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ABREVIACIONES Y SIMBOLOS.

ADA Adenosina Desaminasa

ADP Difosfato de adenosina

AMP Moncfosfato de adenosina

ATP Trifosfato de adenosina

c cuarteto

CCF Cromatografia en capa fina

CDI NN -carbonildiimidazol

d doblete

dd doble de dobles

o desplazamiento quimico (ppm)

bCC Diciclohexilcarbodiimida

DEPT Distortionless enhancement by polarisation transfer.
DMF Dimetilformamida

DMSO Dimetilsulfoxido

EDCI Clorhidrato de 1-etil-3-(3"-dimetilaminopropil)carbodiimida
FAB" Fast atom bombardment

MP Monofosfato de inosina

'H-'H-COSY Correlated Spectroscopy 2D, H-H
HETCOR Heteronuclear shift correlation 2D, C-H
HMBC Heteronuclear muttiple bond correlation 2D, C-H
IE Impacto electrénico

D introduccion directa

J Constante de acoplamiento (Hz)

m multiplete

meq milicquivalentes

mmol milimoles

m/z relacion masa carga

M™ 16n molecular radical ‘ S
v estiramiento

Vi estiramiento simétrico

Vas estiramiento asimétrico

NOESY Nuclear overhauser effect spectroscopy.
pf punto de fusién

ppm partes por millon

Ry Factor de retardo en CCF

S singulete

sa singulete amplio

SAH S-adenosilhomocisteina

t triplete

THF tetrahidrofurano

X0 Xantina Oxidasa
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INTRODUCCION.

A pesar del gran avance cientifico y tecnologico en ¢l area de la salud, la cirrosis hepatica es
una de las causas mas comunes de mortalidad en muchos paises, afecta a mas del 5% de la
poblacion mundial, especialmente a adultos en la etapa reproductiva. En México fue la cuarta
causa de muerte en el 2002. Su incidencia se ha incrementado notablemente debido a la
deteccion tardia de hepatitis cronica, especialmente del tipo C.

Actualmente no se ha desarrollado un medicamento que sea capaz de revertir la cirrosis
hepatica, por lo que la estrategia terapéutica debe enfocarse en desarrollar firmacos que
incrementen la proteccion del higado, para evitar el desarrollo de fibrosis hepatica, causa
inicial de la cirrosis.

En la ultima década se ha demostrado que la administracion de adenosina en ratas en estado
cirrotico, inducido con tetracloruro de carbono, posee un efecto hepatoprotector debido a la
disminucion del estrés oxidante causado por el disolvente. Comportamiento que sugiere que la
administracién de este compuesto podria ser un recurso terapéutico en la cirrosis hepatica.

A pesar de que la adenosina es un compuesto prometedor, su desventaja es que presenta un
tiempo de vida media biologico muy corto, lo que implicaria administrarla cada treinta
minutos durante varios meses.

Para resolver este tipo de problemas, la Quimica Farmacéutica utiliza la estrategia de
preparacion de profarmacos. Este tipo de compuestos presenta en su estructura al principio
activo de interés mds una porcidn estructural (modificador) que le confiere propiedades
diferentes a las del principio activo que le dio origen. En este trabajo se utilizaron como
modificadores, aminoacidos naturales. Por tal efecto, primero se explord la actividad de
diversas sales de adenosina, preparadas con aminoacidos naturales, en ratas a las que se les
indujo cirrosis con tetracloruro de carbono. Los resultados indicaron que el prolinato y
aspartato de adenosina fueron los que presentaron los mejores resultados. Por lo gue la sintesis
del profarmaco se ensayé utilizando a la prolina y el acido aspartico. Para ello se explord la
reactividad de la molécula, frente a diversos grupos protectores y agentes acoplantes. Con este
trabajo se pretende contribuir a la investigacién sobre las reacciones con grupos protectores
que presenta la adenosina, y la reactividad de la misma en el acoplamiento con aminoacidos.

Se presenta como informe de actividades debido a que quedd inconclusa la sintesis del
profarmaco; sélo se logrd realizar la proteccion del grupo amino de la posicion 6 de la
adenosina, y un acoplamiento con el N-fert-butoxicarbonil aspartato de 4-bencilo. Ambas
reacclones se obtuvieron con rendimientos muy bajos, restando la desproteccion de la
molécula acoplada para obtener el profarmaco.



1. ANTECEDENTES.

La adenosina es un nucleosido enddgeno que esta presente en todas las células del organismo
y desempefia un papel importante en la produccién y utilizacion de los sistcmas energéticos.
En el organismo existe un sistema eficaz para su captacién y reciclamiento, principalmente en
los eritrocitos y en las células endoteliales de los vasos sanguineos. La adenosina cs captada
de forma inmediata y metabolizada principalmente en monofosfato dc adenosina (AMP).
(Figura 1Y **%° In vitro, la vida media de la adenosina se ha estimado en menos de 10
segundos. In vivo la vida media es aproximadamente de 1 segundo.
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Figura 1. Metabolismo de la adenosina.

Tras el ingreso de la adenosina a las células, sufre una reaccion de fosforilacion catalizada por
la enzima citosolica adenosina quinasa. Por otro lado, la desaminacion, lleva a una gran
acumulacion de inosina, y se convierte en el principal camino de biotransformactén de la
adenosina cuando sus niveles intracelulares son elevados. La mayor actividad de la adenosina
desaminasa es citosdlica.®



Recientemente se ha descrito la participacion de la adenosina en la regulacion de diferentes
aspectos de la vida celular. Estudios actuales, demuestran que este nucledsido dc purina
participa en los siguientes procesos bioldgicos:

1) Como agente hepatoprotector, demostrado en ratas con cirrosis hepatica inducida con
tetracloruro de carbono.'

2) Como neuromodulador en el sistema nervioso central.®

3) Como inductor de apoptosis en varios tipos de células epiteliales de cancer de colon,
gastrico, neuroblastoma, pecho y ovario.®

4) Como vasodilatador coronario en el sistema cardiovascular,'®

5) Como agente inductor de ureagénesis en hepatocitos aislados."

6) Como vasoconstrictor renal, disminuyendo la velocidad de filtracion glomerular.”

7) Como anticonvulsivo en trastornos epilépticos.]3

8) Como posible antioxidante en enfermedades neurodegenerativas (Alzhemier v
Parkinson}.'” '

Las presentaciones farmacéuticas de adenosina que existen en el mercado, conocidas como
Adenosina Biol. ®, Krenosin ® y Tricor ® se utilizan como antiarritmicos.

Como se menciono con anterioridad, estudios recientes han demostrado que la adenosina al
ser administrada en ratas en estado cirrdtico, inducido con tetracloruro de carbono, presenta
multiples efectos hepatoprotectores: bloquea la esplenomegalia, reduce un 60% el deposito de
colageno, mejora la disfuncion hepatica, incrementa la actividad de la colagenaza, preserva la
funcion de la mitocondria y estimula la proliferacion celular.'® Estas caracteristicas hacen a la
adenosina un excelente candidato para el tratamiento de este padecimiento.

1.1 CIRROSIS HEPATICA.

La cirrosis hepética es una condicidn ocasionada por ciertas enfermedades cronicas del higado
que provocan la cicatrizacion de tejido y dafio permanente. El tejido cicatrizado que se forma
en la cirrosis hepatica dafia la estructura del higado, bloqueando el flujo de sangre a través del
organo. La pérdida del tejido hepatico normal disminuye la capacidad que tiene el higado de
procesar nutrientes, hormonas, firmacos y toxinas. También disminuye la capacidad del
higado para producir proteinas y otras sustancias.’

Segun el Instituto Nacional de la Diabetes y de las Enfermedades Digestivas y del Rifidn
(NIDDK), la cirrosis es la séptima causa principal de muerte en Estados Unidos.”En México
en el 2002 fue la cuarta causa de muerte en la poblacién en general, siendo la octava causa de
muerte en mujeres vy la tercera en los hombres.”® A nivel mundial afecta al 5% de la
poblacion.'*

El tratamiento para la cirrosis esta dirigido a detener o retrasar su progreso, minimizar ¢l dafio
a las células hepaticas y reducir las complicaciones. En la cirrosis alcohélica, la persona debe
dejar de consumir alcohol. En el caso de personas que tienen hepatitis viral, el médico podria
administrarle esteroides o medicamentos antivirales para reducir el dafio a la célula hepatica.



En casos criticos, podria ser necesario realizar un trasplante de higado.? Actualmente en la
industria farmacéutica no existen medicamentos que sean capaces de revertir la cirrosis
hepatica, por lo que la estrategia terapéutica debe enfocarse en desarrollar farmacos que
incrementen una degradacion del colageno, para revertir la avanzada fibrosis hepatica. Por los
efectos hepatoprotectores de la adenosina, la hacen un excelente candidato para ser utilizando
en el tratamiento de la cirrosis; la gran desventaja de este compuesto, es su corta vida media al
ser administrado en el organismo.

Una estrategia utilizada en el area de la Quimica Farmacéutica para resolver este tipo de
problemas, es la preparacion de profarmacos; compuestos que son farmacolégicamente
inertes, pero son convertidos en la forma activa del firmaco por la participacion de una
enzima (Figura 2).

Reaccion enzimatica

P +

m: modificador; F: farmaco.

Figura 2. Concepto de profarmaco.

La porcién modificadora es la que confiere al farmaco nuevas caracteristicas que ayudan a
resolver los inconvenientes que presenta dicho principio activo.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Dado que el corto tiempo de vida media biolégico de la adenosina limita su utilidad
terapéutica, /existe la posibilidad de realizar una modificacién estructural que aminore esta
desventaja sin que se pierdan sus propiedades bioactivas?

3. HIPOTESIS.

En virtud de que la reaccion principal de biotransformacién de la adenosina es la fosforilacion
del hidroxilo de la posicion 5, se deben sintetizar profdrmacos para incrementar su tiempo de
vida media bioldogico, utilizando como modificadores aminoacidos naturales. La unién del
aminoacido se hard mediante la formacion de un enlace covalente.

4. OBJETIVO GENERAL.
Preparar un profarmaco de la adenosina con un aminoacido natural.

>



OBJETIVOS ESPECIFICOS.

v Preparar las sales de adenosina y los siguientes aminoacidos naturales: alanina, serina,
acido glutamico, acido aspartico, prolina, y N-acetilcisteina; y el acido citrico.

v" Realizar pruebas bioldgicas de estas sales en ratas a las que se les induce un estado
cirrotico con tetracloruro de carbono.

v" Sintetizar el profirmaco de adenosina con el aminoacido que resulte mayor efecto
hepatoprotector segin las pruebas preliminares de las sales de aminoacidos.

V' Aislar, purificar y determinar las constantes fisicas de los compuestos finales vy sus
intermediarios (pfy Ry).

v" Identificar y caracterizar los compuestos finales y sus intermediarios, mediante técnicas
espectroscapicas (IR, RMN-'H, RMN—BC) y espectrometricas (EM).

v" Evaluar la actividad del nuevo profarmaco en el mismo modelo biolégico.

¥ Analizar y comparar los resultados del nuevo profirmaco con estudios realizados
anteriormente.

5. METODOLOGIA.

Las actividades llevadas a cabo que se describen en esta seccion, se dividen en dos partes; la
primera comprende la secuencia de sintesis que nos llevo a la preparacion de los compuestos
intermediarios y las sales de adenosina, asi como una breve descripcion de la misma. En la
segunda parte, se presenta una descripcidn de los ensayos de la actividad bicldgica a la que
fueron sometidas las sales de adenosina sintetizadas. las técnicas involucradas para la
preparacién de cada uno de los compuestos, asi como la elucidacion estructural realizada por
métodos espectroscopicos y espectrometricos, se presenta en otra seccidn.

5.1 PREPARACION DE SALES DE ADENOSINA.

Para obtener las sales: prolinato de aderiosina (8), alaninato de adenosina (9), serinato de
adenosina (10), citrato de adenosina (11), glutamato de adenosina (12), N-acetilcisteinato de
adenosina (13); se realizdé una reaccidn acido-base en medio acuoso entre la adenosina (1) y
cada uno de los aminoacidos naturales: prolina (2), alanina (3), serina (4), icido glutamico
(6), N-acetilcisteina (7); y el acido citrico (5). Posteriormente se adicioné acetona, y se
concentro cada una de las sales en un rotaevaporador a 20 mm de Hg de presion, para obtener
un solido blanco. Todas las sales se obtuvieron como una mezcla de ambas materias primas v
la sal formada. (Esquema 1).
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Esquema 1. Sintesis de Sales de Adenosina.

5.2 RUTA SINTETICA PARA LA OBTENCION DEL PROFARMACO.

Con la finalidad de obtener el profarmaco, era necesario primero proteger el grupo amino de
la posicion 6 de la adenosina, posteriormente realizar la reaccion de acoplamiento en el
hidroxilo de la posicién 5° de la adenosina con el aminoacido natural; desproteger la molécula
y finalmente obtener el profarmaco.(Esquema 2)
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Esquema 2. Sintesis del profarmaco.

Para realizar la proteccion del grupo amino, se exploraron varios agentes, como ¢l dicarbonato
de di trert-butilo, cloroformiato de fenilo, cloroformiato de bencilo y el cloruro de tritilo. Se
logrd la proteccidon utilizando el cloruro de tritilo, pero la desventaja fue que también se
protegia el hidroxilo de la posicion 5° de la adenosina, impidiendo as{ el posterior
acoplamiento con el aminoacido natural, por lo que este grupo protector no era factible
utilizarlo. (Esquema 3)
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Esquema 3. Proteccion con Cloruro de tritilo.



En una segunda alternativa se logré proteger el grupo amino de la posicion 6 de la adenosina
utilizando el dicarbonato de di-fert-butilo, pero se obtuvo la mezcla de adenosina mono y di
protegida, que se separaron por cromatografia en placa preparativa, debido a que la separacion
por cromatografia en columna no funciond. (Esquema 4)

La exploracion con otros agentes como el cloroformiato de fenilo y bencilo no funciond. ya
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Esquema 4. Proteccidon con dicarbonato de di-rer-butilo.

De forma conjunta se exploro la reaccion de acoplamiento entre la adenosina sin proteccion y
el N-rert-butoxicarbonil aspartato de 4 bencilo (19); utilizando: yoduro de 2-cloro M-
metilpiridinio, N,N -carbonildiimidazol (CDI), diciclohexilcarbodiimida (DCC), v clorhidrato
de 1-etil-3-(3"-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI) como agentes acoplantes. (Esquema
5) El mejor resultado se obtuvo via la formacion del intermediario imidazolido utilizando CDI
en acetonitrilo. Se obtuvo una mezcla, que por espectrometria de masas (FAB") indicaba el
acoplamiento con una, dos y tres moléculas de aminoécido. Por lo que ¢l rendimiente de la
reaccion fue muy bajo (menor 20%) y no se pudo continuar con la posterior reaccion de
hidrogenacion para romper el éster bencilico, y realizar la hidrélisis acida del grupo teri-
BOC, para obtener finalmente el profarmaco.
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Esquema 5. Acoplamicnto con N,N’-carbonildiimidazol.



Por lo que se planteo otra ruta alterna para obtener el profarmaco, a través de la formacion de
complejos de cobre-acido aspartico, y complejos de borano-acido aspartico, con la finalidad
de no utilizar aminoacidos protegidos; para posteriormente acoplarlo con la adenosina y
finalmente realizar la ruptura del complejo y obtener el profarmaco. (Esquema 6 v 7).
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Esquema 6. Sintesis del complejo cobre-acido aspartico.

Se logro la sintesis de ambos complejos de acido aspdrtico, pero las reacciones de
acoplamiento utilizando: N,N’-carbonildiimidazol, diciclohexilcarbodiimida, yodurc de 2-
cloro N-metilpiridinio, y el clorhidrato de 1-etil-3-(3’-dimetilaminopropil)carbodiimida, no
arrojaron resultado alguno.
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Esquema 7. Sintesis del complejo de borano-acido aspartico.

5.3 PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA.

El ensayo biologico para la evaluacion de la actividad hepatoprotectora se llevo a cabo en el
Instituto de Fisiologia Celular bajo la supervisién de la Dra. Victoria Chagoya.

6. RESULTADOS.

6.1 RESULTADOS DE LA PARTE QUIMICA.

Los intermediarios sintetizados en este trabajo, asi como sus rendimientos sc muestran en la
Tabla 1 y 2, donde también se resume la caracterizacion realizada para cada uno de éstos.
mediante las constantes fisicas mas importantes, y elucidacion estructural por medio de las
técnicas espectroscopicas de IR, RMN-'H, RMN-"C y espectrometria de masas. En algunos




casos se recurrio a las técnicas en dos dimensiones, como: 'H,'H-COSY, HETCOR, HMBC( y

NOESY.
Tabla 1. Constantes fisicas de los compuestos sintetizados.
COMPUESTO RENDIMIENTO pf (°C) R, (SISTEMA)
8 90% 237.1-238.6° 0.0
9 90% 233-235° 0.0
10 90% 221.6-223.8° 0.0
11 90% 115-117° 0.0
12 90% 222.3-223.5¢ 0.0
13 90% 181.3-182.4° 0.0
15 Menor 15%° ND? 0.32 (II)
17 11%" 132.2-134.1 0.32 (1I)
18 15%" 166.7-167-7 0.37 (I
20 Menor 15% ND? 0.58 y 0.46 (JV)
21 92% 132.9 0.46 (IX)

a: Se aislé de Cromatografia en columna; b: Se asilo de Cromatografia en placa preparativa: ¢: Se obtuve como mezela con
ambas materias primas: d: Se obluvo como aceite; ND: no se determind.

Tabla 2. Elucidacion estructural de las materias primas y compuestos sintetizados.

COMPUESTO SENALES

Adenosina (1).

IR (KBr) em’: 3332 (v O-H y v N-H), 2932(v,s C-H de -
CHy-), 2841 (v C-H de CH3), 1604 (torsion N-H en el

(torsion N-H fuera del plano).

1H, H-8), 8.34 (s, 1H, H-2).

plano), 1473 y 1413 (v C=N), 1209 (v C-N de la amina).
1108 (v C-O de alcohol secundario), 1070 (vs C-O-C).
1055 (v C-O de alcohol primario), 904 (v, C-O-C), 767

RMN-'H (TMS, DMSO-d;) 8 en ppm: 3.54 (m,1H, H-
57, 3.67 (m, 1H, H-5"), 3.96 (dd, J= 6.59 y J= 3.59, 1H.
H-4), 4.14 (m, 1H, H-3°), 4.61 (dd. J= 11.38 y J= 6.29.
1H, H-2"), 5.18 (d, /= 4.49, 1H, int. con D50, OH-3").
5.42 (dd, /~ 7.04 y J= 4.19, 1H, int. con D,0, OH-5").
5.44 (d, J= 4.49, 1H, int. con D,O, OH-2"), 5.87 (d, J=
6.29, 1H, H-1"), 7.35 (s, 2H, int. con D-O. NH;-6), 8.13 (s.

RMN-PC (TMS, DMSO-d6) & en ppm: 61.6 (C-5).

70.6 (C-37), 73.45 (C-27), 85.9 (C-47), 87.9 (C-17), 119.3
(C-5), 139.9 (C-8), 149.0 (C-4), 152.3 (C-2), 156.1 (C-6).
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COMPUESTO

SENALES

HN
O
~—
OH

Prolina (2).

0 NH,
HO CH

Alanina (3)

NH,
O
%
OH

OH
Serina (4)
O O
H04<—/(E>—OH
_HO g
Acido citrico (5)
NJ\/O

Ac1do glutamico (6

IR (KBr) em™: 3415 (v N-H), 2980 (v,s C-H). 1620 (v
C=0 vy torsién N-H en el plano), 1038 (v C-N), 777
(torsion N-H fuera del plano).

IR (KBr) em™: 3437 (v N-H), 3083 (v O-H acido), 2938
(vas C-H), 2813 (v, C-H), 1621 (v C=0), 1599 (torsidén N-
H en el plano), 1455 (torsion asimétrica C-H), 1362
(torsion simétrica C-H), 1114 (v C-N), 850 (torsion N-H
fuera del plano).

IR (KBr) em™: 3451 (v N-H y v O-H alcohol}, 3093 (v
O-H 4cido), 2960 (vas C-H), 2870 (v; C-H), 1598 (v C=0
y torsidn N-H en el plano), 1469 (torsion asimétrica C-H),
1384 (torsi6n simétrica C-H), 1126 (v C-N), 1086 (v C-O
alcohol primario), 953 (torsion N-H en el plano).

IR (KBr) em™: 3495 (v O-H), 3290 (v O-H 4cido), 1709
(v C=0), 1428 (torsion O-H), 1243 y 1217 (torsion
C=0----HO-), 1150 (v C-O alcohol terciario), 641 (torsion
O-H).

IR (KBr) em™: 3439 (v N-H), 2924 (v O-H acido), 2854
(v C-H de CH2), 1641 (torsion N-H en el plano), 1516 (v
C=0) 1126 (v C-N), 807 (torsion N-H fuera del plano).



COMPUESTO

SENALES

O

BN

HN CH,

OH SH
N-acetil-cisteina (7)

NHy O
N Ry N

‘oH

Prolinato de Adenosina (8)

0 NH,

NH OHCHs
T

OH

Alaninato de Adenosina (9)

IR (KBr) em™: 3374 (v N-H), 2900 (v, C-H de CHa),
2547 (v S-H), 1717 (v C=0), 1585 y 1534 (v N-H amida),
568 (v C-S).

TR (KBr) em™: 3422 y 3362 (v N-H), 3362 (v O-H),
1656 (v C=0), 1577 (torsion N-H en el plano), 1478 vy
1422 (v C-N), 1205 (v C-N), 1102 (v, C-O-C y v C-OH
de alcohol secundario), 1056 (v C-OH de alcohol
primario), 722 (torsiéon N-H fuera del plano).

IR (KBr) em™: 3417 (v N-H y v O-H), 2935 (v, C-H de
CH:), 1621 (v C=0 y & N-H en el plano), 1479 y 1413 (v
C=N), 1455 (vi C-H de CHj), 1362 (torsion simétrica C-
H de CH;), 1206 (v C-N), 1113 (v C-OH de alcohol
secundario), 1070 (v; C-O-C), 1050 (v C-OH de alcohol
primario), 917 (v, C-0-C), 850 (torsion N-H fuera del
plano), 724 (torsion de balanceo C-H de CH,), 0645
(torsion O-H).



COMPUESTO

SENALES

NH,

N
N N

OH

Serinato de adenosina (10)

X

N RN
M/ N\>HO 0
C

OH
Citrato de Adenosina (11)

NH
0 o)
v
I‘[JHS o OH
|
N
N TR
D5
\N/ N
. OH
o .
“OH

OH

Glutamato de Adenosina (12)

IR (KBr) em™: 3339 (v N-H y v O-H), 1641 (torsiéon N-
H en el plano), 1603 (v C=0), 1470 (torsion de tijera C-H
de CH»), 1470 y 1414 (v C=N), 1208 (v C-N), 1104 (v C-
OH de alcohol secundario), 1070 (v, C-O-C), 1055 (v C-
OH de alcohol primario), 917 (v, C-O-C), 722 (torsidon de
balanceo C-H de CHa), 640 (torsion O-H).

IR (KBr) em™: 3413 (v N-H y v O-H), 2932 (v, C-H de
CHy), 1693 (v C=0), 1608 (torsion N-H en el plano), 1417
(v C=N), 1212 (v C-N), 1100 (v C-OH de alcohol
secundario), 1084 (v, C-O-C), 1056 (v C-OH de alcohol
primario), 895 (torsién N-H fuera del plano), 721 (torsion
de balancec C-H de CHa,), 637 (torsion O-H).

IR (KBr) em’: 3422 (v N-Hy v O-H), 2923 (v, C-H de
CH,), 2854 (vs C-H de CH,), 1649 (v C=0), 1605 (torsién
N-H en el plano), 1481 y 1421 (v C=N), 1127 (v C-N).
1101 (v C-OH de alcohol secundario), 1070 (v, C-O-C).
1055 (v C-OH de alcohol primario). 867 (torsidén N-H
fuera del plano), 640 (torsion O-H).



COMPUESTO SENALES

IR (KBr) em™: 3374 y 3334 (v N-H amina), 3334 (v O-
H y v N-I1 amida), 2919 (v4 C-H de CH,), 2842 (v, C-H
de CHy), 2547 (v S-H), 1665 (v C=0), 1604 (torsion N-H
en el plano), 1474 (torsion de tijera C-H de CHy). 1474 v
1413 (v C=N}, 1372 (torsion simétrica C-H de CHjs), 1209
(v C-N), 1108 (v C-OH de alcohol secundario), 1070 (v,
C-0-C), 1055 (v C-OH de alcohol primario), 903 (torsion
N-H fuera del plano), 722 (torsiéon de balanceo C-H de
CHay), 567 (v C-S).

OH

N-acetilcisteinato de adenosina
(13).

4
{
HN

A\
N B
g OH

EM (IE/ID) m/z: M~ 751 (20%); 243 (100%).
on EM (FAB'/ID) m/z: 752 (3%, M+1)

5°-0,6-N-bis(trifentlmetil)
adenosina. (15)



COMPUESTO

SENALES

Q Hee
T
HN o
CH,
6 5 7

6-N-(tert-butoxicarbonil)
adenosina (17)

IR (KBr) em™: 3347 (v O-H y v N-H de carbamato).
2932 (vas C-H de CHy), 1740 (v C=0 de carbamaio). 1481
y 1432 (v C=N), 1373 y 1252 (v C-H de CHj fert-butilo),
1135 (vas C-0-C), 1092 (v C-OH alcohol secundario), 646
{torsion O-H).

EM (FAB/ID) m/z: 368 (44%. M+1).

RMN-'H (TMS, CH3;OH-ds) 8 en ppm: 1.50 (s. 9H.
CHs), 3.77 (dd, J= 12.58 y J= 3.29, 1H, H-5). 3.88 (dd.

J=12.58 y J=3.29, IH, H-5"), 429 (m, 1H, H-4"), 4.90

(dd, J= 7.49 y J= 5.39, 1H, H-2"), 5.21 (dd, J= 539 y J=
1.49, 1H, H-3"), 5.94 (d, J= 7.49, 1H, H-1"), 8.18 (s, 1H.
H-2), 8.28 (s, 1H, H-8).

RMN-C (TMS, CH3;0H-d3) & en ppm: 27.97 (CH;),
63.50 (C-57), 73.99 (C-27), 77.62 (C-3"), 83.57 (C de rer-
butilo), 86.11 (C-47), 90.85 (C-17), 141.72 (C-8), 149.98
(C-6), 153.55 (C-2), 154.33 (C de C=0), 157.67 (C-4).

DEPT & en ppm: 27.97 (CHs), 63.50 (CH), 73.99 (CH),
77.62 (CH), 86.11 (CH), 90.85 (CH), 141.72 (CH). 153.55
(CH).

'H-'"H-COSY: H-1'(H-2"), H-2'(H-1" y H-3"), H-3"(H-2’
y H-4"), H-4"(H-3" y H-5"), H-5"(H-4").

NOESY: CH, (H-1", H-3", H-4"), H-8 (H-1", H-2"), H-
1'(H-8, H-3", H-4"), H-2"(H-8), H-3"(H-1", H-5"), H-4"(H-
17, H-5"(H-3").

HETCOR & en ppm: H-1.50 (C-27.97), H-3.83 (C-
63.50), H-4.29 (C-86.11), H-4.90 (C-73.99), H-3.21 (C-
77.62), H-5.94 (C-90.85), H-8.18 (C-153.55). H-8.28 (C-
141.72).



COMPUESTO

SENALES

OH

6-N, N-(di-tert-butoxicarbonil)
adenosina (18)

IR (KBr) cm™': 3368 (v O-H), 2935 (v, C-H de CHo).
1743 (v C=0 carbamato), 1480 vy 1435 (v C=N). 1375 y
1249 (v C-H de CHj fers-butilo), 1130 (v, C-0-C). 1094
(v C-OH alcohol secundario), 646 (torsion O-H).

EM (FAB'*/ID) miz: 468 (80%, M+1).

RMN-'H (TMS, CH3;0H-dy) & en ppm: 1.36 (s. 9H.
CH3), 1.50 (s, 9H, CH3), 3.79 (dd, /= 12.58 y J/=2.39, H.
H-57), 3.91 (dd, J= 12.58 y J=2.39, 1H, H-5"), 4.36 (m.
1H, H-4%), 5.45 (dd, J= 5.09 y J= 1.79. 1H, H-3"), 5.80
(dd, J=7.04 y J= 5.24, 1H, H-2"), 6.19 (d, J= 7.19, 1H, H-
17, 8.20 (s, 1H, H-2), 8.33 (s, 1H, H-8).

RMN-"C (TMS, CH3;0H-dy) & en ppm: 27.76 (CHj),
28.02 (CHj3), 63.07 (C-37), 75.53 (C-37), 76.81 (C-2").
83.95 (C de rert-butilo), 84.41 (C de rert-butilo), 85.90 (C-
47, 88.0 (C-17), 120.95 (C-5), 141.6 (C-8), 150.06 (C-6).
153.23 (C de C=0), 153.79 (C-2), 153.92 (C de C=0).
157.67 (C-4).

DEPT & en ppm: 27.76 (CHs), 28.02 (CH3), 63.07
(CHy), 75.53 (CH), 85.90 (CH), 88.0 (CH), 141.6 (CH).
153.79 (CH).

'H-'"H-COSY: H-1'(H-2"), H-2"(H-1" y H-3"), H-3"(H-2"
y H-4"), H-4"(H-3" y H-5"), H-5"(11-4").

NOESY: CH; (H-8, T-2, H-1", H-2"), CH; (H-1", H-2".
H-3%), H-8 (H-1", H-2"), H-1"(H-8, H-3", H-4"), H-2'(H-
8), H-3'(H-1", H-5"), H-4"(H-1"), [1-5"(H-3").

HETCOR & en ppm: H-1.36 (C-27.76), H-1.50 (C-
28.02), H-3.85 (C-63.07), H-4.36 (C-85.90), H-5.45 (C-
75.53), H-5.80 (C-76.81), H-6.19 (C-88.03), H-8.20 (C-
153.79). H-8.33 (C-141.69).

HMBC: CHs (C de fert-butilo), H-5(C-4" y C-3"). -2
(C-4 y C-6), H-8 (C-3).

N



COMPUESTO SENALES

s 3 IR (KBr) cm™: 2976 (v C-H de CHjy), 2934 (v, C-H de

2 OH CHy), 2896 (v; C-H de CH; y CHa), 1739 (C=0 carbamato

5 y acido), 1479 (torsion de tijera de CH»), 1430 (torsion

N1 y asimétrica C-H de CHj3), 1367 v 1240 (v C-H de CHj rert-

)\ butilo), 1217 (vas N-CO-0), 899 (v, N-CO-O), 728

o 0 (torsion de balanceo CHj)
HAC CHy EM (IE/ID) m/z: M" 215 (1%); 170 (10%); 114 (100%)

CH;,

RMN-'H (TMS, CDCly) § ppm: 1.42-148 (d, J= 17.41.
_ L 9H. CH; rert-butilo), 1.83-2.34 (m, 4H, H-3 y H-4), 3.32-
N-teri-butoxicarbonil prolina 1) 3 ¢4 (1 2 1.5), 4.22-4.37 (m, 1H, H-2), 11.39 (sa, 111,
int. con D,0O, OH acido)

N N\
0

L OH

EM (FAB'/ID) m/z:

or 573 (25%, M+1: adenosina + 1 aminoacido);
o= 788 (28%, M+1: adenosina + 2 aminoacidos);
1183 (4%, M+1: adenosina + 3 aminoacidos).

W

o]
CHs 2 3

HyC—f ~H =
el ¢ 4 A Vi

4-bencil-1-(adenosin-5"-0 —1l) N-
(tert-butoxicarbonil) aspartato
20)

Por falta de espacio no se anexaron los espectros, pero se encuentran a disposicién para consulta.

6.2 RESULTADOS DE LA PARTE BIOLOGICA.

Los resultados de la actividad hepatoprotectora de las sales de adenosina en ratas con cirrosis
hepatica, inducida con tetracloruro de carbono, se resumen en la Tabla 3.



Tabla 3. Actividad de las sales de adenosina.

COMPUESTO % DE SOBREVIVENCIA (16 DIAS)

Aspartato de adenosina 100%

Prolinato de adenosina (8) 100%
Alaninato de adenosina (9) 5%
Serinato de adenosina (10) 5%
Citrato de adenosina (11) 5%
Glutamato de adenosina (12) 5%
N-acetilcisteinato de adenosina (13) 5%

7. CONSIDERACIONES.

De acuerdo a la metodologia desarrollada en este trabajo, concluimos que la reactividad de la
adenosina bajo las condiciones manejadas fue relativamente baja. La proteccion del grupo
amino de la posicion 6 se logro con el dicarbonato de di-tert-butilo, obteniéndose dos
productos: adenosina mono y di-protegida. La exploracion con los otros agentes como el
cloroformiato de fenilo y bencilo no dio buenos resultados, ya que bajo las condiciones de
reacciéon manejadas, descomponian al fenol y alcoho! bencilico respectivamente. La
utilizacién de cloruro de tritilo no era conveniente ya que se protegia el grupo amino de la
posicion 6 y el hidroxilo de la posicién 5°, impidiendo posteriormente llevar a cabo el
acoplamiento en esa posicion con el aminoécido natural.

Se sugiere optimizar las condiciones de reaccidn, utilizando el dicarbonato de di-tert-butilo en
medio acuoso con sosa 0 potasa, para poder obtener en mayor concentracion uno de los dos
productos, y aumentar el rendimiento de la reaccion.

El acoplamiento con uno de los aminoacidos se logro utilizando el N,N’-carbonildiimidazol,
aunque el rendimiento fue muy bajo, debido a que se obtuvo una mezcla del acoplamiento de
la adenosina con 1, 2 y 3 moléculas del aminoacido; por lo que consideramos que una vez
optimizada la primer reaccién de proteccion del grupo amino, el acoplamiento con el
aminodcido utilizando CDI, podria obtenerse con rendimientos mas altos.

Lo esencial para que las reacciones pudieran proceder, ¢s que la adenosina debe de
encontrarse disuelta en medio acuoso, o en DMF.

8. PROCEDMIENTOS EXPERIMENTALES.

Este trabajo se divide en dos etapas. La primera parte involucra la sintesis organica de los
intermediarios del profarmaco de adenosina, realizada en el Conjunto E Laboratorio 122 de la
Facultad de Quimica; la segunda, la parte biolégica, describe las pruebas de actividad de las
sales de adenosina en ratas con estado cirrotico, realizado bajo la supervisiéon de la Dra.
Victoria Chagoya en el Instituto de Fisiologia Celular.



8.1 INSTRUMENTACION Y MATERIALES.

*
Lo

La concentracién de los disolventes se realizé a presion reducida utilizando un
rotaevaporador marca Biichi Modelo RE 114, adaptado con un condensador marca VWR
Scientific Modelo 1107 y una bomba de vacio marca GAST modelo 0523-V4F,

Los puntos de fusién (pf) Se determinaron en un aparato Marca Biichi Modelo B-540
mediante capilar, y no estan corregidos.

Los espectros de infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrometro Perkin Elmer de
Trarllsfomladas de Fourier modelo FT-IR-1600 en pastilla KBr. Las sefiales se reportan en
CI .

Los espectros de Resonancia Magnética Protonica (RMN-'H, 300 MHz) y los de
Resonancia Magnética de Carbono 13 (RMN-C, 75 MHz) se realizaron en un
espectrometro Varian, Modelo VRX-300 MHz. Se utilizé tetrametilsilano (TMS) como
referencia interna, dimetilsulfoxido hexadeuterado (DMSO-d;), metanol deuterado
(CH30H-d4) y deuterocloroformo (CDCls) como disolventes. Los desplazamientos
quimicos {8) se reportan en partes por millon (ppm).

Los espectros de masas, por impacto electrénico (IE 70 eV), Cromatografia de gases, y
bombardeo rapido de atomos (FAB®), se determinaron en un espectrometro de masas
marca Joel, Modelos-102 A. La simbologia utilizada es m/z relacidén masa carga y M para
el i6n molecular. La aplicacion de la muestra fue por introduccidn directa o mediante
cromatografia de gases (EM-CG), con un cromatografo marca Hewlett Packard, Modelo
5890 Serie 1L

El avance de las reacciones y la pureza de los compuestos se analizo por cromatografia en
capa fina (CCF), utilizando placas de vidrio cubiertas con gel de silice 60 GF254 (Merck)
vy una lampara de luz ultravioleta para visualizar. En algunos casos se utilizé vapores de
yvodo y ninhidrina para visualizar el avance de las reacciones que involucraban
aminodcidos. Los sistemas de clusion utilizados se resumen en la Tabla 4.

La separacion de algunos intermediarios de sintesis se llevo a cabo por cromatografia en
columna, utilizando gel de silice 60 (Merck), con un tamaiio de particula de 0.2 — 0.5 mm.

Tabla 4. Sistemas de clusién para CCF.

SISTEMA COMPOSICION PROPORCION
1 Cloroformo — metanol 05:5
I1 Clorotormo — metanol 90:10
111 Cloroformo — metanol 08:2
v Cloroformo — metanol 80:20
A% Cloroformo — metanol 70:30
VI Cloroformo — metanol 60:40
VII Hexano — cloroformo — acetato de etilo 50:35:15
VIII Hexano — acetato de etilo 70:30
[X Cloroformo - acetona 50:50
X Cloroformo - acetona 95:5

18



8.2 TECNICAS PARA LA PREPARACION DE INTERMEDIARIOS Y PRODUCTOS
FINALES.

8.2.1 PREPARACION DE SALES DE ADENOSINA.
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Procedimiento General.

En un matraz bola de 100 ml de una boca (14/20) se disolvieron 1 meq (0.3741 mmol) de
Adenosina Aldrich en 7 ml de agua caliente. Una vez disuelta la adenosina, se permite que la
mezcla alcance la temperatura ambiente. A esta mezcla se le agregd 1 meq (0.374 mmol) del
aminoacido (o acido citrico en su caso) disueltos en 1 ml de agua. Se agité magnéticamente
durante 2 horas, a temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron 7 ml de acetona y la
mezcla se dejo en reposo a temperatura de refrigeracion durante el resto de la noche. La
mezcla de reaccion se concentrd en rotaecvaporador a 20 mm de Hg de presidn. La CCF con
ninhidrina reveld que todas las sales se obtuvieron como una mezcla de ambas materias
primas y la sal formada
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8.2.2 GRUPOS PROTECTORES,

8.2.2.1 CLORURO DE TRITILO.

it
(14) . \/

N N\> \/
| — A
KN/ ,i 4 :\ ! W ﬁ\>

aH

Sintesis de 5'-0,6-N-bis(trifenilmetil) adenosina (15).%°

En un matraz bola de 50 ml adaptado con canastilla de calentamiento, reéstato, columna
vigreaux y trampa de humedad se suspenden 0.05 gr (1 meq, 0.1870 mmol) de Adenosina (1)
en 10 ml de Piridina. A esta mezcla se le agrego 0.156 gr (3 meq, 0.5612 mmol) de Cloruro de
Tritilo (14) vy se agitdé magnéticamente durante 48 horas a una temperatura entre 50-60 °C. La
mezcla de reaccion se monitoreo por CCF en sistema Il donde se observo la formacion de un
producto con un Ry de 0.36 (referencia 0.76). La reaccion se mantuvo en calentamiento vy
agitacion magnética durante 5 dias mas. Después de este tiempo se comprobd por CCFEF que no
se consume por completo la materia prima.

La mezcla de reaccidn se vertié a un vaso de precipitado de 100 ml y en agitacion magnética
se afiadieron 70 mi de una solucién de bicarbonato de sodio fria (2.5 gr de Bicarbonato de
sodio en 300 mi de agua) formandose un precipitado blanco, que posteriormente se separd por
filtracion al vacio. El precipitado se lavo con 3 x 80 ml de agua fria y se dej6 secando al vacio
por 24 horas. Se obtuvieron 0.1170 g (83%) que en el sistema II por CCF revelod que era una
mezcla del producto esperado y Cloruro de Tritilo (mayoritario). La mezcla se separd
mediante una cromatografia en columna, utilizando hexano y acetato de etilo. El rendimiento
final del praducto obtenido fue aproximadamente del 15%.

Esta reaccion también se realizo utilizandoe DMF como disolvente%; cloruro de metileno y
acetonitrilo como disolventes, trictilamina y 4-dimetilaminopiridina como catalizador’, pero
no arrojaron resultado alguno.



8.2.2.2 DICARBONATO DE DI-TERT-BUTILO.

NH,
‘ cH, © ° he
S SCI A
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“OH

aH (1)

Sintezslis de 6-N-(tert-butoxicarbonil) adenosina (17)y 6-N, N-(di-fert-butoxicarbonil) adenosina
(18).

En un matraz bola de 250 ml se disolvieron 0.5 gr (1 meq, 1.8709 mmol) de Adenosina
Aldrich (1) en 20 ml de agua. A esta mezcla se le agregd 0.41 gr (4.0 meq, 7.4839 mmaol) de
hidréxido de potasio. Enseguida se afiadieron 40 ml de ters-butanol y 1.77 ml (4.0 meq,
7.4839 mmol, d= 0.979, 97%) de dicarbonato de di rers-butilo (16) v se agitd magnéticamente
a temperatura ambiente. La mezcla de reaccidn se monitoreo por CCF en sistema [l donde se
observd la formacién de dos productos con un Rede 0.32 (17) y 0.37 (18). La reaccion se
mantuvo en agitacion magnética durante 48 horas. Después de este tiempo se comprobé por
CCF que no se consume por completo la materia prima.-

La mezcla de reaccion se vertié a un embudo de separacién de 250 ml y se le agregaron 20 ml
mas de agua. Se lavo con 3 porciones de acetato de etilo de 70 ml cada una y sec6 con sulfato
de sodio anhidro y se evapord a sequedad obteniendo un aceite. Se lavd con hexano y
solidifico, obteniéndose 0.588 gr (85.5%) de un sélido amarillo. Se intentd la separacién de
ambos productos por recristalizacion de par de disolventes y por cromatografia en columna,
pero no funciond. Una pequeifia fraccion se disolvid en acetona y se separ6é por cromatogratia
en placa preparativa, utilizando como sisterna de elusion una mezcela de cloroformo-metanol
(9:1). Ei rendimiento final de los productos obtenidos a partir de la placa preparativa fue
aproximadamente del 11% y 15% respectivamente.
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Esta reaccion también se realizo utilizando trietilamina al 5% en DMFE™"; cloroformo como
disolvente®, pero no arrojaron resultado alguno. Cuando se utilizé tetrahidrofurano como
. . . . - e oge . . ., 25
disolvente y 4-dimetilaminopiridina como catalizador, dio 4 productos de reaccidn.



8.2.3 AGENTES ACOPLANTES.

8.2.3.1. N,N'-CARBONILDIIMIDAZOL.
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Sintesis del 4-bencil-1-(adenosin-5"-0 —il) N-(tert-butoxicarbonil) aspartato (20).”'

En un matraz bola de tres de 50 ml, adaptado con un termometro, embudo de presiones
1gualadas, agitacion magnética y condensador en posicion de reflujo con trampa de humedad
en la parte superior, se suspendieron 0.150 gr (1.5 meq, 0.9280 mmol) de N.N'-
carbonilditmidazol (CDI), pesados bajo atmdsfera de nitrogeno, en 10 ml de acetonitrilo.
Después se adicionaron 0.2 g (1 meq, 0.6187 mmol)de N-ferf-butoxicarbonil aspartato de 4
bencilo (19). Tras la adicidén la mezcla de reaccidn se calentd en bafio de aceite a 50 °C por
tres horas, observandose evolucion de CO,. Al verificar por CCF (sistema X) la desaparicion
de 19, la mezcla se enfrié a 30-35 °C. Posteriormente se adicionod 0.124 gr (0.75 meq, 0.461
mmol) de adenosina (1) disuelta en 5 ml de DMF calentando ligeramente. La reaccion se
mantuvo toda la noche en la misma temperatura. Al verificar por CCF (sistema X y IV) la
existencia de materia prima, se calenté a 50 °C durante 24 horas mas. Transcurrido este
tiempo se dio término a la reaccion. La solucidon resultante se pasd a un embudo de
separacion agregandose 50 ml de agua. Se lavd con tres porciones de acetato de etilo de 15 ml
cada una, y con tres porciones de agua salada de 100 ml cada una. La fase organica se seco
con sulfato de sodio anhidro y se evapord a sequedad obteniéndose 0.07 g (20 %) de un
liquido aceitoso que por andlisis en CCF, utilizando el sistema IV, mostrd dos manchas
principales con Ryde 0.46 y 0.58 .



8.2.4 COMPLEJO DE COBRE-ACIDO ASPARTICO.
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Sintesis del Complejo de obre (II) acido L-aspartico.™

En un matraz bola de 1 boca (24/40) de 100 ml se disolvieron 0.3 gr (1 meq, 2.2539 mmol) de
acido aspartico en 12.5 ml de agua. La mezcla se mantuvo en bafio de aceite a 70 °C vy con
agitacion magnética. En un vaso de precipitado de 100 ml se disolvieron 0.463 gr (1.03 meq,
2.3215 mmol) de acetato de cobre (II) en 8.5 ml de agua. La solucién de acetato de cobre se
pasd a un embudo de adicién y se adiciond gota a gota a la solucién de dcido aspartico en un
transcurso de 1 hora. Durante la adicion se formdé un soélido esponjoso de color azul-celeste.
Terminada la adicion se retird el bafio de aceite, y 1a mezcla se dejo en agitacion durante 48
horas a temperatura ambiente. El so6lido se separé por filtracidn, y se lavé con 100 ml de agua,
60 ml de etanol y 60 ml de acetato de etilo. Se dejo secar durante 48 horas, para obtener 0.494
gr (41%) de un sélido azul.

Sintesis del Complejo NN, N ,N'-tetrametilguanidina acido L-aspartico cobre (I1).

En un matraz bola de 50 ml con agitacion magnética se suspendieron 0.998 gr (2 meq, 0.7499
mmol) de acido aspartico y 0.2 gr (1 meq, 0.3749 mmol} del Complejo de Cobre (II) acido L-
aspartico en 2.7 ml de DMF. Enseguida se afiadieron con un embudo de adicién gota a gota en
un periodo de 30 mun., 0.18 ml (4 meq, 1.4948 mmol) de N,NN' N'-tetrametilguanidina.
Después de 2 horas de agitacion se disolvié la mayor parte de los solidos, vy se afiadieron 3 ml
de DMF. La solucidon de color azul oscuro formada, se utilizé directamente para el
acoplamiento con adenosina, utilizando: yoduro de 2-cloro N-metilpiridinio. N,N-
carbonildiimidazol (CDI), diciclohexilcarbodiimida (DCC), y clorhidrato de 1-etil-3-(3'-
dimetilaminopropiljcarbodiimida (EDCI) como agentes acoplantes. Pero no arrojaron
resultado alguno.
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8.2.5 COMPLEJO DE BORANO-ACIDO ASPARTICO.
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Sintesis del complejo borano-acido aspartico.

En un matraz bola de 50 ml con agitacidén magnética, se suspendieron 0.2 gr (1meq, 1.5026
mmol) de acido aspartico en 3 ml de DMF. A esta solucion se agregé 1.8 ml (1.2 meq, 1.8
mmol) de una solucién 1 Molar de trietilborano en THF. La mezcla de reaccién se dejé en
agitacion durante 48 horas, a temperatura ambiente, con trampa de humedad. Transcurrido
este tiempo se formod una soluciéon de color amarillo, se filird para remover los restos de
solido. La solucion formada, se utilizo directamente para el acoplamiento con adenosina,
utilizando:  yodurec de 2-cloro AN-metilpiridinio, N, A’-carbonildiimidazol  (CDI),
diciclohexilcarbodiimida (DCC), y clorhidrato de l-etil-3-(3°-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDCI) como agentes acoplantes. Pero nc arrojaron
resultado alguno.
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