RMN 'H nos muestra la presencia
de piridina y de subproductos de hidrdlisis; para lograr esta separacion, y
después de estudiar la purificacion de productos muy polares y el
comportamiento del producto en solucion, se hizo el tratamiento de este en una
columna empacada con resina de intercambio idnico. Después del tratamiento
de la mezcla, segun describe la parte experimental, y de colectar y concentrar
las fracciones correspondientes, se tienen las siguientes observaciones de los
espectros de IRy RMN 'H (IR3 y RMN4).

Del espectro de infrarrojo correspondiente, (IR3), tenemos una banda de
desplazamiento en 3356 cm™ correspondientes al grupo fosfato, las
correspondientes a los metilenos a 2940 cm™ y 2878 cm™, otra en 1651 cm™

correspondiente a la amida —N-C=0.

De RMN4 tenemos un quintuplete a 1.85 ppm por el acoplamiento de los H's
de C2 con los H's de C1 y C3 que integra parea 5 protones. Tenemos un
singulete a 2.0 ppm por los H's del metilo en el grupo acetilo que integra o tiene
un area relativa de 3 (3H’s). De tablas verificamos que estos protones del
metilo en acetilo desplazan entre 2.1 y 2.6 ppm, se tendran variaciones de
acuerdo a la concentracion de la muestra. Tenemos un triplete a 3.25 ppm por
el acoplamiento de los H's de C3 con los H’'s de C2; integra para 2 protones.
Tenemos un cuadruplete a 4.0 ppm por el acoplamiento a larga distancia de los
H’s de C1 con los H's de los HO- del fosfato y por acoplamiento con los H's de
C2. En 4.8 ppm tenemos la acumulacion de sefales de H's de —OH del

fosfato.
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4.2 Obtencién de 1,2-di-O-acetilglicerofosfato

4.2.1 Materia prima fenol
Se realizé la purificacion del fenol comercial, como se describe en la parte

experimental, y cuyas propiedades fisicas se muestran (Tabla1 pag. 57)

4.2.2 Compuesto difenilclorofosfato

En la espectroscopia de IR (IR4) se observan las bandas correspondientes a
los diferentes grupos funcionales presentes en la molécula. El grupo de bandas
de alargamiento a 3066 cm’™” correspondientes a la presencia de anillos
aromaticos, en 766 cm” y 688 cm™ indicadores de la monosustitucion del anillo

aromatico y en 948 cm-1 las vibraciones del grupo fosfato.

De RMNS5, para este compuesto solo se esperan H’'s de un solo tipo, este tipo
de protones se acoplan unos a otros de una manera compleja en 7.3 ppm. El

area relativa integra para 10 protones.

4.2.3 Compuesto cetal de la ciclohexanona

De los espectros de Infrarrojo y RMN 'H, IR5 y RMN6 del apéndice, tenemos
que, en el caso de la espectroscopia de infrarrojo, observamos bandas a 3382
cm™” del grupo —OH del cual verificamos es de un alcohol primario debido a la
banda en 1046 cm™, los desplazamientos de los metilenos —CH,- a 2938 cm™ y
2865 cm™'; C-O del cetal a 1002 cm™.

De RMNG6 tenemos que los protones de C2 tienen acoplamiento con el proton
metino C2 y los protones de C2 por lo que se observa un multiplote
(quintuplete) en 4 ppm, de tablas de Wade se tiene un desplazamiento quimico
para los H's de metino (H-C-O saturado) de entre 3 y 4 ppm para H’'s
enlazados a carbonos unidos a O u halégenos. Los protones de C6 tienen
acoplamiento con cuatro protones de dos carbonos adyacentes C5 y C7, que
integra para 1 H en 1.5 ppm. Los protones de C3 tienen acoplamiento con el

protén metino C2 por lo que se observa un triplete en 3.5 ppm que integra para
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3 H’s, de tablas se tiene un desplazamiento quimico para los H’'s de metino (H-
C-O saturado) de entre 3 y 4 ppm para H’'s enlazados a carbonos unidos a O u
halégenos. Los protones de C5 tienen acoplamiento con los protones metilenos
de C6 con una senal de cuadruplete a 2.25 ppm. Los protones de C7 son
equivalentes por su entorno tienen acoplamiento con los protones metilenos de
C6 con una sefial de triplete de triplete a 1.7 ppm que integra para 6 protones.

El H del —OH se presenta como un pico ancho en 5.4 ppm que disminuye de

intensidad al hacer el experimento con agua deuterada.

4.2.4 Compuesto difenilfosfato del cetal de la ciclohexanona
Los grupos funcionales que revela la espectroscopia de infrarrojo (Apéndice

IR6) son las bandas en 3044 cm™ correspondientes al anillo aromatico, en
2934 cm™ y 2860 cm™ las bandas de los metilenos —CH,-, los sobretonos del
anillo aromatico monosustituido en las bandas de 756 cm™ y 692 cm™, las

bandas de P-O se observan en 958 cm™ y 1024 cm™.

La RMN 'H, RMN7, muestra en 7.3 ppm tenemos las sefiales complejas de los
acoplamientos de los H’'s de los anillos aromaticos del fosfato que integra para
10 protones. Los H's del C1 se acoplan al protén del metino de C2, en forma
de triplete a 4.2 ppm , el desplazamiento de H’s unidos a carbonos enlazados a
elementos electronegativos como halégenos u oxigeno se observa entre 3y 4
ppm, es posible que se encuentren desplazados un poco mas a campo bajo
por la interaccion de los oxigenos del fosfato. El proton metino del C2 esta
acoplado a los 2 H's de C1 y a 2 H's de C3, esta observando 4 H's de dos
carbonos adyacentes en forma de multiplete (quintuplete) que integra para un
proton en 3.8 ppm. Los protones del metileno de C3 se acoplan con el protén
metino de C2 a 3.6 ppm en forma de triplete. Los protones de los metilenos de
C5 se acoplan con los protones de C6 en un cuadruplete a 2.25 ppm. Los
protones de los metilenos de C6 y se acoplan con los protones de C5 y C7en
triplete de triplete, o de manera compleja, a 1.4 ppm. Los H’'s de C7 tienen

acoplamiento con los H’'s de C6 con una sefial de triplete de triplete a 1.7 ppm.
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4.2.5 Compuesto fosfato del cetal de la ciclohexanona (IR6a, RMN7a)

Los grupos funcionales que revela la espectroscopia de infrarrojo, IR6a, son las
bandas en 3430 cm™ correspondientes al -OH, en 2942 cm™y 2896 cm™ las
bandas de los metilenos —CH,-, en 1098 cm™ de —OH primario, las bandas de

P-O se observan en 920 cm™ y 1054 cm™,

De RMNT7a, los H's del C1 se acoplan al proton del metino, C2, en forma de
triplete a 4.1 ppm, el desplazamiento de H’s unidos a carbonos enlazados a
elementos electronegativos como halégenos u oxigeno se observa entre 3y 4
ppm, es posible que se encuentren desplazados un poco mas a campo bajo
por la interaccion de los oxigenos del fosfato. El proton metino del C2 esta
acoplado a los 2 H's de C1 y a 2H's de C3, esta observando 4 H's de dos
carbonos adyacentes en forma de quintuplete que integra para un protén en 3.9
ppm, para H's metino este desplazamiento (de tablas) se observa entre 1.4 y
1.6 ppm. Los protones del metileno de C3 se acoplan con el protén metino de
C2 a 3.6 ppm en forma de triplete. Los protones de los metilenos de C5 se
acoplan con los protones de C6 en un cuadruplete a 2.3 ppm. Los protones de
los metilenos de C6 son equivalentes entre ellos y se acoplan en triplete de
triplete, o de manera compleja, a 1.5 ppm. Los protones de los metilenos de C7
se acoplan en triplete de triplete o de manera compleja a dos metilenos
adyacentes de C6 a 1.7 ppm. En 5.4 ppm tenemos u pico ancho de —OH que

se verifica al correr el espectro en agua deuterada.

4.2.6 Compuesto acido glicerofosférico

Del espectro de infrarrojo, IR7, observamos bandas a 3386 cm™ del grupo —OH
del cual verificamos es de un alcohol primario debido a la banda en 1056 cm™’,
los desplazamientos de los metilenos —CH,- alrededor de 2926 cm™, las

bandas de P-O se observan en 991 cm™ y 1100 cm™.

De RMN8 tenemos que en 4.8 ppm tenemos una sefal ancha de los
acoplamientos de los H's de los —OH que disminuye al repetirse el experimento
con la muestra disuelta en agua deuterada. Los H's del C1 se acoplan al protén

del metino, C2, en forma de triplete a 3.9 ppm, el desplazamiento de H’s
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unidos a carbonos enlazados a elementos electronegativos como halégenos u
oxigeno se observa entre 3 y 4 ppm, es posible que se encuentren
desplazados un poco mas a campo bajo por la interaccion de los oxigenos del
fosfato. El proton metino del C2 esta acoplado a los 2 H's de C1 y a 2H's de
C3, esta observando 4 H's de dos carbonos adyacentes en forma de multiplete
a 3.7 ppm, (para H's metino este desplazamiento (de tablas) se observa entre
1.4 y 1.6 ppm). Los protones del metileno de C3 se acoplan con el protdon
metino de C2 a 3.6 ppm en forma de triplete, de tablas (H-C-O) saturado el
desplazamiento quimico de este protdn esta entre 3 y 4ppm.

4.2.7 Compuesto 1,2-di-O-acetilglicerofosfato

Para purificar este producto y separarlo de los subproductos de hidrolisis
después de la acetilacion, se hizo el tratamiento mediante resina de
intercambio idnico, descrito en la parte experimental, como se hizo con la
fosfopropilamida, debido a que presentd las mismas complicaciones y

caracteristicas de solubilidad.

Después del tratamiento con resina de intercambio idnico, los grupos
funcionales que revela la espectroscopia de infrarrojo, IR8, son las bandas en
2896 cm’” y 2958 cm” las bandas de los metilenos -CH,-, las bandas de P-O

del fosfato se observan en 1006 cm™ y en 1736 cm™ los del grupo acetilo.

De RMN10, los H's de C1 se acoplan al protén del metino, C2, en forma de
triplete a 2.4 ppm, el desplazamiento de H’s unidos a carbonos enlazados a
elementos electronegativos como halégenos u oxigeno se observa entre 3y 4
ppm, es posible que se encuentren desplazados un poco mas a campo alto por
la interaccion de los oxigenos del fosfato. ElI proton metino del C2 esta
acoplado a los 2 H's de C1y a 2 H's de C3, esta observando 4 H's de dos
carbonos adyacentes en forma de multiplete en 4.2 ppm, para H's metino este
desplazamiento (de tablas) se observa entre 1.4 y 1.6 ppm el que esté
desplazado a campo mas bajo se puede deber a los oxigenos que tienden a
desapantallar a ese proton.Los protones del metileno de C3 se acoplan con el

protén metino de C2 a 4.0 ppm en forma de triplete, de tablas (H-C-O) saturado
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el desplazamiento quimico de este proton esta entre 3 y 4 ppm. Se observa
que los protones de los metilos del grupo carbonilo desplazan a 2.1 ppm como
singulete que integra para 6 H's, este es el desplazamiento que describe la

literatura de los metilos unidos a grupo carbonilo.

4.3 Separacion de los compuestos acetilados de los subproductos de

hidrélisis mediante columna empacada con resina de intercambio idnico

Debido a que los compuestos y subproductos de hidrdlisis de la acetilacidon
muestran gran solubilidad en agua y no en otros disolventes de tipo organico
como acetato de etilo, cloroformo, hexano, tolueno, etc., asi como en mezclas
de éstos, se hicieron aplicaciones para su cromatografia en placas de papel
filtro que se eluyeron con una mezcla de etanol-agua (1:1) y se revelaron con

yodo, mostrando solo dos manchas.

Entre las pruebas que se hicieron para tratar de separarlos tenemos una
cromatografia en silica gel flash que no resulté viable por ser ésta soluble en
agua y por no retener los compuestos, se prob6é una columna empaquetada
con carbon activado que resultdé no ser efectiva por la extrema lentitud del flujo,
también se prob6 con una columna empaquetada con papel filtro molido que
tampoco mostrd ninguna retencién. En todos los casos la elusion se hizo con

agua destilada.

Después de toda esta problematica y de estudiar la purificacion de productos
muy polares y las propiedades del producto en solucion, se contempld la

(13, 60-66

posibilidad de usar una resina intercambiadora de iones ). Considerando

los pKa’s del compuesto organofosforado ©7) se puede trabajar el compuesto

en un rango grande de pH ©&"Y,

La resina que se usoO fue la DOWEX 1 intercambiadora de aniones basica
fuerte con una capacidad de intercambio de 1.2 meq/g, se usaron los 100 g de
resina (120 meq), de acuerdo con esto se podian usar hasta 11.8272 g de

mezcla para separar los compuestos.
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0

0
HO—%—O/\/\ITI)LCHg

OH H
CsH12NOsP 197.12 g/mol tiene 2 equivalentes por el nitrégeno.
Peso equivalente = peso molecular / no. de equivalentes
Peso equivalente = (197.12 g/mol) / 2
Peso equivalente = 98.56 g / mol
Peso mequivalente = 98.56 mg / mmol

(98.56 mg / mmol x 120 meq) x (1000mg / 1g) = 11.8272 g

4.3.1 Preparacion de la columna de intercambio iénico

La resina que se uso fue la DOWEX 1 intercambiadora de aniones basica
fuerte con una capacidad de intercambio de 1.2 meq/g, se usaron los 100 g de
resina (120 meq), de acuerdo con esto se podian colocar hasta 10.26 g de
mezcla para separar el producto de los subproductos de hidrélisis, acido

acético y acetato de piridinio.

La resina que se encuentra en forma de cloruros —Cl, es activada a forma de -
OH haciendo pasar una solucién de sosa al 5% (aprox. 500 ml), la resina es de
un color crema claro y al hacer pasar la solucion de sosa toma una coloracion
café oscuro y se calienta. La reaccion de intercambio idnico de —OH por —Cl es
exotérmica. La resina se lavd con agua destilada y desionizada hasta pH

neutro.
El monitoreo y deteccion de los compuestos organofosforados se llevd a cabo

con la mezcla de eluyentes descrita en la parte experimental y las placas de
elusion fueron reveladas con heptamolibdato de amonio, pagina 53.
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5. CONCLUSIONES

Se lograron sintetizar, purificar y caracterizar por espectroscopia de infra rojo
(IR) y resonancia magnética nuclear de protén (RMN'H) los siguientes
compuestos organofosforados:

@)

Q |

Il
HO_IT_O/\/\[\']*CH3

OH H

3-fosfopropilamida

o @)

I
HO—I‘D—O/\/\OLCW

OH O

L

CHj
1,2-di-O-acetilglicerofosfato

Se estan haciendo estudios de actividad inhibidora de los mismos, cuyos
resultados seran reportados posteriormente.

74



(10)

(11)

(12)

(13)

(14)

(19)
(16)

BIBLIOGRAFIA

6. BIBLIOGRAFIA

European Commission, European Cooperation in the Field of Scientific
and Technical Research. COST B9 Action on Chemotherapy of
Protozoal Infections 1997-2002. Final report.

Croft, S., Barret. M. and Urbina, J., Trends in Parasitology, Vol. 21, No.
11, November 2005, 508-512.

Michels, P. A. M., Hannaert, V. and Bringaud, F., Parasitology Today, 16
(2000), 482-489.

Goodman y Gilman, Las bases farmacolégicas de la terapéutica, 82
edicion, Editorial Médica Panamericana, S.A. de C.V. 1991, México D.F.,
p.p. 980-90

Dr. W. Hol Comunicacion personal (Washington University) 1992.
Jawetz, Ernst.,, Melnick, Joseph., y Adelberg, Edward., Microbiologia
Médica, 15a edicion, Ed. Manual Moderno, México, 1983.

Croft, S., Seifert, K. and Duchene, M., Molecular & Biochemical
Parasitology, 126 (2003), 165-172.

Euler (von), H., and A. Bernton,. Ver., 60, 1720 (1927).

F. M. D. Vellieux, (personal communication) R. J. Real, (personal
communication) 1991.

Opperdoes, F. R. and Michaels, P. A. M., International Journal of
Parasitology, 31 (2001), 482-490.

Stich, A., Abel, P. and Krishna, S., British Medical Journal, (2002),
Volume 325, 203-206.

Jones, P. M. and George, A. M., International Journal of Parasitology, 35
(2005), 555-566.

M. H. Hack and F. M. Helmy, J. Chromatog., 1976,120,502.

G. M. Kosolapoff., L. Maier, Organic Phosphorous Compounds, Wiley
Interscience, 1973, Printed in U.S.A., Cap. 15: Organic Derivatives of
Phosphoric Acid.

Halman, M., J. Chem. Soc., 1954, 2158.

Reich, W. S., Nature, 157, 133 (1946).
75



(24)
(29)
(26)

(27)

(34)

(39)

(36)

(37)

(38)
(39)

BIBLIOGRAFIA

Fischer, E., Ber., 47, 3193 (1914).

Bailly, O., and J. Gaumé, Bull. Soc. Chim. (5), 3, 1396 (1936).

Cavalier, J., Compt. Rend., 127, 114, (1898).

Plimmer, R. H. A. and W. J. N. Burch, J. Chem. Soc., 1929, 279, 292.
Bailly, O., Compt. Rend., 206, 1902 (1938).

Bailly, O., Compt. Rend., 208, 443 (1939).

Bailly, O., and J. Gaumé., Compt. Rend., 199, 793, (1934); 198, 2258,
(1934).

Darmon, M., Bull. Soc. Chim. France, 1942, 262.

Plimmer, R. H. A., Biochem. J., 35, 461, (1941).

Verckade, P. E., J. C. Stoppelenburgh and W. Cohen, Rec. Trav. Chim.,
59, 886, (1940).

Desjobert, A., Compt. Rend. 224, 575 (1947), Bull. Soc. Chim, 1947,
809.

Claus, A. and O. Zimmermann, Ber., 14, 1482, (1881).

Bailly, O. Bull. Soc. Chim, 9, 314, 340, 405, 421, (1942).

Fleury, P., and J. Courtois, Bull. Soc. Chim., France, 8 397 (1941).

E. Cherbuliez, J. Rabinowitz., Helvetica Chimica Acta, 174, 29 (1956).

H. Hart., D. J. Hart., L. E. Craine., Quimica Organica, Ed. McGraw-Hiill,
9a. Ed., 1995. Cap. 9: Aldehidos y cetonas.

Wilson y Wilson's., Comprehensive Analitycal Chemistry. II5.

lon
Exchangers., Elsevier Science Publishers Co. Inc. New York, N.Y. 1991
Kunin Robert., lon Exchange Resins, Ed. J. Wiley New York, Reprinted
2nd ed., 1990, 512 p.

Cherbuliez Emile et J. Rabinowitz., Helvetica Chimica Acta, Vol. XXXIX,
Fasciculus V (1956), no. 174.

Macherey-Nagel Dduren., T.L.C. Thin Layer Chromatography. MN,
Application 84, Separation of Phosphoric acid derivatives., pp. 84 y
99,1994.

R. G. Maile et al., J. Chromatogr., 132, (1977) 366.

Walsh, E. N., J. Am.Chem.Soc., 1959, 81,3023.

Rapp, M. Justus Liebigs, Ann. Chem., 1884, 224, 156.

76



(40)
(41)
(42)

a1 O
(S N N
~ ~

(59)
(60)

(61)

BIBLIOGRAFIA

Atherton., J. Chem. Soc., 1106 (1948).

Atherton et al., U.S. pat. 2490573 (1949 to Hoffman-La Roche).

Sir Derek Barton and W. David Ollis, Comprehensive Organic Chemistry,
Diphenyl phosphoclorhidrate, 2,1218, 1267; 5, 127, 348, Ed. Oxford
Pergamon, 1979.

F. Cramer, in “Newer Methods of Preparative Organic Chemistry”, Ed. W.
Forest Academic, New York, 1964, Vol. 3, pp. 319.

D. M. Brown., Adv. Org. Chem., 1963, 3, 75.

E. Baer., Biochem. Preps., 1, 50, (1951).

C. E. Ballov., Biochem. Preps., 7, 45, (1960).

P. Brigl and Mdller., Ber., 72, 2121, (1939)

Newman, M. S., Org. Synth. Vol. lll, pag. 502, 1955.

Lipshutz, Bruce H., Moretti, Robert and (in part) Crow, Robert.,
Tetrahedron Letters., vol. 30, no. 1, pp. 15-18, 1989.

M. M. Maglio, C. A. Burger., J. Am. Chem. Soc., 68, 529, (1945).

Pérez Jimeno Francisco., CAS. 97: 55794v. (Calipe S. A.) Span. ES
499129 (Cl. C072D317), 01 Jan. 1982.

Mikschik Edgar inventor; Austrian Pat. 180926 (1955 to Chemomedica
Chemikalien) C.A. 49, 15951, 1955.

Brown and Macbride., Chem. and Ind., 1963, 103.

A. J. Showler and P. A. Darley., Chem. Rev., 1967, 67, 42.

C. Piantadosi et al., J. Org. Chem., 1963, 28, 2425.

M. L. Wolfrom, A. B. Diwatkar, J. Gelas and D. Horton., Carbohydr.
Research., 1974, 35, 87.

E. J. Corey, S. Kim, S. Yoo, J. Am. Chem. Soc., 1978, 100, 4620.

C. Piantadosi, C. E. Anderson, E. A Bretch and C. L. Yarbro., J. Am.
Chem. Soc., 80, 6613, (1958).

B. R. Brown and H. A. H. MacBride, J. Chem. Soc., 3822 (1964).

G. Volckaert, W. Min. Joy and W. Fiers., Analyt. Biochem., 1976, 72,
433.

N. Salen, jun, L. G. Abood and W.H.Hoss., Analyt. Biochem., 1976, 76,
407.

77



(62)
(63)

(64)
(65)

(66)

(67)

(68)

(69)

(70)
(71)

BIBLIOGRAFIA

R. J. Maile, jun. and G. J. Fischesser., J. Chromatog., 1977,132, 366.

W. Kreis, A. Greenspan, T. Woodcock and C. Gordon., J. Chromatog.
Sci., 1976,14, 331.

E. R. Sargent and P. F. Agris., J. Chromatog. 1976,123,490.

Fieser and Fieser; Reagents for Organic Synthesis., Vol. 2, p. 227, lon
Exchangers resins.

Hidehiko Yamada, Toshihiko Tsuda, Taiji Watanabe, Masayuki Ohashi,
Kimihiro Murakami and Hidenori Mochizuki, Am. Soc. for Microbiology,
Vol. 37, No. 11, p. 2412-2417, Nov. 1993

Schulz, Pablo C. and Melong Alberto I., Rev. Latinoamer. Quim. 1976, 7,
9-16.

E. I. Matrosov, E. N. Tsevetkov, Z. N. Mironov, R. A. Malevannaya and
M. C. Kabachik., Bull. Acad. Sci., USSR., 1975, 24, 1231.

A. Piekos-Maron and T. A. Modro., Phosphorous, 1976, 6, 129.

D. Lucansky., Chem. Prumysi., 1976, 26, 514.

Kabachik, M. |., CAS 77844, “Uniqueness of &-P correlation systems in
the chemistry of organophosphorous compounds”, (Inst. Element. Org.
Soedin., Moscow, USSR). Khim. Primen. Phosphoorg. Soedin., Tr, Konf.,
5 1972 (pub. 1974), 257-269 (Russ). Edited by Kabachik, M. 1.,
Nifantiev, E. E. “Nauka”; Moscow, USSR.

78



) APENDICE
7. APENDICE

HO NH
IR1 Materia prima 3-aminopropanol SN2
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HO NH
RMN1 Materia prima 3-aminopropanol SN
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IR2 Compuesto 3-fosfopropilamina OH
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HO—P—O NH
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RMN2 Compuesto 3-fosfopropilamina OH
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IR3 Compuesto 3-fosfopropilamida
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RMN4 Compuesto 3-fosfopropilamida
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RMN5 Compuesto difenilclorofosfato i
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RMNG6 Compuesto cetal de la ciclohexanona (+D,0) i/<
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IR6 Compuesto difenilfosfato del cetal de la ciclohexanona
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RMN7 Compuesto difenilfosfato del cetal de la ciclohexanona
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IR6a Compuesto fosfato del cetal de la ciclohexanona
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RMN7a Compuesto fosfato del cetal de la ciclohexanona (+D,0)
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IR7 Compuesto acido glicerofosférico
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RMN8 Compuesto aci
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IR8 Compuesto 1,2-di-O-acetilglicerofosfato
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RMN10 Compuesto 1,2-di-O-acetilglicerofosfato
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