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RESUMEN

RESUMEN

En este trabajo se disefiaron sintetizaron y evaluaron cinco profarmacos de adenosina
utilizando los aminodacidos prolina, tioprolina, glicina, alanina y B-alanina como porciones
modificadoras, entidades quimicas empleadas para resolver diversos problemas
farmacéuticos que son eliminados posteriormente por el metabolismo. El disefio
considerd que los profarmacos liberarian a la adenosina por hidrélisis enzimatica de un
grupo funcional éster. El propésito fue contar con moléculas que retarden el metabolismo
de la adenosina, por la adenosina desaminasa, para ponerla en perspectiva de utilizarla
en una de las actividades bioldgicas que esta molécula presenta —Ila cirrosis hepatica. La
sintesis de los profarmacos se llevé a cabo con rendimientos del 40 al 60% y la mayoria
de ellos se obtuvieron como sustancias liquidas. Las estructuras fueron establecidas por
procedimientos espectroscépicos y espectrométricos. De los compuestos obtenidos, el
profarmaco constituido por adenosina y tioprolina fue el que presentd el mejor
comportamiento, asi como también mostré menor toxicidad en un modelo in vivo con
respecto a la adenosina. Para tratar de explicar los resultados obtenidos frente a la
enzima adenosina desaminasa y conocer si los profarmacos se hidrolizaran por una
esterasa (carboxilesterasa humana 1), se realizaron estudios exploratorios de

acoplamiento molecular.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Las enfermedades crénico-degenerativas son padecimientos que transcurren de manera
progresiva y disminuyen la calidad de vida de los pacientes. Enfermedades como la
obesidad, la diabetes mellitus, diferentes tipos de cancer y cirrosis hepatica se ubican en
este grupo de padecimientos. La cirrosis hepatica constituye un problema de salud
publica a nivel mundial, originando mas de ciento veinte mil defunciones anualmente en
todo el planeta. En el caso de México, la cirrosis ocupa la tercera causa de mortalidad en
el hombre adulto, generando ademas pérdidas econdmicas debido a la hospitalizacion,
que en cuadros avanzados, es muy frecuente. La prevencién de este padecimiento resulta
ser complicada debido a la multi-etiologia que presenta, desde infecciones virales hasta

el consumo y exposicion cronica a ciertos xenobidticos.

La etapa clave del proceso cirrético es la fibrosis, fase reversible del mismo. Sin embargo
y a pesar de los adelantos en areas de la biologia molecular y la medicina, no existen
avances significativos en el tratamiento de la fibrosis, aunque se ha demostrado que
compuestos como la colchicina y el a-tocoferol pueden llegar a revertirlo. En este
contexto, recientemente se demostré que la adenosina protege del dafo hepatico
inducido por tetracloruro de carbono e incluso puede revertir el proceso cirrético. Sin
embargo presenta la desventaja de su rapido metabolismo hepatico, situacién que limita

su uso en el campo clinico.

Para tratar de resolver el inconveniente farmacéutico de la adenosina, el presente trabajo
tuvo como objetivo el disefio, sintesis y evaluacion de profarmacos de esta sustancia con
el propésito de contar con moléculas de mayor estabilidad metabdlica. Para alcanzar el
objetivo planteado, la adenosina se modificé en la posicion carbindlica del nucledsido con
aminoacidos como la prolina, tioprolina, glicina, alanina y p-alanina y asi abatir el
metabolismo por la adenosina desaminasa. Después de realizar las evaluaciones de los
profarmacos sintetizados frente a la enzima, se realizaron estudios exploratorios de

acoplamiento molecular para tratar de explicar los resultados experimentales obtenidos.
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2. ANTECEDENTES

En este capitulo se presenta la informacién previa que da lugar al problema planteado e
hipétesis del presente trabajo de tesis. La informacion esta organizada en tres apartados
principales: la adenosina como sustancia bioactiva, los profarmacos en la Quimica

Farmacéutica y el disefo de farmacos asistido por computadora.

2.1. La adenosina como sustancia bioactiva
La adenosina es el nucledsido de la base purica adenina que se obtiene por dos vias dentro del
organismo humano (Figura 1). Debido a su participacion fisiolégica en varios érganos y tejidos,

se le considera una sustancia de interés profilactico o terapéutico en diversos padecimientos.

En el sistema circulatorio se han estudiado sus efectos cardioprotectores y se ha demostrado
que genera incrementos de la funcién microvascular;' también produce inhibicién de la
activacion y acumulacion de neutréfilos y reduce significativamente la intensidad del infarto al
miocardio.>™ Clinicamente, la adenosina se emplea como auxiliar en el tratamiento de

taquicardias supraventriculares (SVT) con una dosis intravenosa de 6 a 12 mg.’

En el sistema nervioso central, la adenosina participa en la regulacion de la presion cerebral, y
actia como modulador de la neurotransmisién, donde se le atribuyen acciones de
neuroproteccion.”~’ Por otro lado, la adenosina protege del dafio citotdxico ocasionado por
peroxinitrilo y peréxido de hidrégeno, y disminuye los efectos generados por padecimientos

crénicos neurodegenerativos.®?

La adenosina también participa en la homeostasis fisiolégica, se reporta que un incremento en
la concentracion de adenosina e inosina, producto de degradacién de la primera, inducen al
suefio fisiologico, reflejandose claramente durante la realizacion de ejercicio exhaustivo.’
También se ha informado el uso de adenosina en la profilaxis y tratamiento de la apoplejia
debido a sus efectos como inhibidor de neurotransmisores excitadores, vasorelajacion, vy
atenuacion de receptores de NMDA (acido N-metil-D-aspartico) y disminucion del
metabolismo.’® Cabe sefialar que la adenosina presenta efectos adversos como la hipotensién

cuando se administra por tiempos prolongados.

La actividad de la adenosina en el sistema inmunolégico es bien conocida; interviene para

aminorar los procesos inflamatorios que resultan de la exacerbacion de este sistema y la
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liberacion de sustancias proinflamatorias como las citocinas o radicales libres. Entre estos
padecimientos inflamatorios se encuentran la artritis reumatoide, shock por endotoxinas e
inflamacién pleural.""™"® De hecho, se reporta que la adenosina y la inosina, a concentraciones
basales, inhiben a las citocinas proinflamatorias (TNF-¢, IL-2, IL-12) e inducen la produccion de

sustancias antiinflamatorias como 1L-10."

AMPc

AMPc

ecto-PDE

e
5 -AMP

ADP 5-nucleotidasa

AK SAH
o hidrolasa

ATP
adenosina

5'-AMP

L
IT ecto-5"-nuclectidasa

adenosina

Figura 1. Vias metabdlicas de sintesis de adenosina. La via intracelular involucra la degradacion del
AMPc a adenosina 5'-fosfato (5'-AMP) catalizada por la enzima Fosfodiesterasa (PDE) con la
posterior biotransformaciéon a adenosina por la 5" -nucleotidasa. Otra ruta conocida es a partir de S-
adenosil homocisteina (SAH) por accion de la enzima SAH hidrolasa. Por otra parte, la via
extracelular involucra la conversién de AMPc a 5°-AMP por la ecto-fosfodiesterasa (ecto-PDE) y la

subsecuente desfosforilacion por la enzima ecto-5"-nucleotidasa.

Por otro lado, la acumulaciéon de adenosina, debida a mutaciones de la adenosina desaminasa
o por administracion de inhibidores de esta enzima, genera inmunodeficiencia grave ocasionada
por los efectos apoptéticos que este compuesto ocasiona en los timocitos y células T

periféricas.’ Estudios in vitro demostraron que la apoptosis detectada fue ocasionada por la
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generaciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS) y pérdida de la integridad de la membrana

mitocondrial.'>"

En el campo de la investigacion sobre cirrosis, se demostré que la adenosina protegié del dano
hepatico a los animales que previamente fueron tratados con tetracloruro de carbono. '®=2°
Adicionalmente, impidié la progresién de la fibrosis, bloqued la esplenomegalia, disminuyd en
un 60 % el colageno depositado en el higado y restablecié la capacidad proliferativa de los
hepatocitos. Posteriormente se demostré que la adenosina mantuvo el potencial redox celular
de los hepatocitos al incrementar el metabolismo del nitrdgeno (concentracién de glutamina en
orina) y equilibrar el poder reductor celular (NAD+/NADH)." Con estos resultados se propuso
que el efecto protector de la adenosina en el modelo de cirrosis, es debido a la regulacién del
flujo arterial hepatico (disminucién de la hipoxia) y a la regulacion del potencial redox por parte
del nucléosido o bien por interaccién con los receptores de adenosina. Posteriores hallazgos
demostraron que la administracion intraperitoneal de adenosina en ratas bloqueé la fibrogénesis

e incrementd la actividad colagenolitica.™

A pesar de todos los efectos fisiologicos y farmacoldgicos atribuidos a la adenosina, presenta
un problema farmacéutico. En concentraciones fisioldgicas (0.1 a 1 uM), la vida media de esta
sustancia es muy corta (0.6 y 1.4 s).?' El metabolismo de la adenosina involucra principalmente
a dos enzimas intracelulares: adenosina cinasa (AK) y la adenosina desaminasa (ADA). La
primera fosforila a la adenosina para convertirla en AMP; la segunda provoca la desaminacién
oxidativa de la adenosina para convertirla en inosina (Esquema 1). Se conoce una ADA de
accion extracelular, ectoADA, localizada en el cerebro y otros tejidos. Se sugiere una tercer ruta
catabdlica que involucra a la enzima SAH hidrolasa aunque resulta ser poco caracteristica (18).
La entrada de la adenosina al citosol esta mediada por dos tipos de transportadores, uno a
favor de un gradiente de concentracién (transportadores equilibrados) y el otro acoplado a un
gradiente de cationes de sodio. La desaminacién de adenosina elimina significativamente la
acciones fisiologicas (y farmacolégicas) de la adenosina dado que la inosina no es un agonista

total de los receptores de la adenosina.?
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Esquema 1. Metabolismo intracelular de la Adenosina.

La cirrosis hepatica es una patologia crénica que se situa entre los principales problemas de
salud a nivel mundial donde constituye la tercera causa de las defunciones. La Secretaria de
Salud en el 2008 informd que la cirrosis y otras enfermedades hepaticas ocupan la tercera
causa de muerte en hombres, con 20 848 decesos anuales y una tasa de 39.4 por cada cien
mil, mientras que en la poblacion femenina ocupa el octavo lugar de defunciones, con 6 714

fallecimientos, lo que representa una tasa de 12.5 por cada cien mil mujeres.?

La cirrosis es una enfermedad progresiva, difusa, fibrotica y nodular que afecta la estructura,
funcién y proliferacién hepatica, definida como el dafio crénico del parénquima del higado con
pérdida de la estructura y funcion hepatica, manifestando la formacién de cicatrices y fibrosis,
asi como nddulos de regeneracion.?* La cirrosis genera disfuncién hepatocelular, e incremento
de la resistencia intrahepatica al flujo sanguineo, provocando insuficiencia hepatica e
hipertensién portal 1o que posteriormente puede conllevar a complicaciones graves como la
ascitis, peritonitis bacteriana, encefalopatia hepatica, sangrado varicoso e incluso el sindrome
hepatorenal, que consiste en una falla renal en ausencia de un dafio intrinseco en los

rinones. 252

En la denominada cirrosis compensada se puede permanecer sin complicaciones por varios

afios, pero en el caso de ocurrir la descompensacion, la esperanza de vida es muy corta,



ANTECEDENTES

maximizando el factor de riesgo a padecer carcinoma hepatocelular y cuyo unico tratamiento
efectivo consiste en el trasplante de higado.?” Otras complicaciones incluyen la falla hepatica y
la hipertension portal. La etiologia de la cirrosis es diversificada; dentro de las principales
causas se encuentran el abuso del consumo de etanol, infeccion cronica por hepatitis C,
obesidad y el sindrome metabdlico. También se considera la exposicion prolongada a toxinas y

farmacos como el Metotrexato, Isoniazida, a-Metildopa, entre otros.?

Se sabe que la fibrosis hepatica es el punto determinante de la progresion de un dafio hepatico
crénico a cirrosis. La fibrosis consiste en la sustitucion reversible del parénquima hepatico por
tejido denso y con alto contenido de colagena (Figura 2);% por ello, el tratamiento de la cirrosis

primordialmente consiste en la reversion de la fibrosis hepatica.

Figura 2. Cambios morfoldgicos del higado originados por la fibrogénesis. A) Morfologia del parénquima
hepatico en condiciones normales. B) Morfologia del parénquima con fibrosis avanzada, los linfocitos
circulantes se infiltran al lumen del sinusoide con incremento de las proteinas de la matriz extracelular,
activacion de los lipocitos y células de Kupffer asi como también se observan hepatocitos en apoptosis y
resistencia al flujo sanguineo, lo que origina disfunciéon hepatica e hipertensiéon respectivamente. La
reduccion de la porosidad del sinusoide se denomina Capilarizacion y debido a este fendmeno se genera

una disminucion en el transporte de los solutos solubles de la sangre al endotelio.
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La patogénesis de la fibrosis es un mecanismo complejo; cuando se provoca un dafio agudo en
el higado, las células del parénquima se regeneran reemplazando las células necrosadas o en
apoptosis. En un dafio cronico, los hepatocitos se sustituyen por matriz extracelular. Se
producen cambios en la composicion y contenido de la matriz, incrementando la cantidad de
colagena (I, Il y 1V), fibronectina, undulina, elastina, laminina y proteoglicanos. También
disminuye la actividad de las MMPs (proteasas denominadas metaloproteinasas de matriz) y se
incrementa la expresién de sus inhibidores denominados TIMPs (Inhibidores tisulares de
metaloproteinasas). Estos dos ultimos eventos conllevan a la degradacion de la matriz

extracelular normal.?®

Las células que principalmente producen la colagena son los lipocitos (HSCs), aunque se
reporta que también los miofibroblastos hepaticos son productores activos de colagena.?**° En
condiciones normales, los lipocitos son un reservorio de vitamina A y constituyen cerca del 5 a
10 % de las células hepaticas, pero después de su activacién se diferencian a células con
fenotipo similar a miofibroblasto (o simplemente lipocitos activados), que adquieren nuevas
propiedades fenotipicas que originan el proceso fibrogénico. La activacion de las HSCs
involucra dos etapas: la primera, llamada etapa de iniciacién, consiste en la estimulacion
paracrina de hepatocitos dafiados y células vecinas, o bien puede inducirse por la infiltracion de
las células de Kupffer, la lipoperoxidacion de lipidos y el acetaldehido. La segunda etapa es la
perpetuacion, en la cual existe un incremento en el nimero de los lipocitos, asi como un notable
cambio fenotipico y funcional. Se sabe que el principal factor mitégenico que incrementa la
poblacién celular de los lipocitos, es el PDGF o factor de crecimiento derivado de plaquetas.
Ademas de la proliferacién, los lipocitos sufren cambios fenotipicos que contribuyen a la
patogénesis de la fibrosis. La contractibilidad, proliferacion y disminucion de su apoptosis,
fibrogénesis, degradacion de la matriz extracelular, quimiotaxis, liberacién de citocinas y la

perdida de retionoides, son los principales de estos cambios.

En el caso de la generacion de fibrosis por consumo excesivo de etanol, los lipocitos (células
productoras de colagena) son activados por dos vias principales (Figura 3); ?**° la primera
consiste en la generacion de aductos téxicos por parte del acetaldehido, producto principal del
metabolismo del etanol producido por la alcohol deshidrogenasa (ADH). El segundo efecto
téxico es mediado por el citocromo P450; el etanol se oxida por la isoforma inducible CYP2E1,

la cual produce el radical hidroxilo e incremento en el estrés oxidante.
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Figura 3. Representacion esquematica de la fibrosis inducida por etanol.

No existe un tratamiento idoneo para la cirrosis hepatica. Hay evidencias de que algunos
compuestos, como la colchicina, fosfatidilcolina, corticosteroides y el tocoferol, son capaces de
disminuir la progresién del proceso fibrético en roedores (Figura 4).2°3' Cuando se quieren
realizar estudios en seres humanos, se presenta un problema operativo ya que el monitoreo
para seguir la eficacia de un tratamiento de investigacién requiere de varias biopsias, proceso
que resulta ser invasivo y cuyos resultados presentan una variabilidad en la respuesta debido a
la distribucion heterogénea de la fibrosis, que ocurre sobretodo en casos avanzados (15 a 25 %

de los casos).”

En el caso de la cirrosis avanzada, la Unica alternativa terapéutica consiste en el trasplante de
higado. Es por ello que diversos grupos de investigacion, enfocan su trabajo a la busqueda de
nuevos compuestos para la prevencion o tratamiento de la cirrosis hepatica. Se han descubierto

varios blancos bioldgicos y estrategias para el tratamiento de este padecimiento (Tabla 1).



ANTECEDENTES

N

HN; HO
o

a-tocoferol
colchicina
) 0O
| 0,0 )J\/VVMW
—Ng > RC 0
| Jd o

fosfatidilcolina

Figura 4. Compuestos con actividad antifibrética demostrada en roedores.

Debido a que la fibrogénesis es mediada por el proceso inflamatorio, se han propuesto
farmacos antiinflamatorios para su tratamiento; los corticosteroides y S-adenosil metionina
figuran como los mejores candidatos.*® Otra estrategia se relaciona con los lipocitos (HSCs), ya
sea para evitar su activacion (inhibidores de angiotensina o interferon «), disminuir su
proliferacion o promover su apoptosis (productos de la enzima esfingomielinasa como la
ceramida, esfingosina y esfingosina 1-fosfato).** Los antioxidantes han generado expectativas
en el tratamiento de cirrosis ocasionada por etanol o NASH,*** el fundamento es que el estrés
oxidante regula ciertas propiedades fibrogénicas de las HSCs, asi como su activacién. La
Silamarina, Vitamina E, y Fosfatidilcolina se han probado y evaluado satisfactoriamente como
inhibidores de la activacion de los lipocitos, la proteccion de la apoptosis de los hepatocitos y la
atenuacion de la fibrosis hepatica.*” Por otro lado, se ha realizado la busqueda de moléculas
inhibidoras de las vias de sefializacién correspondientes a la activacién de los lipocitos o del
proceso fibrogénenico; siendo las mas importantes las vias de senalizacion relacionadas al
factor de crecimiento tumoral B (TGF-B) debido a su notable participacion en el proceso
fibrogénico, activacién de células fibrogénicas e incremento de la proliferacion celular.®” Otros
compuestos que inhiben las vias de sefalizacion en la transduccion de las sefiales de la
fibrogénesis, se han propuesto para el tratamiento de la cirrosis;?* entre estos se incluyen la
pentoxifilina (inhibidor de fosfodiesterasa), amilorida (inhibidor de la bomba Na*/H") o incluso

inhibidores del sistema renina-angiotensina, que han demostrado efectos antifibroticos.®
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Tabla 1. Estrategias farmacéuticas en desarrollo para el tratamiento de la fibrosis.

‘ Estrategia Compuestos ‘ Estrategia ‘ Compuestos
inhibidores de Do
) ) o N-acetilcisteina
Inhibicion de la angiotensina Antioxidantes
activacion de lipocitos interferon-o tocoferol
pentoxifilina tiopronina
colchicina silimarina
Inhibicion de la ' ' Hepatoprotectores acido
i corticosteroides o
respuesta inmune ursodeoxicélico
interleucina 10 zinc

2.2. Los profarmacos en la Quimica Farmacéutica

Una de las estrategias de la Quimica Farmacéutica para resolver problemas de estabilidad que
presentan moléculas con actividad bioldgica de interés terapéutico es el diseno y sintesis de
profarmacos. El término profarmaco se refiere a aquellas moléculas que requieren
biotransformarse in vivo para ejercer un efecto farmacolédgico. La molécula carece de actividad
farmacoldgica, es inactiva al administrarse, disolverse y en ocasiones, al absorberse, pero al
transformarse por medio de reacciones quimicas o enzimaticas dentro del organismo, adquiere
el efecto farmacolégico deseado.*®*® Hoy en dia, la estrategia de profarmacos es muy
empleada en la industria farmacéutica y se estima que del 5-7% de los farmacos aprobados

mundialmente, pueden clasificarse como profarmacos.*

Por su estructuraciéon, los profarmacos se clasifican en bioprecursores y derivados
biorreversibles (Figura 5). El derivado biorreversible consiste en una molécula activa unida
covalentemente a una entidad denominada modificador, que al hidrolizarse libera al principio
activo.*’ Por su parte, el bioprecursor no posee un modificador y no contiene la estructura del
farmaco, pero después de una modificaciéon estructural (principalmente oxidacion o reduccién)

se transforma en el agente activo.*’
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Figura 5. Esquematizacion de un derivado biorreversible y un bioprecursor.

La mayor parte del trabajo realizado en este campo ha sido con los derivados biorreversibles;
de aqui que actualmente se conocen diferentes variantes de los mismos. En la Figura 6 se
presentan los tipos derivados biorreversibles clasificados segun la estructuracién de los

mismos. De todos ellos, los bipartitas son los mas usados en el area farmacéutica.

Los modificadores que forman parte de los derivados biorreversibles deben ajustarse a los
parametros siguientes:

> La unién debe ser covalente entre el principio activo y el modificador.
> La unién debe hidrolizarse dentro del organismo.
> El modificador carecer de efectos téxicos una vez liberado.

Si el modificador posee actividad bioldgica per se, se dice que se trata de un profarmaco mutuo

o co-farmaco y cuando al liberarse el modificador genera un segundo profarmaco (es decir, se

1
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requieren dos etapas metabdlicas para generar el principio activo), se denomina pre-

profarmaco. %42

derivado bipartita derivado tripartita
Farmaco 1 Famaco 2 bioprecursor .
profarmaco mutuo pre-profarmaco

. =modificador € =conector

Figura 6. Tipos de derivados biorreversibles.

Se tiene reportado que el grupo funcional éster es el mas ampliamente implicado en el disefio

de los profarmacos;*® se estima que el 49 % de los profarmacos comerciales se activan por

hidrolisis enzimatica. La activacion de este tipo de profarmacos esta mediada por esterasas no

especificas (carboxilesterasas, acetilcolinesterasas, butirilcolinesterasas o arilesterasas) o

incluso se reporta la hidrélisis via citocromo P450 (Esquema 2).%%%*

o 0
esterasa
)k /\ )L + HO /\R
R 0 Ry % R OH 2

H,0

CYP450 reduccion

_

o OH oxidacion
—_— > +
R R2 H

PN

Ry OH

Esquema 2. Mecanismos de bioconversién de derivados biorreversibles.

Las esterasas se clasifican en tres grupos de acuerdo a su interaccion con sustratos

organofosforados: tipo A (que requieren Ca®* como cofactor, y no se inhiben con sustratos

organofosforados pero si los hidrolizan), tipo B (se inhiben con sustratos organofosforados), y

tipo C (no se inhiben con sustratos organofosforados ni tampoco los hidrolizan).

43,45
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De especial interés para profarmacos dirigidos al higado son las esterasas tipo B (llamadas
también serina hidrolasas). Aunque estas enzimas se localizan en la sangre, intestino y cerebro,
su ubicacion mayoritaria es en el higado; incluyen enzimas como la carboxilesterasa,
acetilcolinesterasa y butirilcolinesterasa.* El mecanismo de estas enzimas es bien conocido e
involucra un mecanismo denominado -ping-pong”, donde participan tres aminoacidos: acido
glutamico (o en ocasiones acido aspartico) histidina y serina. Esta ultima lleva a cabo el ataque

nucleofilico hacia el éster del sustrato (Esquema 3).

Esquema 3. Ciclo catalitico de las esterasas tipo B, donde participa la triada Glu (o Asp), His y Ser.

Las carboxilesterasas (E. C. 3.1.1.1.) deben considerarse durante el disefio de derivados
biorreversibles debido al amplio espectro de sustratos que pueden hidrolizar.*® En particular, la
carboxilesterasa humana 1 (hCE1) es una enzima con 523 residuos distribuida principalmente
en el higado, macrofagos y pulmones que presenta baja selectividad y es capaz de hidrolizar
una gran variedad de estructuras (ésteres, tioésteres, amidas, carbamatos) e incluso pueden
llevar a cabo reacciones de transesterificacion.*® Estudios previos demostraron que la hCE1
existe en equilibrio trimero-hexamero y cada trimero posee tres sitios cataliticos (Figura 7).*” El
dominio catalitico consiste en la triada Ser 221, Glu354 e His468. “® El sitio catalitico tiene una
cavidad pequefia (aproximadamente 1300 A) con regiones especificas para la unién de
porciones estructurales metilo o etilo, y una regién flexible (cavidad grande) que puede
interaccionar con grupos funcionales mas voluminosos, lo que explica el amplio espectro de
sustratos. *° Asi mismo, se presentan dos dominios adicionales: el sitio Z, que funge como
regulador alostérico y la compuerta o -side door’, que permite el libre transito de sustratos y

productos.

13
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Figura 7. La enzima hCE1 existe en equilibrio trimero-hexamero. Se distinguen tres dominios: sitio activo,
sitio Z y la compuerta de transito.

2.3. Diseiio de farmacos asistido por computadora (DiFAC)

Con el reciente avance de la computacion, las técnicas y metodologias aplicadas a la Quimica
Farmacéutica para el descubrimiento de nuevos prototipos y optimizaciéon de estos, han
cobrado una gran importancia y se establecen como una de las mas poderosas estrategias para
el desarrollo de nuevas moléculas con potencial actividad biolégica. Hopfinger define al DIFAC
como el empleo de diversas técnicas, métodos y algoritmos computacionales para relacionar la
actividad biolégica de una molécula en base a su estructura quimica;®' esto se fundamenta en
el hecho de que el mecanismo de accion de las moléculas con actividad biologica se
desencadena por la unién con su receptor por interacciones electrostaticas, hidrofébicas o
estéricas.” Con base a ello, se conocen dos tipos de estrategias para el descubrimiento y
optimizacion de prototipos: aquellos en los cuales se conoce la estructura del receptor,
conocido como disefio basado en el receptor (acoplamiento molecular y el disefio de novo) y
aquellos en los cuales no se conoce la estructura del receptor, pero se conoce la estructura y de
una serie de moléculas con la misma actividad biolégica, conocido como disefio basado en el

ligando (relaciones estructura-actividad).>®

14
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2.3.1. Acoplamiento molecular (Docking)

Cuando se conoce la estructura del receptor (ya sea por rayos X, resonancia magnética nuclear
o modelado por homologia) el acoplamiento molecular es la técnica para el escaneo virtual mas
frecuentemente empleada. > Con esta estrategia se busca predecir la estructura y energia de
un complejo intermolecular formado por dos o mas moléculas: dadas las coordenadas

espaciales de dos moléculas, se predice la geometria y energia de unién aproximada.®

Mediante la metodologia de acoplamiento molecular, se predice la conformacién del ligando y
orientacion dentro de un sitio activo (Figura 8). La energia de unién (AG) o energia del complejo
ligando-receptor, debe considerar factores estéricos, electrostaticos, rigidez de Ia
macromolécula, formacion de puentes de hidrogeno asi como desolvatacion y factores

entrépicos rotacionales y traslacionales.

Figura 8. Ejemplificacion de la metodologia del Docking. Se busca obtener la conformacion y energia del
complejo ligando-receptor.

El acoplamiento molecular consiste en basicamente tres pasos:**°’

primero se representa el
sistema en el espacio, por medio de mallas (grid) que guarda informacion de la contribucién
energética del receptor para la union del ligando,*® posteriormente se realiza la busqueda del
espacio conformacional accesible al ligando (lo cual permite encontrar las diferentes
conformaciones y orientaciones del ligando al sitio de unién) y finalmente se evaluan las
posibles soluciones. Para esto ultimo, se emplean funciones de evaluacién, calculando la
energia libre de union del complejo. A menor valor numérico, mas afinidad tendra el ligando por

el receptor.

La busqueda de las conformaciones para el acoplamiento molecular, tratando al ligando como

flexible, se puede realizar con tres algoritmos principales:®®
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a) Busqueda sistematica: Se busca explorar todos los grados de libertad en una molécula,
en ocasiones se logra al dividir a la molécula en fragmentos rigidos y partes flexibles.
Programas como DOCK, FLOG y FlexX emplean esta metodologia.

b) Busqueda aleatoria (método estocastico): operan al realizar cambios aleatorios
obteniéndose nuevas conformaciones y se evaluan por medio de una funcién de
probabilidad. Estos algoritmos incluyen al método Monte Carlo y algoritmos genéticos.
Programas como Autodock, DOCK y GOLD usan este tipo de algorimo.

c) Métodos de simulacion: emplean métodos de dindmica molecular, pero tienen la
desventaja de demandar un mayor costo computacional. Autodock, Glide y Mol-Dock

emplean esta busqueda de conférmeros.

La energia de unién puede ser descrita en términos aditivos de varios componentes que
contribuyen a la energia de formacién del complejo ligando-receptor, mostrados en la siguiente

ecuacion:

AGunien= AGgisolvente + AGconformacion + AG interaccion + AGrotaciont AGyr + AGvipracion
donde:
AGgisovente €S 1a contribucion debida a efectos del disolvente, como interacciones disolvente-
ligando, disolvente proteina y disolvente complejo ligando-receptor.
AGconformacion €S la energia debida a cambios conformacionales en la proteina y el ligando.
AG interaccion €S la energia libre asociada a las interacciones ligando-receptor.
AGrotacion €S la pérdida de energia asociada a la pérdida de grados de libertad de rotacién interna
(congelamiento) de la proteina y el ligando.
AGy, es la pérdida energética traslacional y rotacional debida a la asociacién de dos moléculas.
AGvipracion  COrresponde a los cambios de energia libre debidos a cambios en los modos

vibracionales.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunque la adenosina presenta un potencial antifibrético de interés en el tratamiento de la
cirrosis, su rapido metabolismo provoca su inactivacion y pérdida de eficacia, situacion
que limita su utilidad como agente de interés terapéutico, ¢Sera posible que mediante
algun recurso de modificacion estructural se pueda lograr un incremento en la estabilidad
metabdlica de la adenosina para considerarlo un antifibrotico con perspectiva de utilidad

clinica?

4. HIPOTESIS

Si se realiza la sintesis de profarmacos bipartitas de adenosina por medio de la
esterificacion en la posicidén carbindlica, se podra disminuir su metabolismo oxidativo y
con ello mejorar las perspectivas para su utilidad farmacéutica. Adicionalmente, si el
disefio de los profarmacos considera utilizar modificadores con accién hepatoprotectora o
antioxidante se incrementara el beneficio obtenido por el uso de dichas entidades

moleculares.

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

> Disefiar, sintetizar y evaluar profarmacos de adenosina utilizando diferentes

aminoacidos como porciones modificadoras.

5.2. Objetivos particulares

> Disefiar profarmacos de adenosina utilizando como modificadores aminoacidos
antioxidantes o hepatoprotectores.

> Sintetizar y caracterizar estructuralmente (espectroscopica y espectrométrica) los

profarmacos disefados.

> Evaluar el metabolismo in vitro de los profarmacos frente a la enzima adenosina
desaminasa.
> Realizar estudios de acoplamiento molecular (docking) con las enzimas adenosina

desaminasa y carboxilesterasa humana 1.
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6. METODOLOGIA

El trabajo realizado se dividid en tres partes operativas, la quimica, la biolégica y la

computacional, realizando las actividades mostradas en el siguiente diagrama de flujo.

Revision bibliografica

v

Eleccién de la posicién de
la adenosina para unirel
modificador

h

Seleccién de los
modificadores

L

Disefiode los
profarmacos

Estudios de acoplamiento
|| Sintesis de los molecular

profarmacos

\lﬂ Ensayos bioldgicos

Conclusiones

6.1 Parte Quimica
6.1.1. Consideraciones para el diseiio de los profarmacos
Los profarmacos disefiados son del tipo bipartita (farmaco unido a un modificador) y se

estructuraron de acuerdo a la Figura 9.

M.na Modificador

| ‘ Enlace tipo éster | |
capaz de
hidrolizarse por
esterasas no
especificas.

Molécula de  comprobada
actividad antifibrética a la que
se realizardn esterificaciones en
la posicién 57

-Moléculas con baja toxicidad.
-Potecial actividad antioxidante o
hepatoprotectora.

-Porcion  estructural de Acido
carboxilico.

Figura 9. Ejemplificacion de los de profarmacos a sintetizar.
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6.1.1.1. Aminoacidos

En el disefio de profarmacos se han utilizado los aminoacidos como modificadores de
principios activos. Generalmente se usan para incrementar la solubilidad acuosa de
principios activos o como acarreadores para favorecer la permeabilidad de los
compuestos activos.® En este trabajo se han elegido este tipo de compuestos para contar
con moléculas solubles en agua, baja toxicidad, y por la actividad antioxidante que
presentan algunos de ellos, situacion que actuara favorablemente al disefio, ya que
podran funcionar como hepatoprotectores. Se ha descrito que la glicina incrementa los
niveles de enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa (SOD) y el glutation
(GSH);*° también disminuye el dafio en la mucosa gastrica después de la exposicién con
metanol, actuando como secuestrador (scavenger) de radicales libres.®' Por su parte, la
L-alanina ejerce un efecto hepatoprotector en el modelo de dafo hepatico inducido por
D-galactosamina y se piensa que su efecto es debido al incremento intracelular del ATP y

como posible modulador metabdlico.®?

Otra molécula con un poder antioxidante muy poderoso, es la carnosina, formado por la
unién de la B-alanina (acido 3-aminopropanoico) y la histidina. Esta molécula que se
sintetiza enddgenamente del musculo esquelético, ha demostrado inhibir Ila
lipoperoxidacion, asi como también resulta ser un quelante de metales de transicion y es
capaz de inactivar radicales como el superéxido y el hidroxilo. Incluso se ha encontrado

que posee una actividad tipo enzima (superéxido dismutasa y lipoperoxidasa).®®

6.1.1.2. Compuestos con azufre

Desde hace ya mucho tiempo se conoce el papel de los compuestos con azufre como
antioxidantes, debido a sus capacidades de regenerar el poder reductor celular o actuar
como secuestradores de radicales libres, siendo una opcion adecuada para considerarse
en el disefio. Algunos de los aminoacidos que presentan esta caracteristica se presentan

en la Figura 10.5""

El analogo azufrado de la prolina, acido (R)-tiazolidin 4-carboxilico (tioprolina) es una

molécula formada por la condensacién de cisteina y formaldehido, la cual puede poseer

efectos hepatoprotectores debido a la presencia del atomo de azufre en la molécula.
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Recientemente investigadores japoneses descubrieron que la tioprolina es capaz de
prevenir la carcinogénesis en el estdmago al reaccionar con especies reactivas, motivo

por el cual se ha considerado a esta molécula para el disefio de los compuestos. 2

O
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N-acetilcisteina
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OH 0
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SH o

Tiopronina

Tioprolina (2-mercaptopropionilglicina)

Acido lipdico

Figura 10. Moléculas antioxidantes que contienen azufre como candidatos en el disefio de los

profarmacos.

6.1.1.3. Profarmacos a sintetizar

De acuerdo a la literatura revisada, y con base en lo estipulado en el disefio de la seccion
6.1.1., se seleccionaron como modificadores, a aquellas moléculas con posible actividad
antioxidante o hepatoprotectora, y que por cuestiones de facilidad sintética, tuvieran
presente el grupo carboxilo. Dentro de estas moléculas, se escogié al aminoacido
hepatoprotector tioprolina y a su analogo prolina, y también aminoacidos que resultan
tener propiedades antioxidantes en diversos modelos, como la glicina y alanina y el acido

3-aminopropanoico. Las moléculas a sintetizar se muestran en la Figura 11.
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Figura 11. Profarmacos de adenosina a sintetizar para probarse frente a la enzima adenosina
desaminasa.

De la misma forma, los analogos cetales de los compuestos -V pueden emplearse para
comprender los requerimientos estructurales para la disminucién de la actividad catalitica
de la adenosina desaminasa y al mismo tiempo, se explorara su potencial actividad

citotoxica (Figura 12).

Figura 12. Profarmacos a sintetizar para evaluarse eventualemente como citotoxicos.
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6.1.2. Sintesis de los profarmacos
6.1.2.1. Proteccion de la adenosina
Dado que las esterificaciones se requieren en el hidroxilo carbindlico, es necesario el
empleo de grupos protectores para lograrlo. La adenosina se protegié en el cis-1,2-diol
como se muestra en el Esquema 4; esto se logré mediante la formacién del cetal en
presencia de acetona, acido p-toluensulfénico y un desecante (2,2-dimetoxipropano) para

desplazar el equilibrio a la formacion del cetal originando el compuesto 1.

HO —N
—
HO —N 0 O N NH,
© N/— NH> )k KQ’ ~ |
7 —/ N

\ p-TsOH Nao
Na N  2.2-Dimetoxipropano

On,,,
O\\\‘

HO  OH
1

(89 %)

Esquema 4. Sintesis de 2°,3"-O-isopropilidenadenosina.

6.1.2.2. Proteccion de los aminoacidos

Los amindacidos se protegieron el extremo amino con el grupo Boc (tertbutoxicarbonilo)
con métodos ya descritos de acuerdo al Esquema 5. Los aminoacidos se disolvieron en
solucion basica de tertbutanol:agua y posteriormente se agregd dicarbonato de diterbutilo
agitdndose vigorosamente por varias horas generando los intermediarios 2, 6, 10, 14, 18

que se emplearan posteriormente para el acoplamiento con la adenosina.

A o ) A o
R R
R=H W)}\OH j)kOH
R=CHs N, HN\BOC 10:R=H (73 %)
18 :R=CH3 (84 %)
B 0 B o)
A)J\ 4>a Boc( A)J\
HoN OH ” OH 14 (87 %)
c c
Axf Ax
' OH : \
\H/\H/ \N /ﬁ‘/OH
0 I
X= -CH,CH, - Boc O
X=-SCH, - 2: X=-CH,CH, - (80%)
_J 6:X=-S-CHy- (97 %)

Reactivos y condiciones: a) Boc,O, NaOH, tBuOH: H,O (7:3); 18 -20 h, t.a.
Esquema 5. Proteccion de los aminoacidos empleados.
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6.1.2.3. Sintesis de (S)-prirrolidin-2-carboxilato de adenosin-5-ilo (I) y (9)-
prirrolidin-2-carboxilato de 2°,3"-O-isopropilidenadenosin-5"-ilo (VI)

Los productos | y VI se obtienen a partir del mismo intermediario éster 3, el cual se genera
al realizar el acoplamiento entre 1 y 2 en presencia de diciclohexilcarbodiimida como
activador del acido carboxilico y cantidades -cataliticas de 4-dimetilaminopiridina
empleando como disolvente cloroformo con excelente rendimiento (Esquema 6). El
tratamiento de 3 con &cido trifluoroacético sin disolvente a temperatura ambiente, genera
el producto | después de 3 dias. Por otro lado, la desproteccion selectiva del grupo Boc se
logra al disolver 3 en DCM a 0 °C y posteriormente agregar el acido trifluoroacético

obteniéndose VI.

NH, NH, "
N N N AN N
¢ f) or ¢ f) ¢ f)
NN N DCI, 4-DMAP (cat.) )N TEA N~
+ 0 -
0] » o)\o CHCl3, t.a. j\J?WO ta. j\J>
7 0 "IOH
/t» )< N O/f» OW/O
0 N
OH Ho Y
1

PN o
0" Yo
2 |
3 0,
(92 %) %) Nw,
v
% 8,
QO/
2 0o N 7
00 N
0]
O\(O /0
N
)
Ho o
Vi

Esquema 6. Ruta sintética para la obtencién de 1y VL.

6.1.2.4. Sintesis de Sintesis de (R)-tiazolidin-4-carboxilato de adenosin-5"-ilo (ll) y
(R)-tiazolidin-4-carboxilato de 2°,3"-O-isopropilidenadenosin-5"-ilo (VII)

El acoplamiento de 1 y 6, en presencia de diciclohexilcarbodiimida con cantidades
cataliticas de  4-dimetilaminopiridina en cloroformo, generé el compuesto 7. La
desproteccién simultanea del cetal y el grupo Boc se logra al reaccionar 7 con acido
trifluoroacético formando el profarmaco Il. El producto VIl se obtuvo al tratar el éster 7

disuelto en DCM a 0°C con el mismo agente desprotector (Esquema 7).
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f\ NH,

\

S

JAD\(OH DCI, 4-DMAP (cat.) )
o}

o))o< CHCl3, ta. <j\\/ J\J% Z6) ta. (j\( J\J> “IOH

1 6 7 Il
(77 %) (74 %) NH,
P
£ X
°C P
2 0 N
2N N
S O "w//o
O\(o
N
0]
Hoo
il

(45 %)
Esquema 7. Ruta sintética para la obtencién de 11y VIL.

6.1.2.5. Sintesis de glicinato de adenosin-57-ilo (lll) y glicinato de 27,3"-O-
isopropilidenadenosin-5"-ilo (VIII)

El acoplamiento de 1 y 10 con diciclohexilcarbodiimida catalizado por 4-
dimetilaminopiridina genera el intermediario 11, el cual al someterse a condiciones acidas
con acido trifluoroacético da origen al producto final lll. El éster VII se obtiene de 11,

mediante la desproteccién del grupo Boc con acido trifluoroacético a 0°C (Esquema 8).
NH, NH,

N
o) am
DCl, N ~
on 4DMAP (cat..)/% N
_— TFA
o] 0 o]
CHCls A o\)\J>""”’O J\J>"””’0H
O 5 t.a. o} %

(87 %) (49 %) NH2
2 /7 N
o ] B

Esquema 8. Ruta sintética para la obtencion de il y VIIL.
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6.1.2.6. Sintesis de 3-aminopropanoato de adenosin-5"-ilo (IV) y 3-aminopropanoato
de 2°,3 -O-isopropilidenadenosin-5-ilo (IX)

El compuesto 15, obtenido por medio del acoplamiento de 1 y 14 en cloroformo, genera
los productos finales IV y IX. Cuando 15 se traté con acido trifluoroacético en ausencia de
disolvente se obtiene el producto IV, y disminuyendo el tiempo de reaccion y la

temperatura se obtiene el éster IX (Esquema 9).

NH, NH,

SN N MN~SN
%
f (I (I
j\ )L A)k 4- DMAP (cat) j\J> TFA j\J>,,,,,/O
% CHCl4 H o "0 ta. HzNWO H

0. N s, 7,
T ~Y O% 0 o
& e}
14 15 v
(86 %) (50 %)

X
(77" %)
Esquema 9. Ruta sintética para la obtencién de IV y IX.

6.1.2.7. Sintesis de (S)-alaninato de adenosin-5-ilo (V) y (S)-alaninato de 2°-3"-O-
isopropilidenadenosin-5"-ilo (X)

El intermediario 19 se sintetizé por acoplamiento de 1 y 18 con diciclohexilcarbodiimida y
4-dimetilaminopiridina en cloroformo (Esquema 10) y dio origen a los productos finales V y
X. El producto V se genera del tratamiento acido de 19 con TFA a temperatura ambiente
por 3 dias, mientras que el producto X se obtuvo con el mismo reactivo pero en

condiciones mas diluidas y a bajas temperaturas.
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N N
o DCl, o
OH  4-DMAP (cat) o TFA
N CHCl, Q o "0 ta o / "OH
H )( o)\N HoN
H o

18 19 \
(75 %) (50 %)

Esquema 10. Ruta sintética para la obtencién de Vy X.

6.2. Parte bioldgica

El metabolismo de los profarmacos frente a la enzima adenosina desaminasa se evalu6
en el Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autonoma de México por el
grupo de la Dra. Victoria Chagoya de Sanchez, siguiendo la metodologia propuesta por

Kizaki y Sakurada.”
6.3. Parte computacional

Esta parte del proyecto se realizé en el laboratorio 122 del departamento de Farmacia de

la Facultad de Quimica, bajo la supervision del M. en C. Antonio Romo Mancillas.

6.3.1. Eleccion de las estructuras cristalizadas de las enzimas

Las enzimas de estudio se localizaron en el Protein Data Bank (PDB), empleandose
aquellas moléculas cristalizadas de la especie Homo sapiens con mejor resoluciéon
(debajo de 2.5 k), o que estén co-cristalizadas con sustratos parecidos a los disefiados.

En este sentido, se emplearon las siguientes proteinas:
- Adenosina desaminasa humana (E.C. 3.5.4.4): ID PDB 3IAR
- Carboxilesterasa humana 1 (E.C. 3.1.1.1); ID PDB 1MX1

- Adenosina cinasa (E.C. 2.7.1.20); ID PDB 1BX4.

Las moléculas se descargaron por medio del programa Sybyl 8.0., donde se removieron

la moléculas de agua, iones (salvo el cation zinc en el caso de la adenosina desaminasa)
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y ligandos. Posteriormente se agregaron las cargas de Gasteiger e hidrogenos polares, se
minimizaron con mecanica molecular empleando el campo de fuerza AMBER FFO02 a una
constante dieléctrica de 20 Debyes y guardaron en formato pdb para su posterior empleo

en el estudio de acoplamiento molecular.

6.3.2. Estudio de acoplamiento molecular

6.3.2.1. Preparacion del ligando

Los ligandos se modelaron y minimizaron a un nivel semiempirico empleando la base
AM1 en el programa Spartan 02 Linux y finalmente se guardaron en formato mol2.
Posteriormente, se prepararon en el programa Autodock tools 1.5.2., en donde se detecto

automaticamente el centro de torsién y los enlaces rotables.

6.3.2.2. Preparacion de la proteina
Las proteinas se prepararon empleando la herramienta Autodock Tools 1.5.2., donde se
agregaron los hidrégenos polares capaces de formar puentes de hidrégeno y se quitaron

las cargas de las histidinas.

6.3.2.3. Acoplamiento molecular

Se empleo la herramienta Autogrid 4 para la generacion de las mallas, mientras que para
el acoplamiento molecular se empleo el programa Autodock 4 y la visualizacion y analisis
de los resultados generados se realizd6 empleando nuevamente Autodock tools 1.5.2. y

Pymol viewer v0.99.

La generacién de la malla se realiz6 en el sitio activo reportado de las enzimas en estudio.

- La malla de la adenosina desaminasa fue de 40 x 40 x 40 A centrada en el cation
zinc del sitio catalitico.
- La malla para la carboxilesterasa humana 1 se centré en el sitio catalitico del

mondmero 6, con un tamafo de malla de 50 x 50 x 50 A.

Para la busqueda de las conformaciones se empleé un algoritmo aleatorio del tipo
Lamarckiano, con tamano de poblacion de 150 y 5000000 evaluaciones, fijando un valor
de operador de recombinacion de 0.8 y de mutacién de 0.02. Se escogio la conformacion

energéticamente mas favorable del conjunto mas abundante.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Parte Quimica
Los resultados generados al realizar la sintesis de los profarmacos disefiados asi como

los intentos para la realizacion de estos, se reportan en esta seccion.

En la Tabla 2, se resumen las caracteristicas fisicoquimicas mas importantes de los
compuestos sintetizados y en la Tabla 3 se muestran datos espectroscopicos

exclusivamente de los productos finales.

Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos obtenidos.

% Punto de Factor de Sistema
Rendimiento fusion retencion de elucion

Compuesto Apariencia

so6lido blanco

1 e 89.1 201.5-202.8 0.67 [
cristalino
2 solido blanco 79.6 133.2-134.0 0.57 1l
cristalino
3 sélido blanco 916 113.1-115.4 0.58 W
cristalino
4 aceite amarillo 482 n.d. 0.33 VI
claro
aceite amarillo
5 claro 77.2 n.d. 0.67 \
6 sélido blanco 96.7 132.1-133.4 0.75 i
cristalino
7 solido blanco 77.0 107.8-109.1 0.60 I
cristalino
sélido café claro 743 n.d. 0.38 VI
higroscopico
aceite café 45.0 n.d. 0.52 \Y
10 solido blanco 73.0 75.9-76.5 n.o. I
cristalino
11 polvo blanco 87.0 110.3-112.1 0.56 \Y)
12 aceite amarillo 494 n.d. 0.15 VI
13 aceite amarillo 50.4 n.d. 0.54 \Y
14 so6lido blanco 87.0 77.9-78.7 n.o. 11
15 aceite blanco 86.4 n.d. 0.49 \Y)
16 aceite blanco 50.4 n.d. 0.38 VI
17 aceite amarillo 77.2 n.d. 0.43 Y,
claro
18 solido blanco 84.0 83.1-83.5 0.82 I
cristalino
19 polvo fino 75.0 86.5-88.8 0.51 v
blanco
20 aceite amarillo 50.4 n.d. 0.33 VI
21 aceite amarillo 72.5 n.d. 0.64 V

n.d. No determinado.
Nn.o. no se aprecia mancha de producto en ccf (en [ampara de luz UV y solucién de ninhidrina)
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Compuesto

Tabla 3. Datos espectréscopicos de los productos finales.

Caracteristicas espectroscopicas

IR (pelicula MeOH) cm™: 3337.85,
1651.47 (-NH,), 3214.11 (-OH), 2946.23
(C alifatico), 1681.28 (C=0), 1132.91 (C-
0-C).

EMFAB m/z: 365 [M+1]".
HR-EMFAB [M+1]": Cy5H,105Ns.

RMN-'H (DMSO-;;, 400 MHz, 5 ppm):
1.88 (m, 3H, H12, H11b)1 2.22 (m, 1H, H11a),
3.19 (m, 2H, His), 4.12 (m, 1H, Hy), 4.27
(t, 1H, Hio, J= 5.2 Hz), 4.41 (m, 2H, Hg,
Ho), 4.57 (t, 1H, He, J= 6 Hz), 4.68 (t, 1H,
Hs, J= 5.2 Hz), 5.89 (d, 1H, H,, J= 5.2 Hz),
7.45 (sa, 2H, H,), 8.14 (s, 1H, Ha), 8.34 (s,
1H, Hy).

RMN-"*C (DMSO-4, 100 MHz, 5 ppm):
23.4 (Cyy), 28.1 (C43), 45.9 (Cy5), 59.1
(C12), 66.2 (C1o), 81.6 (Cg), 86.3 (C;), 88.3
(Co), 91.2 (Co), 119.6 (C,), 140.5 (Cs),
149.7 (Cs), 152.7 (C,), 156.2 (C4), 169.2
(C11).

IR (pelicula MeOH) en cm™: 3380.86,
1204.7 (-NH;), 2954.39 (C alifético),
1681.6 (C=0), 1137.10 (C-O-C).

EMFAB m/z: 405 [M+1]""
HR-EMFAB: C15H2105N6.

RMN-'H (Acetona-¢, 400 MHz, 8 ppm):
1.40 (s, 3H, Ha), 1.56 (s, 3H, H,), 1.85 (m,
3H, H12, H12a ), 2.20 (m, 1H, H12b), 3.35 (m,
2H, Hig), 4.18 (m, 1H, Hyy), 4.28 (m, 1H,
H10a), 4.38 (m, 1H, H10b), 4.43 (m, 1H, Hg),
5.14 (ddd, 1H, Hg, J+= 17.1 Hz, J,= 6.2 Hz,
Jo= 3.6 Hz), 5.54 (ddd, 1H, Hs, J:= 16.3
Hz, J,= 6.2 Hz, J;= 2 Hz), 6.23 (sa, 1H,
Ha), 6.70 (sa, 2H. Hy), 8.18 (s, 1H, Ha),
8.21 (s, 1H, H,).

RMN-"°C (Acetona-is, 100 MHz): 23.9
(C16), 26.6 (Co), 27.5 (C1o), 30.5 (C47), 46.1
(C1s), 58.9 (Cys), 64.5 (Cy3), 81.8 (Cy1),
84.0 (C;), 84.6 (C12), 90.1 (Ce), 113.4 (Cs),
113.8 (C4), 139.8 (Cs), 152.5 (C3), 152.8
(C,), 156.4 (C4), 172.6 (C1a).
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IR (pelicula MeOH) en cm™: 3199.75,
1194.02 (-NH,), 3071.48 (-OH), 2897.29
(C alifatico), 1672.69 (C=0), 1129.00 (C-
0-C).

EMFAB m/z: 383 [M+1]".

RMN-'H (DMSO-¢;, 400 MHz, & ppm):
2.89 (dd, 1H, Hi1a, J1= 10.4 Hz, J,= 6.8
Hz), 3.16 (dd, 1H, Hi1, J1= 10.4 HZ, J,=
7.2 Hz), 4.01 (t, 1H, Hyo, J= 7.2 Hz), 4.10
(d, 1H, H1za, J= 9.2 Hz), 4.30 (d, 1H, Hip,
J= 9.2 Hz), 4.30 (m, 1H, H,), 4.42 (dd, 1H,
Hg, J1= 12 Hz, J,=4.8 Hz), 4.49 (dd, 1H,
Ho, J1= 12 Hz, J,=4 Hz), 4.57 (t, 1H, He, J=
5.2 Hz), 4.93 (t, 1H, H;, J= 5.2 Hz), 5.62
(s, TH, Hi3), 5.86 (s, 2H, H4), 6.06 (d, 1H,
H,, J= 4.8 Hz), 8.21 (s, 1H, Hs), 8.25 (s,
1H, Hy).

RMN-"°C (DMSO-4, 100 MHz, 5 ppm):
41.3 (C43), 59.2 (Cy4), 69.6 (Cqo), 70.4
(C12), 76.0 (Cs), 78.8 (C7), 87.1 (Cq), 94.0
(Ce), 118.2 (C4), 145.1 (Cs), 154.9 (Cs),
157.8 (Cy), 161.3 (C4), 176.2 (Cyy).

IR (pelicula MeOH) en cm™: 3324.08,
1206.04 (-NHy), 3155.14 (-OH), 2932.04
(C alifatico), 1668.56 (C=0), 1134.80 (C-
0O-C).

EMFAB miz: 325 [M+1]".
HR-EMFAB [M+1]": C1,H1705N.

RMN-'H (DMSO-¢;, 400 MHz, & ppm):
3.63 (s, 2H, Ho), 4.16 (dd, 1H, Hga, J:1=
11.6 Hz, J,= 6.4 Hz), 4.25 (dd, 1H, Hy, Js=
11.8 Hz, J,= 4.8 Hz), 4.32 (m, 1H, Hy),
5.02 (dd, 1H, He, J1= 6 Hz, J,= 3.2 Hz),
5.42 (dd, 1H, Hs, J1= 6.2 Hz, J,= 2.8 Hz),
6.16 (d, 1H, Ha, J= 2.4 Hz), 7.31 (sa, 2H,
Hy), 8.14 (s, 1H, Hs), 8.28 (s, 1H, H,).

RMN-"°C (DMSO-4, 100 MHz, 3 ppm):
42.2 (C12)1 64.5 (C10)r 81.1 (Cg), 83.5 (C7),
83.9 (Co), 89.5 (Cs), 119.5 (Cy4), 140.2
(Cs), 149.2 (C3), 153.2 (C,), 156.6 (C1),
170.6 (Cy1).
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IR (pelicula MeOH) en cm™: 3353.80,
1204.08 (-NH,), 2992.99 (C alifatico),
1678.53 (C=0), 1135.08 (C-O-C).

EMFAB m/z : 365 [M+1]"".
HR-EMFAB [M+1]": Cy5H2105Ns.

RMN-'H (DMSO-s;, 400 MHz, & ppm):
1.36 (s,3H , Hg), 1.57 (s, 3H, H5), 3.81 (s,
2H, Hy), 4.29 (dd, 1H, Hios), 4.38 (dd, 1H,
Hiob), 4.42 (m, 1H, Ho), 5.14 (dd, 1H, Hg),
5.54 (dd, 1H, Hs), 6.22 (d, 1H, H.), 6.68
(sa, 2H, Hy), 8.20 (s, 1H, Hy), 8.22 (2, 1H,
H,).

RMN-"°C (DMSO-4, 100 MHz, 5 ppm):
24.7 (Cy), 26.6 (C1g), 41.9 (Cys), 64.2 (Cy3),
81.6 (C11), 83.8 (C;), 84.3 (C1,), 90.0 (Co),
113.8 (Cs), 119.9 (C4), 140.0 (Cs), 149.3
(Cs), 152.9 (C,), 156.3 (C+), 170.1 (C1s).

IR (pelicula MeOH) en cm™: 3339.25,
1203.03 (-NH,), 3199.06 (-OH), 1677.85
(C=0), 1132.67 (C-O-C).

EMFAB+ m/z: 339 [M+1]".
HR- EMFAB [M+1] *: Cy3H1905Ns.

RMN-'H (DMSO-s;, 400 MHz, & ppm):
2.48 (t, 2H, Ho, J= 2.8 Hz), 3.30 (m, 2H,
Hi1), 4.24 (dd, 1H, Hg, J1= 11.8 Hz, J,= 6.4
Hz), 4.32 (dd, 1H, Hg, J:= 11.6 Hz, J,= 4.8
Hz), 4.42 (m, 1H, Hy), 5.17 (dd, Hes, J1=
6.2 Hz, J,=3.6 Hz), 5.56 (dd, 1H, Hs Ji=
6.4 Hz, J,=2.4 Hz), 6.22 (d, 1H, Hs, J= 2
Hz), 6.71 (sa, 2H, Hy), 8.19 (s, 1H, Ha),
8.22 (s, TH, H,).

RMN-"°C (DMSO-4, 100 MHz, 3 ppm):
34.3 (C12)1 36.2 (C13)r 63.8 (C10)1 81.7 (Cg),
83.9 (C;), 84.4 (Cq), 90.2 (Cq), 113.8 (Cy),
140.0 (Cs), 149.3 (C3), 152.9 (C,), 156.4
(C4), 171.0 (Cyy).
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IR (pelicula MeOH) en cm™: 3431.76,
1207.65 (-NH,), 1684.68 (C=0), 1136.62
(C-0-C).

EMFAB m/z (%ar): 379 [M+1]".
HR-EMFAB [M+1]": C16H305NG.

RMN-'H (Acetona-, 400 MHz, & ppm):
1.80 (s, 1H, He), 2.00 (s, 1H, H;), 2.51
(2H, Hyy), 3.33 (t, 2H, Hy,, J= 6.8 Hz), 4.74
(dd, 1H, H1ga, J1= 11.8 Hz, Jo= 6 Hz), 4.81
(dd, 1H, Hig, J1= 11.4 Hz, J= 4.4 Hz),
4.89 (m, 1H, He), 5.60 (dd, 1H, Hg, J1= 6
Hz, J,= 3.2 Hz), 5.97 (dd, 1H, Hs, J:= 5.6
Hz, J,= 2.4 Hz), 6.68 (d, 1H, H,, J= 2.4
Hz), 6.73 (sa, 2H, Hy), 8.72 (s,1H, Hs),
8.76 (s, 1H, Hy).

RMN-"3C (Acetona-g;, 100 MHz, § ppm):
24.6 (Cy), 26.5 (C1p), 30.1 (C1s), 31.0 (C1e),
64.3 (C13), 81.5 (C11), 84.1 (Cy), 84.4 (Cyy),
90.2 (Ce), 113.9 (Cg), 115.7 (C4), 140.6
(Cs), 149.1 (C3), 151.6 (C,), 155.4 (C,),
170.5 (C14).

IR (pelicula MeOH) en cm™: 3095.97,
1201.83 (-NH,), 1676.80 (C=0), 1134.99
(C-0-C).

EMFAB m/z: 339 [M+1]".
HR-EMFAB [M+1]": Cy43H1905Ns.

RMN-'H (DMSO-s;, 400 MHz, & ppm):
1.26 (d, 3H, Hio, J= 13.6 Hz), 3.17 (m, 1H,
Ho), 4.14 (m, 1H, Hy), 4.28 (t, 1H, Hg, J=
5,2 Hz), 2.38 (dd, 1H, Hga, J1= 12 Hz, Jo=
6.4 Hz), 4.47 (dd, 1H, Hgy, J+= 11.8 Hz,
Jo= 3.6 Hz), 4.68 (t, 1H, Hs, J= 5.2 Hz),
5.93 (d, 1H, Ha, J= 4.8 Hz), 7.88 (sa, 2H,
H,), 8.25 (s, 1H, H3), 8.43 (s, 1H, H).

RMN-"°C (DMSO-4, 100 MHz, 3 ppm):
17 .1 (C13)1 31.1 (C12)r 65.9 (C10)1 70.6 (Cg),
73.2 (C;), 81.9 (Co), 88.3 (Cq), 119.5 (Cy),
141.5 (Cs), 149.5 (C3), 151.2 (C,), 155.1
(C4), 168.0 (Cyy).

32




RESULTADOS Y DISCUSION

H, IR (pelicula MeOH) en cm™: 3316.48,

~n~ 1202.39 (-NH,), 2931.99, 285599 (C
| alifatico), 1703.03 (C=0), 1136.47 (C-O-

C).

EMFAB m/z: 379 [M+1] "

N
| HR-EMFAB [M+1]*: C16H305NG.
2

Hy N N H, RMN-'H (acetona-y5, 400 MHz, 5 ppm):
N 1.31(d, 3H, Hyp, J=7.2 Hz), 1.36 (s, 3H,
H He), 1.57 (s, 3H, Hy), 4.17 (m, 1H, Hiy),
| \7/ 5 4.28 (dd, 1H, H1oa, J1= 11.6 Hz, J,= 6 Hz),
/ ~o0 Heg 4.36 (dd, 1H, Hqo, J1= 11.6 Hz, J,= 4.8
He Hz), 4.42 (m, 1H, He), 5.14 (dd, 1H, Hs,
g Ji= 6 Hz, Jo= 3.2 Hz), 5.56 (dd, 1H, Hs,
Hg O \H J1=6.4 Hz, J,= 2.4 Hz), 6.21 (d, 1H, Hy, J=
\ 6 2.4 Hz), 6.68 (sa, 2H, H,), 8.19 (s, 1H, H3),

10, 8.22 (s, 1H, Hy).

—Hyy H; RMN-"C (acetona-s, 100 MHz, 8 ppm):

17.0 (C1s), 24.7 (Co), 26.6 (C1o), 49.3 (Cys),
\ 64.2 (Cy3), 81.7 (C41), 83.7 (Cy) 84.1(Cyy),
16—H,, 90.2 (Co), 113.9 (Cg), 120.0 (C4), 140.1
(Cs), 149.3 (Cs), 152.8 (C,), 156.4 (Cy),
172.6 (Cyy).

* Los atomos de carbono e hidrégeno se numeraron arbitrariamente para mejor comprension.

7.1.1. Obtencién y caracterizaciéon de 2°,3°-O-isopropilidenadenosina

El nicleo comun de todos los profarmacos disefiados es la adenosina. Dicha molécula
presenta cuatro grupos nucleofilicos (amina en la posicién 1 del anillo de purina, hidroxilo
carbindlico de la ribosa y el cis-diol), lo cual representa un reto sintético que necesitara el
empleo de grupos protectores puesto que las modificaciones estructurales se requieren

unicamente en el hidroxilo primario (posicién 57).

En el caso del grupo amino de la adenina, de acuerdo a la teoria de resonancia, podemos
predecir su bajo poder nucleofilico debido a que el par electrénico del nitrégeno se
encuentra en resonancia con el anillo de purina, de acuerdo al Esquema 11,
disminuyendo asi la densidad electréonica necesaria para llevar a cabo un ataque

nucleofilico.
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Esquema 11. Formas resonantes del anillo de purina. Debido a la resonancia, disminuye del poder
nucleofilico del nitrégeno.

Lo anterior descrito se puede corroborar con un estudio de modelado molecular, donde es
posible obtener el potencial electrostatico mapeado en la densidad electronica (Figura 13)
y asi comprobar visualmente que atomos de la molécula poseen alta densidad electrénica

y cuales una deficiencia de ella.

Figura 13. Mapa del potencial electrostatico de la adenosina. Las zonas azules indican deficiencia
de densidad electrénica mientras que las rojas indican alta densidad electrénica. La molécula se
minimizé con método DFT B3LYP/6-31G* y la superficie se generd con el mismo nivel de teoria y
base. A) Isovalor de 0.002 electron/ua®. B) Isovalor de 0.080 electron/ua’.

Ahora bien, el 1,2 diol de la ribosa si tiene un poder nucleofilico que competira con el del
hidroxilo carbindlico por lo que se decidié realizar la formacion de un cetal (1,3-dioxolano)
para evitar su reaccion frente a un electréfilo. Como primer intento, se realizé la formacion
del ciclopentilideno empleando ciclopentanona en dimetilformamida con catalisis acida
(Esquema 12) generandose una resina que después de varios pasos de purificacion, pudo
precipitarse en un rendimiento muy bajo (40 %).
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(a) Ciclopentanona, DMF, p-TsOH
Esquema 12. Proteccién de la adenosina con ciclopentanona.

La proteccion del 1,2 diol fue posteriormente realizada y optimizada mediante la formacién
del aceténido (cetal formado con acetona) en presencia de acido p-toluensulfénico y 2,2-
dimetoxipropano como agente desecante en un rendimiento del 89 %. Se propone en la
literatura que la formacion del 1,3-dioxolano es termodinamicamente mas favorable que la
formacion del 1,3-dioxano en estas condiciones, con lo que el hidroxilo primario quedara
libre para reaccionar posteriormente.” La protecciéon con acetona tiene la ventaja
(ademas del buen rendimiento obtenido y la facilidad de purificacion) que la desproteccion
del acetonido es mas facil de realizarse y en condiciones mas suaves que el

ciclopentilideno, pero lo suficientemente estable para resistir las reacciones subsecuentes.

Se realizo la caracterizacion espectroscopica de este intermediario que es clave en la
preparacion de los profarmacos y la elucidacion estructural de los productos finales; al
caracterizar a esta molécula con su espectro de RMN, la elucidacion estructural de los
productos finales sera mas sencilla, puesto que no se realizaran modificaciones drasticas
en el anillo de purina y se podran eliminar las sefales correspondientes a este nucleo.
Como podemos ver en el espectro de RMN (Figura 14), claramente se aprecian los
hidrogenos alifaticos a campo alto del cetal (1.36 y 1.65 ppm) que son magnéticamente
no equivalentes debido a la conformacion de sobre que adopta el anillo de ribosa: los
hidrogenos de un metilo presentan efecto anisotrépico debido al anillo de purina. A campo
bajo se pueden apreciar sefiales muy caracteristicas del anillo de purina: los hidrogenos
aromaticos (7.91 y 8.31 ppm) observandose como un singulete fino seguido de una senal
ancha a 6.23 ppm que se intercambia con agua deuterada correspondiente al grupo
amino. Las sefales que se encuentran entre 3.5 y 6 ppm corresponden a los hidrogenos
del anillo de ribosa. Evidentemente, la sefial tipo doblete a 5.90 ppm pertenece al

hidrogeno mas desprotegido, siendo el que se encuentra en la posicion 1° del anillo de
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ribosa. Para poder asignar las sefiales a los demas hidrégenos, se efectué un espectro
COSY (Figura 15), el cual indica que hidrégenos estan acoplados entre si, y con ayuda de
la multiplicidad obtenida con el experimento de una dimension. Como se observa en el
espectro COSY, el hidrogeno de C1’se acopla a la sefial triplete de 5.21 ppm por lo que
se asigna al hidrogeno en C2’. Siguiendo esta secuencia podemos deducir que la senal
doblete de 5.11 corresponde al hidrogeno de C3’y la sefial ancha a 4.55 ppm al hidrégeno
de C4’. Finalmente, el metileno presenta hidrégenos no equivalentes debido a la
presencia de un centro quiral préximo a el y se esperan dos senales doble de doble.
Efectivamente, el hidrégeno de C4" se acopla con estas sefiales; las dos sefales doble de

doble son caracteristicas del metileno presente en todos los compuestos finales.
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3,793
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1.B50

= 000

<>
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040
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Figura 14. Asignacion parcial de los hidrogenos de 2,3 -O-isopropilidenadenosina.

La asignacion detallada e inequivoca de los hidrogenos de este compuesto es esencial
para la elucidacion estructural de los compuestos finales. Como se puede apreciar
posteriormente, los desplazamientos quimicos (a excepcion de los hidrégenos del

metileno que dan respuesta a campo mas bajo por el efecto mayor de desproteccion que
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ejerce el enlace tipo éster con respecto al alcohol original) no cambian significativamente.
La multiplicidad en ocasiones (para los hidrégenos de C2°, C3" y C4") se ve modificada
debido al valor numérico muy préximo de las constantes de acoplamiento; es decir, los

hidrogenos de C2’pueden aparecer como triplete o doble de dobles.
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Figura 15. Ampliacién del espectro RMN-'H (A) y COSY (B) en la regién de 3.5 a 6 ppm.
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En conclusion, en la Figura 16 se muestran los desplazamientos quimicos de los

hidrogenos para el anillo de 27,3 -O-isopropilidenadenosina.

4,55 (m) 701 (S)
9 (d)
NH, 6.23 (sa)
6;1 (dd),
3.98 (dd)
5.11 (t o dd) 0 8.31 (s)
5.21 (t o dd)

Figura 16. Asignacion de las sefales y desplazamiento quimico del nucleo 2°,3"-O-
isopropilidenadenosina

7.1.2. Proteccion de los aminoacidos

Como se menciondé anteriormente, los aminoacidos se protegieron en el extremo amino.
La eleccién del grupo Boc (tertbutoxicarbonilo) tuvo como fundamento varias cuestiones.
En primer lugar, la proteccién con Boc resulta mas econdmica que con Fmoc (9-
fluorenilmetoxicarbonilo), mientras que la proteccién con Cbz (benzoxicarbonilo) no tuvo
resultados favorables en la desproteccion (Esquema 13), puesto que la hidrogenacion
catalitica del éster protegido resulté en la hidrdlisis de este debido al metanol, aunque se
tiene planeado a futuro el cambio de disolvente. En otro rubro, en el plan de sintesis se
ided la desproteccion simultanea del cetal y el grupo protector del amino, desproteccion
ampliamente reportada cuando se presenta el grupo Boc en la molécula y llevada a cabo
con acido trifluoroacético.”’® Finalmente, en cuestién de simplificacién de espectros, se

esperan menos sefales de hidrégeno y carbono con el empleo del mencionado grupo.
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Esquema 13. Resultados generados al emplear Cbz como grupo protector.

Una vez resuelto el problema de la eleccion del grupo protector, se realizé la sintesis con
buenos rendimientos y pureza, comprobandose la estructura por espectrometria de
masas (FAB+)y RMN-"H. Es de apreciarse una peculiaridad en el espectro de hidrégeno:
los metilos del tertbutilo en ocasiones se observan como dos sefiales, una integrando
para 6 hidrogenos y la otra para 3 hidrégenos; esto se origina debido a la presencia de
rotdmeros en torno al carbamato (similar a lo que ocurre en N,N-dialquil amidas por el
pseudocaracter de doble enlace), y la barrera energética es lo suficientemente grande

para permitir la existencia de estas dos poblaciones de rotameros en solucion.

7.1.3. Obtencién y caracterizacion de los profarmacos |y VI

Los productos | y VI se obtuvieron del intermediario resultado de la esterificacion entre la
Boc-prolina y 2°,3’-O-isopropilidenadenosina a partir de una sintesis divergente. El
acoplamiento de las moléculas anteriores se intentd con varias condiciones (Tabla 4).
Para el caso de los sustratos en estudio, se demostré que el acoplamiento transcurre con
mejor rendimiento y menos tiempo de reaccion al emplear diciclohexilcarbodiimida (DCI)
que carbonildiimidazol (CDI), activadores del grupo carboxilo ampliamente usados en
sintesis organica. El empleo de DMF como disolvente no s6lo limitd la reaccion hacia la
formacion del producto, sino que, ademas, dificulté su aislamiento y purificacion. En la
literatura se encontré que la diciclohexilcarbodiimida se emplea frecuentemente en un
exceso (3 a 5 equivalentes), y cuando se agrega como catalizador la 4-

dimetilaminopiridina, los rendimientos suelen mejorar.”® En este aspecto, se probaron
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tales condiciones empleando como disolventes cloroformo y DMF, siendo mas alentador
el uso de cloroformo. Posteriormente se pudo optimizar la reaccién disminuyendo la
cantidad de DCI hasta 1.3 equivalentes, con conversion total del sustrato y en muy
buenos rendimientos. Se reporta que con el empleo de un elevado exceso de DCI vy
disolventes como la DMF, suelen generarse derivados N-acilurea debido a al ataque
nucleofilico intramolecular del intermediario O-acilurea, mermando los rendimientos y
complicando la purificacion (Esquema 14),”” lo cual pudo comprobarse al enviar a
espectrometria de masas el crudo de reaccion, donde aparece un pico correspondiente a
este subproducto (espectro no mostrado). Debido a lo anterior, la cantidad de DCI se
disminuyd hasta 1.3 equivalentes, condiciones en las cuales se logré obtener en buen

rendimiento el producto.

Tabla 4. Métodos llevados a cabo para la reaccion de acoplamiento.

Agente
Condiciones Observaciones
acoplante
CDI 1.5 eq CDI, CHCI; Reaccion con poca formacion de
producto

3 eq. DCI, DMF, 2d Formacién de producto casi nula

3 eq. DCI 30 % mol 4-DMAP, DMF 2 d Poca formacion del producto

DCI 3 eq DCI, 30% mol 4-DMAP, CHCls, 5 h Formacién del producto en Buenos
rendimientos.
1.3 eq DCI 30% mol 4-DMAP, CHCl5, 3h 100 % de transformacion de
sustrato en producto.

0]
N )J\
T4 = i
(0]
2 (8/—\ o R G . )\
I I 0] NH
: N ‘N
Intermediario Subproducto
O-acilurea N-acilurea

Esquema 14. Mecanismo propuesto para la formacién del subproducto obtenido al emplear un
gran exceso de DCI

Las condiciones optimas del acoplamiento se emplearon con éxito para todas las rutas

sintéticas posteriores, cambiandose en ocasiones el cloroformo por DCM con los mismos
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resultados. El empleo de DCI no sélo mejord el rendimiento con respecto al empleo de
carbonildiimidazol, sino también la purificacién y manejo de la reaccion resultan mas
faciles de realizar. En ocasiones, los productos tenian la suficiente pureza para continuar

con la ruta sintética sin llevar a cabo la purificacién.

Ahora bien, la elucidacion estructural de la molécula intermediaria se realiz6 mediante el
empleo de RMN-"'H y espectrometria de masas FAB+. En la Figura 17 se muestran las
expansiones de las zonas claves para la elucidacion estructural. En campo alto, podemos
ver las sefiales de 4 metilos, dos correspondientes al aceténido y dos (que integran para
diferente niumero de hidrégenos) del tertbutilo. Estas sefales indican claramente que las
moléculas se encuentran unidas, pero surge la incognita de la regioselectividad del
acoplamiento. De acuerdo a lo establecido en la seccidon 7.1.1., el acoplamiento
hipotéticamente sera en el hidroxilo carbindlico y no en el grupo amino de la purina; esto
se comprueba con la sefal de 5.71 ppm, senal ancha que integra para dos hidrégenos y
se intercambia con agua deuterada, que claramente pertenece al grupo amino aromatico.
Lo anterior escrito comprueba la hipdtesis de regioselectividad en la molécula de
adenosina cuando se encuentran protegidos los hidroxilos en las posiciones 2’y 3" del

anillo de ribosa.

Finalmente, se comprueban las sefales correspondientes al anillo de ribosa entre 4.3 y
6.2 ppm y unicamente faltan asignar las sefiales del anillo de pirrolidina. En teoria, las
sefales de estos hidréogenos se esperan como multipletes, puesto que se encuentran
acoplados con varios hidrégenos no equivalentes. En 1.86 ppm hay un multiplete que
integra para 4 hidrégenos correspondiente a las posiciones 3 y 4 del anillo mientras que a
3.42 ppm se aprecia otro multiplete de los hidrégenos de la posicion 5 del anillo de ribosa.
El hidrogeno de la posicion anomérica, que hipotéticamente deberia ser un triplete o doble

de dobles, sesuperpone con la sefal del metileno de la ribosa.
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Figura 17. Expansiones del espectro RMN-'H de N-Boc-(S)-prolinato de 2°,3"-O-
isopropilidenadenosin-5"-ilo. A) Regién de hidrégenos alifatico aciclicos. B) Hidrégenos del anillo
de ribosa. C) Hidrégenos del anillo de pirrolidina.

El siguiente paso en el plan de sintesis corresponde a la remocion de los grupos
protectores. La desproteccion del grupo Boc se realizd por diferentes métodos reportados
en la literatura (Tabla 5) en incluso empleando la sintesis asistida por microondas. En la
mayoria de los casos probados, la reaccién ocurria con hidrélisis del sustrato para dar
adenosina y en el peor de los casos, como unico producto. Incluso, recientemente se ha
reportado que los alcoholes fluorados se emplean como método suave para la

desproteccién del grupo Boc;”®

sin embargo, al momento de aplicar esa estrategia al
sustrato en estudio, no hubo reaccién. En base a todas las pruebas realizadas, se
pudieron establecer dos metodologias. Con el tratamiento de acido trifluoroacético en
ausencia de disolvente en agitacion vigorosa por 3 a 5 dias, se logra la desproteccion
simultanea del cetal y el grupo Boc, mientras que cuando se trata el sustrato en CH,Cl,:
TFA (2:1) a 0°C, se logra la ruptura unica del Boc. Esta metodologia se llevo a cabo para

cada profarmaco obteniéndose resultados muy similares.
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Tabla 5. Intentos realizados para la desproteccién del grupo Boc.

Agente desprotector Condiciones Resultados
TFA: H,O (4:1) Hidrolisis del compuesto
. . ” MAOS* Ruptura completa del éster
acido trifluoroacético —
t.a. Desproteccion del cetal y Boc
CH,CI,:TFA (2:1), 0°C Desproteccion del Boc
2,2,2-trifluoroetanol Reflujo 2 dias Sin reaccion
1,1.1,3,3,3-hexafluoro-2- Reflujo 2 dias Sin reaccion
propanol
Concentrado sin disolvente Ruptura del enlace éster
HCI — - . -
Solucién en Dioxano Ruptura parcial del éster

*MAQS. Las condiciones y grafico de operacion de la sintesis se muestran en el apéndice Il.

Los productos finales | y VI se obtuvieron como sdlidos, los cuales después de un corto
tiempo cambiaban su estado fisico generando aceites muy viscosos (higroscopicos).
Ambos compuestos se caracterizaron espectroscopica y espectrométricamente. El
espectro de IR para el profarmaco I, presenta bandas caracteristicas del grupo amino,
3337.85 cm™ para el estiramiento C-N y 1651.47 cm™ para flexion tipo tijera, también se
comprueba la presencia de otros grupos caracteristicos en la molécula como 3214.11 cm™
para el grupo hidroxilo, 1681.28 cm™ para el grupo carbonilo y 1132.91 cm™ para el
estiramiento asimétrico del éter. En el caso del compuesto VI, la espectroscopia infrarrojo
no ayuda a la elucidacion estructural, puesto que presenta bandas muy similares a las
observadas en el profarmaco |, a excepcién de que el anterior carece de la banda de
estiramiento O-H. La resonancia magnética nuclear de hidrégeno de ambos profarmacos
es muy similar, a excepcion de la presencia de las senales del tertbutilo para el caso del
compuesto VI (Figura 18), y se confirma parcialmente la estructura por la presencia de las
sefales de los hidrégenos del anillo de purina, ribosa y pirrolidina, a excepcion de los
unidos a heteroatomos que posiblemente se encuentren traslapados con la sefal de agua
de los disolventes. Para confirmar la asignacion de los hidrogenos, se recurrio a un
experimento HSQC editado, con el cual se pueden apreciar los hidrégenos de metilos y
metinos de un color, y los de metilenos de otro color asi como también la sefal de 3C al
que estan enlazados. Con ello, los desplazamientos quimicos y la multiplicidad, se logré

asignar las sefiales a los hidrogenos de cada molécula.
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Figura 18. Comparacion de los espectros de RMN-'H para los profarmacos | (A) y VI (B).

A manera de ejemplo, en la Figura 19 se muestra el espectro HSQC del profarmaco VI,

donde los metilos y metinos se muestran como manchas negras y los metilenos grises.

Cabe sefialar que el desplazamiento quimico observado en el experimento en dos

dimensiones varia levemente con respecto al de una dimension.

La sefales a campo

mas alto, tanto en 'H como en °C, pertenecen a carbonos alifaticos del cetal y el anillo de
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pirrolidina. Los metilos del cetal se aprecian claramente como manchas negras a 1.55y
1.38 ppm mientras que se observan sefiales metilénicas (multipletes en 'H) a 1.82 y 2.15
ppm, confirmandose como los hidrogenos del C2 y C3 del anillo de pirrolidina (prolina); el
multiplete a 1.85 ppm integra para 3 hidrégenos, los dos del C3 y 1 hidrogeno del C1. Se
distinguen dos manchas grises mas de metilenos, que en la molécula pertenecen al
metileno carbindlico de la ribosa (dos sefiales dd que integran para 1 H a 4.28 y 4.37
ppm) y el metileno de C4 de la pirrolidina a 3.35 ppm. Restan 5 manchas de color negro,
lo que indica que pertenecen a carbonos metilicos o metinicos (en este caso son 5
metinos) Las sefiales a campo alto en ">C son de los metinos del anillo de ribosa mientras

que la senal de 4.18 ppm pertenece al carbono anomérico de la prolina.

Con el analisis anterior, se verificd la estructura de los profarmacos que contienen a la
prolina como modificador, comprobandose ademas su masa molar por espectrometria de
masas técnica de FAB+ baja resolucion (M+1 para el profarmaco | de 365 g/mol y 405
g/mol para el VI) y su formula molecular (y composicién) por FAB+ de alta resolucién
(Composicion elemental del M+1 para el profarmaco | C15H,1050¢ y para el profarmaco VI
C18H25O5N6)-

Para la elucidacion estructural de los siguientes profarmacos, Unicamente se hara
hincapié en las sefales correspondientes al aminoacido, dado que las sefales de la
adenosina sufren modificaciones no significativas en cuanto al desplazamiento quimico y

multiplicidad, a menos en aquellos espectros donde se presenten ciertas peculiaridades.
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Figura 19. HSQC editado del profarmaco VI y su asignacién de sefiales de RMN-"H.

7.1.4. Obtencién y caracterizacion de los profarmacos Il y VII

Se repitieron las mismas condiciones de acoplamiento y desproteccién citadas con
anterioridad. El espectro de infrarrojo del profarmaco Il muestra nuevamente la presencia
de grupos funcionales caracteristicos en el compuesto: 3199.75 cm™ y 1194.02 cm™ para
estiramiento y flexién tipo tijera respectivamente del grupo amino, 3071.48 cm™ del
hidroxilo, 1672.69 cm™ grupo carbonilo y 1129.00 cm™ estiramiento asimétrico de éter. En
el espectro de RMN-"H se observan las sefiales del anillo de purina y los hidrégenos del
anillo de ribosa a campo alto. Nuevamente se asegura que la union del aminoacido
ocurrié en el hidroxilo carbindlico y no en el amino por la presencia de la sefial ancha que
intercambia con agua deuterada a campo alto. Las expansiones del espectro (Figura 20,
Ay B) revelan las sefales correspondientes al anillo de 1,3-tiazolidina. Con ayuda de los
espectros en dos dimensiones COSY y HSQC editado (Figura 20, C y D), se pueden
esclarecer las sefiales con mayor facilidad. Las dos sefales dobles de dobles a 2.89 y
3.16 ppm (metilenos en el espectro HSQC) corresponden a los hidrégenos de la posiciéon

3 del anillo de tiazolidina y correlacionan en el espectro COSY con la sefhal metinica de
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4.01 ppm (posicién 2 del anillo). Los hidrogenos metilénicos de la posicion 5 se localizan a
410 y 4.30 ppm como dobletes y no correlacionan en el COSY mas que con su
hidrogeno geminal. La sefal de 4.30 se traslapa con el multiplete correspondiente al C4
del anillo de ribosa.

Por otro lado, la estructura propuesta se corroboré mediante la determinacién de su masa
molar por espectrometria de masas (FAB+), siendo de 383 g/mol para el M+1. Como el
i6n molecular no cubria los requisitos de abundancia relativa, no se pudo realizar la

técnica de FAB+ de alta resolucion para esclarecer la composicion elemental.
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Figura 20. Espectros de RMN empleados para caracterizar al profarmaco Il: RMN-'H (A y B),
COSY (C) y HSQC editado (D).
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En el caso del profarmaco VI, no se caracterizé espectroscopicamente debido a su
inestabilidad quimica, puesto que se hidrolizaba durante la realizacién de una columna
cromatografica o placa preparativa, razén por la cual se mandé a prueba biolégica
después del tratamiento de la reaccién y sin purificacion. Sin embargo, una cromatografia
en capa fina de la reaccion, presenta una mancha diferente a la materia prima y producto
de hidrdlisis, pero posee caracteristicas similares a los demas profarmacos (factor de
retencién y colorido café en placa al revelarse con ninhidrina), por lo que se supone su

existencia en el crudo de reaccion.
7.1.5. Obtencién y caracterizacion de los profarmacos Il y VIl

Los profarmacos conteniendo glicina como modificador se sintetizaron segun la
metodologia antes propuesta. El espectro de infrarrojo para el profarmaco Il revela la
presencia de grupos funcionales amino (3324.08 cm™, 1206.04 cm™), hidroxilo (3155.14
cm™), carbonilo (1668.56 cm™), y éter (1134.80 cm™), mientras que el profarmaco VIl
posee en su espectro infrarrojo bandas a 3353.80 cm™, 1204.08 cm™ (grupo amino),

1678.53 cm™ y 1135.08 cm™ (carbonilo y éter respectivamente).

La resonancia magnética nuclear de hidrégeno no es muy diferente a la de la adenosina,
salvo la presencia de una sefal singulete correspondiente al metileno de la glicina (3.63
ppm para el profarmaco lll y 3.81 para el VIIlI) que en el espectro HSQC editado es de
color negro correspondiente a metileno (Figura 21). Todas las sefiales en ambos
profarmacos de la molécula se pueden distinguir con su multiplicidad y desplazamiento

quimico ya estudiado.

La estructura de la molécula se corroboré con espectrometria de masas. La técnica de
baja resolucién indica que la masa molar del M+1 de los profarmacos lll y Vlll es 325
g/mol y 365 g/mol respectivamente, mientras que la misma técnica pero en alta resolucion
arroja que la composicion elemental del profarmaco lll es CyoH17OsNg y para el VIl
C15H2105Ne.
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Figura 21. Espectro HSQC editado del profarmaco Ill donde la flecha indica la sefial
correspondiente al metileno de la glicina.

7.1.6. Obtencidén y caracterizacion de los profarmacos IV y IX

A diferencia de los demas profarmacos, que se obtienen como sélidos higroscoépicos que
posteriormente se transforman en aceites, los profarmacos IV y IX siempre fueron aceites.
Los espectros de infrarrojo de los profarmacos con acido 3-aminopropanoico (B-alanina)
muestran las bandas esperadas de acuerdo a los grupos funcionales presentes. Para el
profarmaco IV aparecen bandas caracteristicas del grupo amino (3339.25 cm™, 1203.03
cm™), hidroxilo (3199.06 cm™), carbonilo y éter (1677.85 cm” y 1132.67 cm’
respectivamente); por otro lado, el profarmaco IX tiene sefales del grupo amino a 3431.76

cm’, éster a1684.68 cm™y éter a 1136.62 cm™.

Los espectros de RMN-'H de ambos productos finales poseen las sefiales caracteristicas
de la adenosina y sefiales propias de la B-alanina (Figura 22), dos tripletes a 2.48 y 3.30
ppm, que en el espectro HSQC editado se muestran color gris, asignados como

metilenos.
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Con los espectros de RMN se pudieron comprobar las estructuras de los profarmacos IV y
IX, con masas molares del M+1 obtenidas con la técnica de FAB + acordes a lo esperado:
339 g/mol para el producto IV y 379 para el profarmaco IX. Finalmente, la composicién
elemental fue corroborada con la técnica de FAB+ alta resolucion, siendo un compuesto

C43H1905N; el profarmaco IV y C46H2305Ng el analogo acetonido IX.
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Figura 22. (A) Ampliacion del espectro RMN-"H donde se muestran las sefiales de la p-alanina. (B)
Comprobacion de las seiales como metilenos en el HSQC editado.

7.1.7. Obtencion y caracterizacion de los profarmacos V y X

Los ultimos profarmacos de adenosina contienen el aminoacido (S)-alanina y presentan
las bandas caracteristicas de los grupos funcionales presentes en la molécula en su
espectro de infrarrojo: el espectro del profarmaco V tiene bandas a 3095.97 cm’
(vibraciones de -NH, y -OH), 1676.80 cm™ (carbonilo) y 1134.99 cm™ correspondiente al

estiramiento asimétrico del grupo éter. El analogo con cetal X solo presenta bandas a
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3316.48 cm™, 1703.03 cm™, 1136.47 cm™ que indican la presencia de los grupos amino,
carbonilo y éter respectivamente.

Los espectros de RMN de ambos productos muestran las sehales esperadas para la
adenosina (hidrogenos aromaticos y del anillo de ribosa) y adicionalmente presenta los
picos de la alanina: un doblete a campo alto correspondiente al metilo (apareciendo como
una mancha negra en el espectro HSQC editado) y un multiplete a 3.17 ppm (profarmaco
V) o0 4.17 ppm para el compuesto X. En el experimento HSQC editado (Figura 23),
ambas correlaciones se muestran de color negro, indicativo de su pertenencia a carbono

metilico o metinico.
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Figura 23. Elucidacion estructural del profarmaco V por medio de su espectro HSQC editado.

Nuevamente, la estructura se comprueba con la determinacién de su masa molar y
composicion elemental obtenidos por espectrometria de masas técnica de FAB+. El
profarmaco V posee un ién molecular del M+1 de 379 g/mol, consistente con la estructura
propuesta, y una composicion elemental C4sH2305Ng. De la misma manera, el profarmaco
X tiene una masa molar de 339 g/mol y presenta una composiciéon elemental Cq3H19OsNg

acorde a la estructura.
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7.2. Parte biolégica

Se evalué el metabolismo de los profarmacos —V, X y la molécula 2°,3"-O-
isopropilidenadenosina frente a la enzima adenosina desaminasa, principal enzima
involucrada en la bioconversion del nucléosido. Los resultados se muestran en la

Grafica 1.
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Grafica 1. Resultados de la bioconversion de los profarmacos por la enzima adenosina
desaminasa.

Como era de esperarse, todos los profarmacos tuvieron una menor conversién a inosina
con respecto a la adenosina, de hasta cinco veces como es el caso del profarmaco Il, e
incluso la simple protecciéon del diol de la ribosa disminuyé en un 100% su

biotransformacion.

Los profarmacos | y ll, conteniendo como modificador prolina y tioprolina respectivamente,
mostraron los resultados mas prometedores al tener la menor bioconversion frente a la
enzima en estudio; esto puede deberse a un mayor volumen estérico que genera el anillo
de cinco miembros en el sitio catalitico de la enzima o una disminucion en el numero de

grados de libertad de conformaciones con respecto a sus analogos de cadena abierta.

Se evaludé la toxicidad de los compuestos mas prometedores para analizar si las
modificaciones realizadas, incrementan o no los efectos téxicos del prototipo adenosina.

Esta se midié6 como porcentaje de animales muertos (ratas) tras la exposicion a una dosis
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elevada de los compuestos y la adenosina. La dosis empleada fue 50, 68 y 72 m/kg para
la adenosina, y los compuestos | y Il respectivamente. Los resultados se pueden apreciar
en la Grafica 2. Evidentemente, la toxicidad propia de la adenosina a dosis elevadas, se
logré disminuir muy significativamente con el profarmaco Il no asi con el profarmaco |,
cuyo porcentaje de muertos incremento en un 50%. Estas modificaciones en la toxicidad
pueden deberse a cambios en la afinidad ligando-receptor hacia los receptores propios de
la adenosina, que en el caso del profarmaco Il la afinidad hacia estos receptores
probablemente disminuyd; los efectos toxicos de la adenosina se reflejan principalmente

en el corazon y el sistema inmune.

Toxicidad en ratas
80- 75
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I
=
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25
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Grafica 2. Toxicidad expresada como porcentaje de animales muertos tras exposiciéon a una dosis
aguda (50 mg/ kg) de adenosina y los profarmacos | y Il (68 y 72 respectivamente).

Los resultados experimentales resultan ser muy gratos y alentadores, puesto que no sélo
se logré disminuir el metabolismo de la adenosina, sino que también se abatid
considerablemente su toxicidad en el caso del profarmaco Il, lo que da pauta a continuar
en estudios biolégicos mas avanzados de estas moléculas e incluso escalar a modelos in

vivo de cirrosis.

7.3. Parte computacional

Con esta poderosa herramienta de la Quimica Farmacéutica y en general de la Quimica,
se intentaron explicar los resultados obtenidos en las pruebas de actividad bioldgica y asi
generar mas informacion acerca de los requerimientos estructurales para minimizar el

metabolismo por la adenosina desaminasa.
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7.3.1. Metabolismo por adenosina desaminasa

Los resultados del acoplamiento molecular con la ADA se muestran en la Tabla 6. Todos
los profarmacos mostraron afinidad por el sitio receptor de la enzima en cuestién, con
valores de AG negativos, indicando que la unién ligando-receptor es un proceso

favorecido, generando un complejo estable.

Tabla 6. Resultados del acoplamiento molecular con la enzima adenosina desaminasa humana

| Compuesto AG kcal/mol | Kd (uM) |
adenosina -7.58 2.75
| -9.16 0.19
1l -7.20 5.26
]l -8.13 1.10
v -8.04 1.28
\' -8.23 0.93

Curiosamente, en el estudio in silico los profarmacos forman complejos mas estables con
la enzima que el sustrato enddégeno adenosina, contrastando alarmantemente con los
resultados de metabolismo in vitro, puesto que se supone que mayor afinidad por el sitio
receptor (entiéndase esto como el valor mas negativo del AG), se espera una mayor
rapidez en la biotransformacion a inosina, y por ende, aparentemente, el estudio
computacional demuestra indirectamente que los profarmacos (a excepcion del
compuesto Il) presentarian un menor tiempo de vida biolégico que la adenosina. Cabe
sefalar otro aspecto importante, la inhibicion de la enzima; los compuestos presentan una
energia considerable para suponer que puedan actuar como inhibidores de la ADA. En
este sentido, no se descarta la posibilidad de que los compuestos sintetizados puedan
actuar como inibidores, lo cual también es deseable puesto que incrementaran el tiempo
de vida media de la adenosina enddgena al inhibir su principal enzima catabdlica al
mismo tiempo que se libera adenosina exdgena al hidrolizarse el profarmaco. Empero,

estudios mas detallados deben llevarse a cabo para comprobar esta posibilidad.

Por otra parte, para que ocurra la formacién del producto de hidrélisis enzimatica, no solo
es necesario tener una afinidad por el sitio catalitico, sino también, una conformacion y
orientacion adecuada, por lo que este aspecto merece un analisis mas exhaustivo. En el
sitio catalitico de la adenosina desaminasa, se pueden encontrar 4 regiones o substios:

SO, FO, F1 y F2. La regién SO consiste en aminoacidos hidrofilicos mientras que en la
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region FO predominan aminoacidos hidrofobicos; las regiones F1 y F2 son regiones muy

flexibles que favorecen la interaccion ligando-receptor.”

La Figura 24 muestra el acoplamiento molecular entre la adenosina y la adenosina
desaminasa, donde se ven las interacciones que favorecen la formacion del complejo.
Dichas interacciones se producen en la region SO de la enzima, salvo los hidroxilos en 2°
y 3’del anillo de ribosa, que permanecen en la region FO como lo propone Kinoshita y
cols.”® Es posible observar la formacién de una interaccion electrostatica entre el grupo
amino de la adenina y el catiéon zinc, necesario para que la molécula de agua ataque
nucleofilicamente a la posicion C1 del anillo de purina y lleve a cabo la desaminacién
oxidativa. Otras interacciones tipo enlace de hidrégeno se aprecian en el nitrégeno en la
posicion 2 con el &cido glutamico 217, el nitrdgeno en 4 con la glicina 182, el nitrégeno en
7 y el acido aspartico 296 y finalmente el grupo amino y la histidina 238 y el acido
aspartico 295. Cabe mencionar que las interacciones son muy parecidas a las que
muestra el analogo de la adenosina co-cristalizado, el cual se descargé del Protein Data
Bank. Con todo ello, de una manera cualitativa se valida el estudio de acoplamiento
molecular de la adenosina desaminasa, al correlacionar los resultados generados en el

docking con los obtenidos cristalograficamente y propuestos por otros autores.

A pesar de que los profarmacos presentan una afinidad mayor por el sitio catalitico de la
adenosina desaminasa con respecto a la adenosina como se detallo anteriormente (Ver
Tabla 6), ninguno de ellos presenta la orientacion adecuada para que se lleve la reaccion
de desaminacion. A manera de ejemplo, se observa en la Figura 25 la comparacién de la
orientacion de la adenosina y el profarmaco Il; mientras la adenosina presenta la
orientacion propuesta por Kinoshita, el profarmaco Il se encuentra levemente girado,
cambiando las interacciones generadas por el programa Autodock Tools. Se hace notar
que la porcion esterificada se orienta en la subregion FO de la enzima, interactuando con
los aminoacidos hidrofébicos (fenilalanina, triptéfano y leucina) lo que obliga al anillo de
purina a girar levemente, perdiendo los enlaces de hidrogeno formados con los acidos
asparticos e incrementando la distancia del grupo amino y el catién zinc. Esto claramente
explica el porqué de la disminucién en el metabolismo del profarmaco Il, que a pesar de
tener una energia de unidon muy favorable, aunque menor a la de la adenosina, la
orientacion adoptada interfiere en la geometria requerida para que se lleve a cabo el

ataque nucleofilico.
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Figura 24. Interacciones principales de la adenosina con el subsitio SO y FO de la adenosina
desaminasa. La esfera azul corresponde al catién zinc. Abajo a la izquierda se coloca el modelo
hipotético de unién de la adenina a la region SO propuesto por Kinoshita.

A) B)

C) D)

Figura 25. Comparacion de las orientaciones e interacciones entre la adenosina (A y C) y el
profarmaco Il (B y D). A y B) interacciones entre el ligando y el sitio receptor mostrandose como
esferas de interaccion. B y D) Visualizacion de la conformacion e interaccion de los ligandos.
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Lo anterior se aplica a todos los profarmacos (Figura 26), donde el cambio en la
orientacion es mas significativo. Esta conformacion adoptada, en el sitio receptor,
incrementa, ademas, la distancia del grupo amino de la adenina y el cation zinc de 2.61 A
en la adenosina hasta 5.34 A como es el caso del en el profarmaco V. Este ligero cambio
en la conformacion molecular repercute notablemente en la actividad enzimatica; la
molécula de agua que lleva a cabo el ataque nucleofilico, se encuentra activada por el
zinc muy cerca del 4cido aspartico 295,” pero en el estudio de acoplamiento molecular se
genera un estado tal que ni la orientacién, ni la distancia son las adecuadas para que se
lleve a cabo la reaccién enzimatica. Esta orientacion se ve favorecida por la formacién de
dos enlaces de hidrégeno entre los atomos de nitrogeno del acido glutamico 217 y la
glicina 184 con los hidrégenos del grupo amino de la purina. Una interaccion n—n se
aprecia en el profarmaco IV y Phe61. Asi mismo, las interacciones que se pudieran formar

en la regién FO con el modificador pueden estabilizar al complejo generado.

Con la discusion anterior, se recalca que para que una molécula pueda ser sustrato de
una enzima, no solo se requiere cierta afinidad expresado en términos del AG en el sitio

receptor, sino también debe tener una conformacién y orientacion adecuada.

Es importante también resaltar lo siguiente. Los profarmacos lll, IV y V, teniendo como
modificadores glicina, B-alanina y (S)-alanina respectivamente, presentan una orientacion
alternativa de union en el sitio receptor de estabilidad equiparable a la mostrada en la
Tabla 6 (Figura 27), orientacion en la cual resulta imposible la desaminacién oxidativa. En
esta orientacion, el anillo de purina se encuentra en la region hidrofébica FO, mientras que
la cadena del modificador, se encuentra estabilizada por interacciones electrostaticas
(con el catién zinc) y tipo enlace de hidrégeno con los aminoacidos Gly184, Asp295 vy el
Asp19 que forma una interaccion con los hidroxilos de la ribosa. Esta orientacion de
similar energética a la anterior, indica que la molécula puede unirse al sitio catalitico en
estas dos conformaciones, aspecto que también contribuye a la disminucion del

metabolismo de estos profarmacos.
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Figura 26. Interacciones de la adenosina (A) y los profarmacos I-V (B, C, D, E y F
consecutivamente) en el sitio catalitico de la adenosina desaminasa. La esfera corresponde al
cation zinc, la regiéon de aminoacidos verdes identifica a la region SO mientras que los aminoacidos
en rojo, hidrofébicos, pertenecen al subsitio FO.
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Figura 27. Conformacion alternativa de los profarmacos lll (A), IV (B), y lll (C). El grupo amino del
modificador presenta una interaccion tipo electrostatica con el catidn zinc, mientras que el anillo de
adenina se localiza en el subsitio FO.

7.3.2. Hidrdlisis de los profarmacos

Para que los compuestos sintetizados puedan considerarse como profarmacos, deben
necesariamente hidrolizarse in vivo. Como se mencioné en los antecedentes, ese proceso
puede ocurrir por medios quimicos o enzimaticos. Los estudios de acoplamiento
molecular permitiran tener una estimacién de la factibilidad de hidrélisis via enzimatica en
base a la estabilidad del complejo ligando-receptor formado, asi como la orientacion y

conformacion que se calcule en el sitio catalitico.

Se selecciond a la carboxilesterasa humana 1 fundamentalmente porque es una de las
principales enzimas encargadas de hidrolizar farmacos y xenobidticos en general,
ademas que se encuentra en concentracion elevada en el higado, sitio donde el cual se
requiere la hidrolisis de los compuestos. Los resultados que se generaron después del

acoplamiento molecular se muestran en la Tabla 7.
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Tabla 7. Acoplamiento molecular de los profarmacos con la carboxilesterasa humana 1.

. Compuesto AG Kcal/mol Kd uM |
[ -6.37 21.26
I 2.70 10.54
m -7.30 4.47
IV -7.58 2.77
Y -7.65 2.47

Absolutamente todos los compuestos sintetizados generan complejos energéticamente
favorables con el sitio catalitico de hCE1 al tener valores de energia libre de Gibbs
negativas, por lo que adelantadamente se puede predecir que pueden metabolizarse por
esta enzima. El profarmaco Il es el menos afin al sitio catalitico, lo que indica que no
existen las mismas interacciones favorables con respecto a los demas compuestos.
Nuevamente, se analizara la orientacién que adquiere la molécula en el sitio catalitico,
puesto que debe encontrarse en la distancia y orientacion adecuada para sufrir el ataque
por parte de la Ser221. En la figura 28 se observa la orientacion y conformacion que las
moléculas adquieren en el sitio catalitico. Los profarmacos I, IlI-V presentan la misma
conformacion, mientras que en el profarmaco Il presenta invertida la orientacién de la
adenina, situada hacia adentro del nucleo de ribosa. Todas las moléculas presentan
estabilizacion por la formacion de dos enlaces de hidrogeno entre el grupo amino de la
adenina y los aminoacidos Leu304 y Leu363. Aun mas importante para establecer la
hidrdlisis hipotética de los ésteres, es la cercania y factibilidad de ataque por parte de
Ser221. En varios trabajos revisados acerca de hidrélisis de ésteres por hCE1, y en
estructuras cristalograficas, la distancia entre el carbonilo y Ser221 oscila entre 3y 6 &,
mientras que en los profarmacos se ubica de 4.49 a 5.24 A por lo que es muy probable
que los compuestos se hidrolicen en el organismo, actuando como profarmacos. También
es de notar (Ver Figura 28) que, como era de suponerse, el heterociclo de purina se ubica
en la cavidad grande de la enzima (Leu255, Leu304, Leu318, Leu363, Met364, Ser365,
Leu388, Met425, Phe428), denotandose como aminoacidos de color rojo en la Figura 28.
En conclusion, los compuestos pueden actuar como profarmacos en base a los estudios
de acoplamiento molecular realizados, al poderse hidrolizar dentro del organismo. Cabe
sefalar que la carboxilesterasa humana no es la unica enzima que realiza la hidrdlisis de

ésteres, pero si la mas abundante y una de las menos selectivas.
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Figura 28. Interacciones principales de los profarmacos con el sitio catalitico de la hCE1. Los
aminoacidos en verde pertenecen a la triada catalitica. Los aminoacidos en rojo son parte de la
cavidad grande del sitio catalitico. La linea punteada indica los enlaces de hidrégeno que
estabilizan la molécula, asi como también la distancia del hidroxilo de la Ser221 y el carbonilo del
éster. A) profarmaco I; B) profarmaco Il, C) profarmaco lll, D) profarmaco IV, E) profarmaco V.
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7.3.3. Evaluacién de las energias de union de los profarmacos XI-XIV

En las secciones 6.1.1.1. y 6.1.1.2. se mencionaron moléculas con notable actividad
antioxidante y/o hepatoprotectora que se consideraron en el disefio de los profarmacos.
Sin embargo, por falta de tiempo en la realizacion del proyecto, no se pudieron sintetizar,
mas generan un gran interés debido a que la mayoria de ellas han demostrado actividad
antifibrética en diversos estudios, ademas de que generan un mayor impedimento estérico
en la posicién 5° lo que hipotéticamente puede disminuir la afinidad de la adenosina
desaminasa al interactuar con la subregion FO como se demostré anteriormente. Estos

profarmacos se muestran en la Figura 29 y se tienen contemplados para trabajos

o0

anQH

posteriores.

o}
\HX\NH «miOH unQH
o}
SH
H H,N H
0o
Xl XIvV

Figura 29. Compuestos para realizar estudios in silico de acoplamiento molecular.

Los resultados del acoplamiento molecular de la adenosina desaminasa y la

carboxilesterasa humana 1 se engloban en la Tabla 8.
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Tabla 8. Acoplamiento molecular de los profarmacos XI-XIV.

adenosina desaminasa carboxilesterasa humana 1
AG AG
Compuesto Kcal/mol R () Kcal/mol el
Xl -8,57 0.52 -0.57 380.03
Xl -4.46 539.30 -5.42 0.1
Xl -9.18 0.19 -5.54 0.09
XIvV -7.76 204 - e

En el caso de la adenosina desaminasa, nuevamente se observan complejos muy
estables, con energias negativas similares a lo encontrado en los profarmacos I-V; sin
embargo, al analizar las conformaciones se encuentra exactamente la misma situacion
anteriormente discutida (Figura 30); las moléculas se encuentran rotadas con un
incremento considerable en la distancia del zinc y la molécula de agua que lleva a cabo la
reaccion. Nuevamente, el grupo amino de la adenina forma enlaces de hidrégeno con
Gly184 y Glu217, mientras que el modificador esta situado en el subsitio FO de la enzima.
Por tanto, como los resultados in silico de estas moléculas son muy parecidos a los
calculados para aquellos que se sintetizaron, podemos inferir que el metabolismo de estos

compuestos por la adenosina desaminasa sera menor comparado con la adenosina.

De la misma forma, se realizé el acoplamiento molecular con la hCE1. El profarmaco
conteniendo carnosina como modificador generd energias positivas por lo que, al menos
in silico, no sera sustrato de esta enzima. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de
hidrolisis por otras enzimas no selectivas como la acetilcolinesterasa, butirilcolinesterasa o
carboxilesterasa humana intestinal. Con respecto a los demas profarmacos, es probable
qgue se hidrolicen dentro del organismo al ser sustratos de la hCE1, deduccién basada en
la energia favorable y la orientacion adecuada que, como se ve en la Figura 31, es muy
similar a la de los profarmacos I-V, con una distancia aceptable entre el carbonilo (o
sulfonato en el caso de la taurina, grupo funcional que también es sustrato de hCE1) y el
acomodo de la adenosina en la cavidad grande. Estos dos aspectos nos indican que
estos compuestos demostraron ser muy interesantes in silico, al disminuir su afinidad por

la hCE1 y actuar como profarmacos al ser sustrato de hCE1.
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Figura 30. Interacciones de los profarmacos XI—XIV (A—D consecutivamente) con los subsitios
S0 (aminoacidos verdes) y FO (aminoacidos en rojo). La esfera corresponde al cation zinc

Figura 31. Interacciones de los profarmacos Xl (A), XlI (B) y Xl (C) con el sitio catalitico de hCE1.
Los aminoacidos en verde forman la triada catalitica Glu-His-Ser, mientras que los rojos forman
parte de la cavidad grande. Se muestra la distancia entre el carbonilo (o sulfonato) y el zinc.
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8. CONCLUSIONES

Con base a los resultados obtenidos bioldégicamente e in silico, se acepta la hipotesis
establecida al inicio del proyecto: la esterificacion en la posicion 5° de la molécula de

adenosina disminuyd apreciablemente el metabolismo por la adenosina desaminasa.

Se sintetizaron profarmacos mutuos de adenosina empleando como modificadores,
aminoacidos de baja toxicidad y que a su vez pueden contribuir al (los) padecimientos en
los cuales participa la adenosina, como la cirrosis, arritmias 0 modulacién inmunoldgica.
Con respecto a la sintesis, se establecieron las mejores condiciones de acoplamiento y
desproteccién para este sistema y que en un futuro pueden ser de utilidad para la
preparacion de compuestos similares. Como se esperaba, la solubilidad acuosa de los
compuestos finales no se vio afectada por el modificador, propiedad fisicoquimica

indispensable para que un prototipo pueda llegar a tener éxito farmacéutico.

Con base en los estudios de acoplamiento molecular, se concluye que el comportamiento
presentado por los compuestos frente a la adenosina desaminasa es debido a un
alejamiento de la parte reactiva de la adenosina con respecto al zinc y la molécula de
agua en el sitio catalitico. Este incremento en la distancia es ocasionado por un giro del
anillo de purina y las interacciones favorables que el modificador posee en el subsitio FO.
La disminucion en el metabolismo de la adenosina esta intimamente ligada al incremento
del tiempo de vida media del nucledsido en el organismo, por lo que se espera que los
efectos antifibréticos de la adenosina se incrementen apreciablemente. Esto Unicamente
se podra corroborar con modelos de cirrosis en modelos experimentales, en donde se
espera que la actividad de los profarmacos sea mayor al de la adenosina. Por otra parte,
el profarmaco Il, compuesto que presenta el menor metabolismo por la adenosina
desaminasa, logré disminuir hasta en un 100% la toxicidad propia de la adenosina,

posiblemente al disminuirse la afinidad por los receptores de adenosina.

Se anticipa que las moléculas sintetizadas puedan actuar como profarmacos al ser
sustratos de la carboxilesterasa 1, obtenidos en el estudio de acoplamiento molecular,
aunque no se rechaza la posible hidrdlisis por otras enzimas como la acetilcolinesterasa o
carboxilesterasa intestinal, enzimas que también metabolizan una gran cantidad de

xenobidticos sin aparente especificidad.
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De acuerdo con los estudios de acoplamiento molecular, se predice que los compuestos
XI—XIV pueden generar resultados bioldégicos muy interesantes, debido a que la
orientacion, conformaciones y energias de union, muy similares a la de los compuestos
I—V; se anticipa cualitativamente que actuaran como profarmacos al ser sustrato de la
carboxilesterasa humana 1 y disminuiran su metabolismo por adenosina desaminasa.
Estos estudios motivan a la sintesis de dichas moléculas en trabajos posteriores, aunado
a la gran cantidad de trabajos por otros grupos de investigaciéon sobre los efectos

hepatoprotectores de los modificadores que contienen.

Sin embargo, se requieren estudios computacionales adicionales y mas detallados para
identificar los requerimientos estereoelectrénicos de reconocimiento ligando-receptor de la
adenosina desaminasa y en base a ello emplear modificadores que no sdlo tengan
actividad hepatoprotectora per se, sino que ademas minimicen el metabolismo de la
adenosina en un 100%, como es el caso del profarmaco Il que contiene como modificador

a la tioprolina.
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Perspectivas

Lo que se mostro en este trabajo es solamente el inicio de una nueva linea de
investigacion emprendida por nuestro grupo que va a continuarse a lo largo de los
siguientes afnos. En cuanto a este proyecto, queda pendiente la evaluacién biolégica de
los profarmacos sintetizados en un modelo de cirrosis, para demostrar que la disminucién
del metabolismo y la actividad propia del modificador contribuyen a incrementar la
actividad farmacoldgica atribuida a la adenosina. En este rubro, la sintesis de los
profarmacos Xl a XIV es de interés primordial, dado que estas moléculas presentan
modificadores con actividad antioxidante o hepatoprotectora muy importante vy
demostraron en los estudios de acoplamiento molecular caracteristicas similares a los
compuestos V. Los modelos de acoplamiento molecular generados, pueden ayudar al
disefio de moléculas tipo profarmacos que puedan disminuir aun mas el metabolismo por

parte de la adenosina desaminasa.

Debido a las propiedades multifisioldgicas de la adenosina, los profarmacos pueden
probarse en otros estudios biolégicos en donde la adenosina participa directamente y se
encuentre validada por varios autores. Asi mismo, cabe mencionar que el empleo de la
adenosina como modificador de otro tipo de moléculas es una linea a futuro que puede

resultar muy interesante.

Por otra parte, los analogos protegidos en el diol como cetales, se evaluaran como
posibles citotéxicos, resultados que estan en proceso de generarse y da pauta a
investigar si la adenosina puede servir como acarreador de moléculas citotdxicas o

incluso antiparasitarias.
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APENDICE I: Parte experimental

APENDICE I: PARTE EXPERIMENTAL

Informacién general
Los compuestos fueron sintetizados con reactivos de las compaiias de Aldrich® y Fluka ®. Las
masas de las sustancias se determinaron en una balanza analitica Sartorius A210P y en una

balanza granataria E4000.

El avance de las reacciones quimicas realizadas se monitoreo por cromatografia en capa fina (ccf),
empleando placas de vidrio cubiertas de gel de silice y fluoresceina y se visualizaron con lampara
de luz ultravioleta (longitud de onda corta y larga), vapores de yodo y solucion metandlica de

ninhidrina (aminoacidos y productos finales).

Los disolventes se destilaron a presion reducida empleando un evaporador rotatorio Bichi R-114
con bafo de calentamiento B-480 acoplado a una bomba de vacio Vacubrand modelo PC610 con
regulador de vacio integrado CVC-2 y un condensador de eficiencia conectado a un enfriador
Birkman CI-30 o bien con un evaporador rotatorio R-205 con bafio de calentamiento R-490
acoplado a un condensador de dedo frio enfriado por un refrigerante en espiral Birkman modelo

IC30 conectado a una bomba de vacié Blichi V-800 y controlador V-500.

Los equipos utilizados en las técnicas espectroscopicas y espectrométricas pertenecen a la Unidad
de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica, UNAM. La
determinacién de los espectros de RMN-"H y RMN-"*C se realizé en un espectrometro Varian
modelo MRS de 400 MHz y un espectrometro Varian modelo MR de 400 MHz, empleando
disolventes deuterados como cloroformo, acetona, dimetilsulféoxido, metanol y agua deuterada para
el experimento de intercambio de hidrégenos acidos. Se usdé como referencia interna el
tetrametilsilano (TMS) y los desplazamientos quimicos (8) se expresan en ppm. La multiplicidad de
las sefales se denotaron con las siguientes abreviaturas: s para indicar un singulete, sa para sefal
ancha, d para un doblete, t para un triplete, ¢ para un cuarteto, dd para un doble de dobles, m para
sefiales multiples. La espectrometria de masas se llevé a cabo en un equipo JEOL modelo JMS-
SX102A utilizandose la técnica de FAB®. Se empleé la simbologia siguiente: m/z (masa/carga),
M*-(16n molecular), [M+1]" (pico isotépico). Los espectros de Infrarrojo se obtuvieron con un
espectrofotometro FTIR modelo spectrom Rx1 Perkin Elmer y 1605 en pastilla de bromuro de

potasio o pelicula, y las frecuencias de las sefiales se reportan en cm™.
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APENDICE I: Parte experimental

Sistemas cromatograficos empleados en la sintesis de los profarmacos

‘ Sistema Componentes Proporcion
I cloroformo: metanol 9:1
I cloroformo: metanol 8:2
" butanol: acido acético: agua 4:1:1
v acetato de etilo: metanol 9:1
\Y cloroformo: metanol: NH,OH 80:20:1
VI cloroformo: metanol: NH,OH 70:30:1

Metodologia sintética

Sintesis de 27,3 -O-isopropilidenadenosina (1)

NH, NH,

N X
(1)
N N
2,2-Dimetoxipropano

o QH p-TsOH, Acetona

O\\\\“"
T

OH

)]
MM= 267 g/mol MM= 307 g/mol

En un matraz bola de 250 mL equipado con agitacion magnética, se colocaron 3 g (11.23 mmol)
de adenosina y 90 mL acetona anhidra y se dejo en agitacion por 10 minutos. A la suspension
resultante, se agregé una solucién de 2.33 g (13.55 mmol) de acido p-toluensulfénico en 30 mL de
acetona y después 5.6 mL (45.6 mmol) de 2,2-dimetoxipropano. La reaccidon se mantuvo en
atmosfera de nitrégeno agitandose vigorosamente por 72 horas. Al término de este tiempo, la
reaccion se neutralizé con solucién saturada de Na,COg3 y extrajo con cloroformo (3x50 mL). Las
fases organicas se unieron y secaron con sulfato de sodio anhidro y finalmente se filtré al vacio. El
filtrado se evapord a sequedad y resuspendié en éter dietilico, se filtré y se lavd con mas éter. Se
obtuvieron 3.11 g de un sélido blanco en un rendimiento de 89 %, que presenta una Unica mancha
en ccf (Sistema I; Rf de 0.67) y su punto de fusion es 201.5-202.8 °C (reportado 200°C).

IR (KBr) en cm™: 3271.82, 1605.78 (-NH,), 3110.39 (-OH), 2988.33 (C alifatico), 1084.48 (C-O-C).

EMFAB m/z (%ar): 308 (88) [M+1]"; 136 (100) [M-172]"
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RMN-'H (CDCls, 400 MHz, 5 ppm): 1.38 (s, 3H, CH-), 1.65 (s, 3H, CHs-), 3.81 (dd, 1H, HO-CH,-
CH-CH-, J4=12.6 Hz, J,= 2 Hz), 3.98 (dd, 1H, HO-CH,-CH-CH-, J1=12.6 Hz, J,= 1.6 Hz), 4.55 (sa,
1H, HO-CH,-CH-O-), 5,11 (t, 1H, HO-CH,-CHO-CH-, J=6.4 Hz), 5.21 (t, 1H, -N-CHO-CH-, J=5.6
Hz), 5.90 (d, 1H, O-CH-N-, J=4.4 Hz), 6.23 (s, 2H, -NH,), 7.91 (s, 1H, CH- anillo de imidazol), 8.31
(s, 1H, CH- anillo de pirimidina).

Sintesis de N-tertbutoxicarbonil-(S)-prolina (2)

OH

S e
O\( >

(@)
MM= 218 g/mol

MM= 115 g/mol -
‘ d=0.9548 g/mL MM= 215 g/mol

En un matraz bola de 250 mL equipado con agitacién magnética y trampa de gases, se colocaron 3
g (26.05 mmol) de (S)-prolina y 1.09 g (27.25 mmol) de hidroxido de sodio en 65 mL de solucion
tBuOH:H,O (7:3) y se dejé agitar por 10 minutos. A continuacion, se agregaron 6.3 mL (26.35
mmol) de dicarbonato de diterbutilo y se dejé en agitacion por 24 h. Al finalizar este tiempo, se
agregaron 20 mL de agua y se lavd con hexano (3 x 20 mL). La fase acuosa se llevé a pH 3 en frio
con &cido citrico precipitando 4.46 g (Rendimiento de 79.6 %) de un sélido blanco cristalino que
presenta una sola mancha en ccf (Rf de 0.57 sistema lll) y un punto de fusién de 133.2 -134 °C.

EMFAB miz (%ar): 216 (45) [M+1] "
RMN-'H (CDCls, 400 MHz, 5 ppm): 1.43, 1.48 (s,s, 9H, (CH3)sC-), 1.94 (m, 2H, Boc-N-CH,-CH,-

CHy), 2.08 (m, 1H, Boc-N-CH-CH,), 2.27 (m, 1H, Boc-N-CH-CH,), 3.47 (m, 2H, Boc-N-CH,-CH,-
CH,), 4.30 (dd, 1H, Boc-N-CH-CH,, J=40 Hz).
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Sintesis de N-tertbutoxicarbonil-(S)-pirrolidin-2-carboxilato de 2°,3"-O-isopropiliden-
adenosin-5"-ilo (3)

N DCI, 4-DMAP

NH,
N XN

. )\ ° CHCI4
gy 0~ Yo
. P
OH 0 o}
1) ) ®)
MM= 307 g/mol MM= 215 g/mol MM= 504 g/mol

En un matraz bola de 100 mL, equipado con agitacion magnética, se colocaron 1.61 g (5.25 mmol)
de 2°,3"-O-isopropilidenadenosina, 1.24 g (5.78 mmol) de N-tertbutoxicarbonil-(S)-prolina, 1.19 g
(5.78 mmol) de diciclohexilcarbodiimida y 0.12 g (0.98 mmol) de 4-dimetilaminopiridina en 60 mL
de cloroformo. Se agité bajo atmdsfera de nitrogeno por 2.5 h, tiempo después del cual la
agitacion se detuvo y la suspension resultante se filtré para eliminar la diciclohexilurea formada. El
sélido se lavo con 20 mL mas de cloroformo. El filtrado se lavd con 20 mL de solucion saturada de
Na,CO;y posteriormente con otros 20 mL de solucién de acido citrico al 20 %. La fase organica se
seco con sulfato de sodio anhidro y evaporé a sequedad resultando un aceite blanco. Se agregan
40 mL de hexano y agita vigorosamente hasta la formacion de un sélido blanco. Se obtuvo 2.43 g
de sdlido en un rendimiento de 92 % presentando una sola mancha en ccf (Rf de 0.58 Sistema V).
Una muestra se purificd por columna empleando como eluyente CHCI; hasta CHCI;: MeOH (95:5)

resultando en un sélido cristalino blanco con un punto de fusion de 113.1-115.4 °C.
EMFAB m/z (%ar): 505(100) [M+1] ™"

RMN-'H (CDCl;, 400 MHz, 5 ppm): 1.35, 1.39 (s, s, 9H, (CH5)sC-), 1.44 (s, 3H, CHs-), 1.63 (s, 3H,
CHj3-), 1.86 (m, 4H, Boc-N-CH,-CH,-CHy-), 3.42 (m, 2H, Boc-N-CH,-CH,-), 4.29 (m, 1H, Boc-N-CH-
COO0-), 4.45 (m, 2H, -COO-CH,-CH-), 4.50 (m, 1H, -COO-CH,-CH-), 5.06 (m, 1H, -COO-CH,-CH-
CH-), 5.47 (m, 1H, N-CHO-CH-), 5.71 (s, 2H, NH,-), 6.10 (s, 1H, N-CHO-CH-), 7.87 (s, 1H,
Hidrogeno del anillo de pirimidina), 8.35 (s, 1H, hidrégeno del anillo de pirimidina).
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Sintesis de (S)-prirrolidin-2-carboxilato de adenosin-5"-ilo (4)

NH,

TFA

Iz

©) (4)
MM= 504 g/mol MM= 364 g/mol

En un matraz bola de 25 mL equipado con agitacion magnética y trampa anhidra, se colocaron 0.5
g (0.99 mmol) del éster 3 en 1 mL de &cido trifluoroacético (1.04 g, 9.09 mmol) manteniéndose en
agitacion por 72 h. Al término de este tiempo, se evapord a sequedad, neutralizd y purificd por
columna (fase moévil CHCI; a CHCI;: MeOH 9:1), obteniéndose 0.17 g (48 %) de un sdlido amarillo
claro cristalino con un Rf de 0.327 (Sistema VI) revelado con solucién metandlica de ninhidrina. El

sélido resulté ser higroscopico por lo que no se pudo obtener el punto de fusion.

IR (pelicula MeOH) en cm™: 3337.85, 1651.47 (-NH,), 3214.11 (-OH), 2946.23 (C alifatico),
1681.28 (C=0), 1132.91 (C-O-C).

EMFAB m/z (%ar): 365(26) [M+1] "
HR-EMFAB férmula condensada [M+1] "': Cy5H,;O5N.

RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz, 5 ppm): 1.88 (m, 3H, -NH-CH,-CH,-CH-H), 2.22 (m, 1H, -NH-CH,-
CH,-CH-H), 3.19 (m, 2H, -NH-CH,-CH,-CHj), 4.12 (m, 1H, -COO-CH,-CH-CH-), 4.27 (t, 1H, -NH-
CH-COO0-, J= 5.2 Hz), 4.41 (m, 2H, -COO-CH,-CH-CH-), 4.57 (t, 1H, - COO-CH,-CH-CH-, J= 6 Hz),
4.68 (t, 1H, -N-CHO-CH-, J= 5.2 Hz), 5.89 (d, 1H,-N-CHO-CH- J= 5.2 Hz), 7.45 (sa, 2H, NH,-), 8.14

(s, 1H, hidrégeno del anillo de imidazol), 8.34 (s, 1H, hidrégeno del anillo de pirimidina).

RMN-"C (DMSO-d6, 100 MHz, 5 ppm): 23.4 (-NH-CH,-CH,-CH,-), 28.1 (-NH-CH,-CH,-CH,-), 46.0
(-NH-CH,-CH,-CH;-), 59.1 (-NH-CH-COO-), 66.2 (-COO-CH,-CH-CH-), 81.6 (-COO-CH,-CH-CH-),
86.3 (-N-CHO-CH-), 88.3 (-COO-CH,-CH-CH-), 91.2 (-N-CH-O-), 119.6 (Cs anillo de purina), 140.5
(Cs anillo de purina), 149.7 (C4 anillo de purina), 152.7 (C, anillo de purina), 156.2 (Cs anillo de
purina), 169.2 (-COO-).
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Sintesis de (S)-prirrolidin-2-carboxilato de 2°,3"-O-isopropilidenadenosin-5"-ilo (5)

NH2 NH2

Y

o N
o)
T
N
Q
N
Iz

@) (®)
MM= 504 g/mol MM= 404 g/mol

En un matraz bola de 50 mL equipado con agitacién magnética y trampa de gases, se colocaron
0.5 g (0.99 mmol) del compuesto 3 en 20 mL de DCM. La solucion anterior se enfrio a 0 °C con un
bafio de hielo y se agregaron 10 mL de acido trifluoroacético (10.36 g, 90.9 mmol), dejandose en
agitacion vigorosa por 1 hora. Al término de este tiempo, se evapord a sequedad, redisolvid en
acetona y paso sobre una cama de alumina basica. El producto se purific6 por columna fase
normal (CHCI; a CHCI;: MeOH: 95:5), obteniéndose 0.31 g (77 %) de un aceite amarillo claro con
una sola mancha en ccf (Rf de 0.67, Sistema V).

IR (pelicula MeOH) en cm'™: 3380.86, 1204.7 (NH.-), 2954.39 (C alifatico), 1681.6 (C=0), 1137.10
(C-O-C).

EMFAB m/z (%ar): 405(16) [M+1] "
HR-EMFAB composicién elemental [M+1] "': C;sH21OsN.

RMN-'H (Acetona-d6, 400 MHz, 5 ppm): 1.40 (s, 3H, CHy-), 1.56 (s, 3H, CHs-), 1.85 (m, 3H, -NH-
CH,-CH,-CH-H), 2.20 (m, 1H, -NH-CH,-CH,-CH-H,), 3.35 (m, 2H, -NH-CH,-), 4.18 (m, 1H, -NH-CH-
COO0-), 4.28 (m, 1H, -COO-CH,-CH-), 4.38 (m, 1H, -COO-CH,-CH-), 4.43 (m, 1H, -COO-CH,-CH-),
5.14 (ddd, 1H, -COO-CH,-CHO-CH-, J;= 17.1 Hz, J,= 6.2 Hz, J;= 3.6 Hz), 5.54 (ddd, 1H, -N-CHO-
CH-, J:= 16.3 Hz, J,= 6.2 Hz, J;= 2 Hz), 6.23 (sa, 1H, -NH-CH-0-), 6.70 (sa, 2H, NH,-), 8.18 (s,

1H, hidrégeno del anillo de imidazol), 8.21 (s, 1H, hidrogeno del anillo de pirimidina).

RMN-"C (Acetona-d6, 100MHz): 23.9 (-NH-CH,-CH,-), 26.6 (CHs-), 27.5 (CHs-), 30.5 (-NH-CH-
CHy-), 46.1 (-NH-CH_-), 58.9 (-NH-CH-COO-), 64.5 (-COO-CH,-), 81.8 (-COO-CH,-CHO-CH-), 84.0
(-N-CHO-CH-), 84.6 (-COO-CH-0O-), 90.1 (-N-CH-O-), 113.3 ((CH3),-C-), 113.8 (Cs del anillo de
purina), 139.8 (Cg del anillo de purina), 152.5 (C, del anillo de purina), 152.8 (C, del anillo de
purina), 156.4 (Cg del anillo de purina), 172.6 (-COO-).
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Sintesis de acido N-tertbutoxicabonil-(R)-tiazolidin-4-carboxilico (6)

S
4 OH
S 0 o N
4 OH j\ )J\ )J\ )< NaOH )\ o
+ —_—
M o o) 0 H,0, tBUOH 0 0
" K

MM= 218 g/mol ©)

MM= 133 g/mol d= 0.9548 g/mL MM= 233 g/mol

En un matraz bola de 100 mL, se agité por diez minutos una solucién de 3 g (22.55 mmol) de
acido (R)-tiazolidin-4-carboxilico con 0.96 g de NaOH (24 mmol) en 56.5 mL de mezcla
tBUOH:H,O (7:3). Al termino de este tiempo, se agregaron 5.5 mL (24.06 mmol) de dicarbonato de
diterbutilo y dejoé en agitacion por 20 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, la solucion se
lavé con hexano (4 x 20 mL) y se colocd en bafo de hielo y llevé a pH 3 con &cido citrico,
precipitando un sélido blanco cristalino (5.09 g) en un rendimiento de 97 % y presentd una Unica
mancha en ccf (Rf de 0.745 en Sistema Ill revelado con solucién metandlica de ninhidrina). El
punto de fusion es de 132.1-133.4 °C.

EMFAB miz (%ar): 234(30) [M+1]""
RMN-"H (CDCls, 400 MHz, 5 ppm): 1.49 (s, 9H, (CH3):C-), 3.29 (s, 2H, -S-CH,-CH-), 4.55 (dd, 2H,

-S-CH,-N-BOC, J4= 52 Hz, J,= 28 Hz), 4.80 (d, 1H, Boc-N-CH-COOH, J= 68 Hz), 8.71 (s, 1H,
-COOH).
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Sintesis de N-tertbutoxicarbonil-(R)-tiazolidin-4-carboxilato de 2°,3°-0-

isopropilidenadenosin-5"-ilo (7)

NH, NH,

N X

(1) 7
OH
N P a
. N DCI, 4-DMAP
)\ 0 CHClj
) (0]
(S /r— )< /%
o
6N (6) O
MM= 307 g/mol MM= 233 g/mol MM= 522 g/mol

En un matraz bola de 100 mL equipado con agitacion magnética, se colocaron 1 g (4.3 mmol) del
compuesto 6, 1.20 g (3.9 mmol) de 2,3 -O-isopropilidenadenosina, 0.89 g (4.3 mmol) de
diciclohexilcarbodiimida y 0.14 g de 4-dimetilaminopiridina (1.15 mmol) en 40 mL de CHCI;. La
mezcla de reaccion se dejo en agitacion por 3.3 h en atmdsfera de nitrégeno, monitoreandose por
ccf. Después del consumo total de la materia prima, la suspension resultante se filtr6 al vacio y lavé
con agua carbonatada (20 mL). La fase organica se lavd con solucion de acido citrico al 20 %,
seco con sulfato de sodio anhidro y se evapord a presion reducida en un rotaevaporador. El aceite
resultante se purificd por cromatografia en columna (CHCI3;: MeOH, 98:2) resultando en un sélido
color blanco. Se obtuvieron 1.57 g (77 % de rendimiento) con una sola mancha en ccf (Rf de 0.6 en
Sistema Il) y un punto de fusion de 107.8-109.1 °C.

EMFAB miz (%ar): 523 (32) [M+1] "

RMN-"H (Acetona-d6, 400 MHz, 8 ppm): 1.33, 1.42 (sa, sa, 3H, 6H, ((CHs)s-C), 1.36 (s, 3H, CHa-),
1.57 (s, 3H, CHs-), 3.18 (sa, 2H, -S-CH,-CH), 4.36 (m, 3H, -NH-HCH-S- y —COO-CH,-CH-), 4.42
(m, 1H, -COO-CH,-CH-CH-), 4.55 (d, 1H, -NH-HCH-S-, J= 8.8 Hz), 4.73 (sa, 1H, -S-CH,-CH-COO-
), 5.17 (sa, 1H, -COO-CH,-CH-CH-), 5.55 (sa, 1H, -N-CHO-CH-), 6.23 (d, 1H, -N-CH-O-, J= 2 Hz),
6.71 (sa, 2H, -NH,), 8.22 (s, 1H, hidrogeno del anillo de imidazol), 8.19 (s, 1H, hidrégeno del anillo

de pirimidina).
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Sintesis de (R)-tiazolidin-4-carboxilato de adenosin-5"-ilo (8)

NH; NH,

TFA <
O

Q] ®)

MM= 522 g/mol MM= 382 g/mol

En un matraz bola de 25 mL equipado con agitacion magnética, se colocoé 1 g del éster 7 (1.91
mmol) y se agregaron 2 mL de acido trifluoroacético (TFA). La reaccién se dejé en agitacion con
atmosfera de nitrégeno por 3 dias monitoreandose por ccf. Terminado este tiempo, se neutralizé
con trietilamina y lavé con cloroformo (3x20 mL). La fase acuosa se evaporé al vacio y obtuvo un
aceite color café que se purificé por cromatografia columna (CHCI; a CHCI;: MeOH; 9:1)
obteniéndose 0.54 g de un polvo café con un 74 % de rendimiento (Rf de 0.38 Sistema V). El

compuesto obtenido resulté ser higroscopico por lo que no se pudo determinar el punto de fusion.

IR (pelicula MeOH) en cm™: 3199.75, 1194.02 (-NH,), 3071.48 (-OH), 2897.29 (C alifatico),
1672.69 (C=0), 1129.00 (C-O-C).

EMFAB m/z (%ar): 383 (6) [M+1] "

RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz, 8 ppm): 2.89 (dd, 1H, -S-CH,-CH-, J;= 10.4 Hz, J,= 6.8 Hz), 3.16
(dd, 1H, -S-CH,-CH-, J;= 10.4 HZ, J,= 7.2 Hz), 4.01 (t, 1H, -S-CH,-CH-, J= 7.2 Hz), 4.10 (d, 1H,
-NH-CH,-S-, J= 9.2 Hz), 4.30 (d, 1H, -NH-CH,-S-, J= 9.2 Hz), 4.30 (m, 1H, -COO-CH,-CH-), 4.42
(dd, 1H, -COO-CH,-CH-, J1= 12 Hz, J,=4.8 Hz), 4.49 (dd, 1H, -COO-CH,-CH-O-, J:= 12 Hz, J,=4
Hz), 4.57 (t, 1H, -COO-CH,-CHO-CH-, J= 5.2 Hz), 4.93 (t, 1H, -N-CHO-CH-, J= 5.2 Hz), 5.62 (s,
1H, -NH-), 5.86 (s, 2H, -NH,), 6.06 (d, 1H, -N-CHO-CH-, J= 4.8 Hz), 8.21 (s, 1H, hidrégeno del
anillo de imidazol), 8.25 (s, 1H, hidrégeno del anillo de pirimidina).

RMN-"C (DMS0-d6, 100 MHz, 5 ppm): 41.3 (-S-CH,-CH-), 59.2 (-NH-CH,-S-), 69.5 (-COO-CH,-),
70.4 (-S-CH,-CH-), 76.0 (-COO-CH,-CH-CH-), 78.8 (-N-CHO-CH-), 87.1 (-COO-CH,-CH-), 94.0
(-N-CH-0), 118.2 (Cs anillo de Purina), 145.1 (Cg anillo de Purina), 154.9 (C,4 anillo de Purina),
157.8 (C; anillo de Purina), 161.3 (Cg anillo de Purina), 176.2 (-COO-).
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Sintesis de (R)-tiazolidin-4-carboxilato de 2°,3"-O-isopropilidenadenosin-5-ilo (9)

NH, NH,

@ 9)
MM= 522 g/mol MM= 422 g/mol

En un matraz bola de 50 mL equipado con agitacién magnética y trampa de gases, se colocaron
0.5 g (0.957 mmol) del compuesto 7 en 20 mL de DCM. La solucion anterior se enfrid a 0 °C con
un bafio de hielo y se agregaron 10 mL de acido trifluoroacético (10.36 g, 90.9 mmol), dejandose
en agitacion vigorosa por 1 hora. Al término de este tiempo, se evaporé a sequedad, redisolvio en
acetona y paso6 sobre una cama de alumina basica. El producto no se pudo purificar debido a su
inestabilidad quimica. Se obtuvieron 0.18 g de un aceite café (45 %) y Rf de 0.516 (Sistema V).

Sintesis de N-tertbutoxicabonilglicina (10)

RSy P

H2N H,0, tBuOH

o (0]

(10)
MM= 218 g/mol
MM= 75 g/mol. d=0.9548 g/mL MM= 175 g/mol

En un matraz bola de 200 mL equipado con agitacion magnética y trampa de gases, se agité por
diez minutos una solucién de 3 g (40 mmol) de glicina con 2.08 g de NaOH (52 mmol) en 100 mL
de mezcla t-BuOH:H,O (7:3). Al termino de este tiempo, se agregaron 12 mL (52.5 mmol) de
dicarbonato de diterbutilo y dejé en agitacion por 22 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, la solucion se lavo con hexano (4 x 20 mL) y la fase acuosa se coloco en bafio de
hielo y llevdé a pH 3 con acido citrico, precipitando un soélido blanco cristalino (5.11 g) en un
rendimiento de 73 % y no presentd mancha correspondiente a materia prima en ccf (Sistema lll,
revelado con solucion metandlica de ninhidrina). El punto de fusién es de 75.9-76.5 °C (reportado
76-78 °C).

EMFAB m/z (%ar): 176 (47) [M+1]"".
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RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz, 5 ppm): 1.46 (s, 9H, (CH3)sC-), 3.93 (d, 2H, -CH,-COOH, J= 30.4
Hz), 5.30 (s, 1H, Boc-NH-), 11.37 (s, 1H, -COOH).

Sintesis de N-tertbutoxicarbonilglicinato de 2°,3"-O-isopropilidenadenosin-5"-ilo (11)

DCI,4-DMAP /%
—_—
CHCl, o]

) (10) (11)
MM= 307 g/mol MM= 175 g/mol MM= 464 g/mol

En un matraz bola de 100 mL equipado con agitacion magnética y atmésfera de nitrégeno, se
colocaron 1 g (3.257 mmol) de 2°,3"-O-isopropilidenadenosina, 0.71 g (4.06 mmol) de Boc-glicina,
0.87 g (4.22 mmol) de diciclohexilurea y 0.11 g (0.90 mmol) de 4-dimetilaminopiridina en 50 mL de
cloroformo. La reaccién se dejo en agitacién por 2 h y posteriormente se filtrd al vacio. El sélido se
lavd con mas cloroformo vy el filtrado se lavé con 20 mL de agua carbonatada y posteriormente con
20 mL de solucion de acido citrico al 20 %. La fase organica se secé con sulfato de sodio anhidro
y posteriormente evaporé a sequedad hasta la formacion de un aceite blanco. Dicho aceite se agité
vigorosamente en 50 mL de hexano por 2 dias, precipitando un sdlido fino blanco (1.32 g) en un
rendimiento de 87 % con un punto de fusién de 110.3-112.1 °C con una Unica mancha en ccf (Rf
de 0.56 en el Sistema V).

EMFAB miz (%ar): 465 (44) [M+1] "

RMN-'H (CDCls, 400 MHz, 3 ppm): 1.41 (s, 3H, CHs-), 1.43 (s, 9H, (CH3);C-), 1.62 (s, 3H, CHs-),
3.36 (d, 2H, Boc-NH-CH,-, J= 6 Hz), 4.28 (dd, 1H, -COO-CH,-, J+= 11.8 Hz, J,= 6.4 Hz), 4.37 (dd,
1H, -COO-CH,-, J1= 11.6 Hz, J,= 4.8), 4.46 (m, 1H, -COO-CH,-CH-0O-), 5.10 (dd, 1H, -COO-CH,-
CHO-CH-, J;= 6, Jo= 3.6), 5.16 (s, 1H, Boc-NH-), 5.50 (dd, 1H, -N-CHO- CH-, J,=6.4 Hz J,= 1.6
Hz), 6.02 (s, 2H, -NH,), 6.10 (d, 1H, -N-CHO-CH-), 7.89 (s, 1H, hidrégeno del anillo de imidazol),
8.34 (s, 1H, hidrégeno del anillo de pirimidina).
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Sintesis de glicinato de adenosin-5"-ilo (12)

NH, NH,

/) N
(AL

o TFA

o=\

...u,”O

%
(0]

(0]
N
HA‘(
o

(11) (12)
MM= 464 g/mol MM= 324 g/mol

En un matraz bola de 100 mL equipado con agitacion magnética y trampa de gases, se agregaron
0.95 g (2.05 mmol) del éster (11) y 1.5 mL de acido trifluoroacético. La reaccion se dejo en
agitacion vigorosa por 3 d, monitoreandose constantemente por ccf. Finalizado este tiempo, se
evapord a sequedad, neutralizé y purificd por columna (fase mévil CHCIl; a CHCI3;: MeOH 9:1),
obteniéndose 0.33 g (49 %) de un aceite amarillo claro con un Rf de 0.154 (Sistema VI) revelado

con solucion metandlica de ninhidrina.

IR (pelicula MeOH) en cm™: 3324.08, 1206.04 (-NH.), 3155.14 (-OH), 2932.04 (C alifatico),
1668.56 (C=0), 1134.80 (C-O-C).

EMFAB m/z (%ar): 325 (64) [M+1]".
HR-EMFAB composicién elemental [M+1] "': C;,H;05N.

RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz, 8 ppm): 3.63 (s, 2H, NH,-CH,-), 416 (dd, 1H, -COO-CH,-CH-, J;=
11.6 Hz, J,= 6.4 Hz), 4.25 (dd, 1H, -COO-CH,-CH-, J:= 11.8 Hz, J,= 4.8 Hz), 4.319 (m, 1H, -COO-
CH,-CH-), 5.02 (dd, -COO-CH,-CH-CH-, J1= 6 Hz, J,= 3.2 Hz), 5.42 (dd, -N-CHO-CH-, J:= 6.2 Hz,
Jo,= 2.8 Hz), 6.16 (d, -N-CH-O-, J= 2.4 Hz), 7.16 (sa, 1H, NH,-CH,-), 7.31 (sa, 2H, NHy- purina),
8.14 (s, 1H, hidrégeno del anillo de imidazol), 8.28 (s, 1H, hidrégeno del anillo de pirimidina).

RMN-"°C (DMSO-d6, 100 MHz, 5 ppm): 42.2 (NH,-CH,-), 64.5 (-COO-CH,-), 81.1 (-COO-CH,-

CH-), 83.5 (-N-CHO-CH-), 83.9 (-COO-CH,-CH-), 89.4 (-N-CH-0O), 119.5 (Cs anillo purina), 140.2
(Cg purina), 149.2 (C, purina), 153.2 (C, purina), 156.6 (Cg purina), 170.6 (-COO-).
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Sintesis de glicinato de 2°,3"-O-isopropilidenadenosin-5"-ilo (13)

NH, NH>

andia
AL

o TFA

oy
‘0 CH,Cl,

(11) (13)

W

MM= 464 g/mol MM= 364 g/mol

En un matraz bola de 50 mL equipado con agitacion magnética y trampa de gases, se coloc6 0.5 g
(1.08 mmol) del compuesto (11) en 20 mL de DCM. La solucién anterior se enfrio a 0 °C con un
bafio de hielo y se agregaron 10 mL de acido trifluoroacético (10.36 g, 90.9 mmol), dejandose en
agitacion vigorosa por 1 hora. Al término de este tiempo, se evapord a sequedad, redisolvié en
acetona y paso sobre una cama de alumina basica. El producto se purificd por columna fase
normal (CHCI; a CHCI3: MeOH: 95:5), obteniéndose 0.20 g (50 %) de un aceite amarillo claro con
una sola mancha en ccf (Rf de 0.538, Sistema V).

IR (pelicula MeOH) en cm™: 3353.80, 1204.08 (-NH,), 2992.99 (C alifatico), 1678.53 (C=0),
1135.08 (C-O-C).

EMFAB m/z (%ar): 365 (34) [M+1]".
HR-EMFAB composicién elemental [M+1] ": C;sH»1OsN.

RMN-'H (DMSO-d6, 400 MHz, 5 ppm): 1.36 (s,3H , CHs-), 1.57 (s, 3H, CHs-), 3.81 (s, 2H, NH,-
CH,-COO0-), 4.29 (dd, 1H, -COO-CH,-CH-, J1= 11.6 Hz, J,= 5.6 Hz), 4.38 (dd, 1H, -COO-CH,-CH-,
Ji= 11.6 Hz, J,= 4.8 Hz), 4.42 (m, 1H, -COO-CH,-CH-), 5.14 (dd, 1H, -COO-CH,-CH-CH-, J.= 6.4
Hz, J,= 3.2 Hz), 5.54 (dd, 1H, -N-CHO-CH-, J1= 6.4 Hz, J,= 2.4 Hz), 6.22 (d, 1H, -N-CH-O-, J= 2.4
Hz), 6.29 (sa, 1H, NH,-CH,-), 6.68 (sa, 2H, NH- purina), 8.20 (s, 1H, hidrégeno del anillo de
imidazol), 8.22 (2, 1H, hidrégeno del anillo de pirimidina).

RMN-">C (DMSO-d6, 100 MHz, & ppm): 24.7 (CHs-), 26.6 (CHs-), 41.9 (NH,-CH,-COO-), 64.2
(-COO-CHj-), 81.6 (-COO-CH,-CH-CH-), 83.8 (-N-CHO-CH-), 84.3 (-COO-CH,-CH-CH-), 90.0 (-N-
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CH-0), 113.8 ((CH3),-C-), 119.9 (Cs anillo purina), 140.0 (Cg purina), 149.3 (C, anillo purina), 152.9
(C, anillo Purina), 156.3 (Cs anillo Purina), 170.0 (-COO-).

Sintesis de acido N-tertbutoxicarbonil-3-aminopropanoico (14)

0 (0] O (0] 0]
/\)J\ " >I\ )J\ )J\ )< NaoH >I\ )J\ /\)J\
H,N OH o~ ~o” o H,0, tBUOH o” N OH

(14)

MM= 89 g/mol. MMS deaermol MM= 189 g/mol

En un matraz bola de 250 mL equipado con agitacién magnética y trampa de gases, se colocaron
3.09 g (34.7 mmol) de acido 3-aminopropanoico y 1.5 g (37.5 mmol) de hidréxido de sodioen 83
mL de t-BuOH:H,O (7:3) y se dejoé agitando por 10 minutos. A continuacion, se agregaron 9 mL
(37.69 mmol) de dicarbonato de diterbutilo y se dejé en agitacién a temperatura ambiente por 24 h.
Al finalizar este tiempo, se lavé con hexano (3 x 20 mL). La fase acuosa se llevé a pH 3 en frio con
acido citrico precipitando 5.71 g (Rendimiento de 87 %) de un sélido blanco cristalino que no
presenta mancha en ccf de materia prima. El punto de fusion es de 77.9-78.7 °C (76-78
reportado).

EMFAB miz (%ar): 190(45) [M+1]""

RMN-"H (CDCls, 400 MHz, 5 ppm): 1.44 (s, 9H, (CHs)s-C-), 2.58 (sa, 3H, Boc-CH,-CH,-), 3.41 (sa,
3H, Boc-CH,-CH,-), 5.16 (s, 1H, Boc-NH-).
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Sintesis de N-tertbutiloxicarbonil-3-aminopropanoato de 2°,3"-O-isopropilidenadenosin-5"-ilo
(15)

Ij ) ¢ 1 J

o
. >L J L poiwdwe o
gy 0" N o — e

H CHCl, S § o] ”
’/o/’* \\g \/\‘O( o

1) (14) (15g
MM= 307 g/mol MM= 189 g/mol MM= 478 g/mol

OH

En un matraz bola de 100 mL equipado con agitacion magnética y atmésfera de nitrégeno, se
colocaron 1 g (3.26 mmol) de 2°,3"-O-isopropilidenadenosina, 0.73 g (3.86 mmol) de acido N-Boc-
3-aminopropanoico, 0.8 g de diciclohexilcarbodiimida (3.88 mmol) y 0.12 g (0.98 mmol) de 4-
dimetilaminopiridina en 60 mL de cloroformo. Transcurridas 2.5 h de reaccién, se filtrd la reaccion
con vacio y el filtrado se lavé con 20 mL de agua carbonatada y después con 20 mL de acido
citrico al 20 %. La fase organica se seco con sulfato de sodio anhidro y evaporé a sequedad. El
residuo se agité vigorosamente en 50 mL de hexano por 24 h, formandose 1.35 g (86 %) de un
s6lido amarillo claro con Rf de 0.49 (Sistema IV) Una parte se purificd por cromatografia en
columna fase normal empleando como eluyente CHCI;: MeOH (95:5) generando una aceite
blanco.

EMFAB miz (%ar): 479(16) [M+1]""

RMN-'H (CDCls, 400 MHz, § ppm): 1.41 (s, 3 H, CHy-), 1.43 (s, 9 H, (CH3)sC-), 1.62 (s, 3H, CHa-),
2.48 (t, 2H,-CH,-CH,-CO0-), 3.36 (t, 2H, Boc-NH-CHy-), 4.28 (dd, 1H, -COO-CHy-, J;= 11.8 Hz, J,=
6.4 Hz) , 4.37 (dd, 1H, -COO-CHy-, J;= 11.6 Hz, J,= 4.8 Hz), 4.47 (m, 1H, -COO-CH,-CH-0-), 5.10
(dd, 1H, -COO-CH,-CHO-CH-, J:= 6 Hz, J,= 3.6 Hz), 5.16 (s, 1H, Boc-NH-), 5.50 (dd, 1H, N-CHO-
CH-, J1= 6.4 Hz, J2= 1.6 Hz), 6.02 (s, 2H, NH,-), 6.1 (d, 1H, N-CH-O-, J= 2 Hz), 7.89 (s, 1H,

hidrégeno del anillo de imidazol), 8.34 (s, 1H, hidrégeno del anillo de pirimidina).
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Sintesis de 3-aminopropanoato de adenosin-5"-ilo (16)

NH; NH,

TFA

(15) (16)
MM= 478 g/mol MM= 338 g/mol

En un matraz bola de 100 mL provisto con agitacion magnética y trampa anhidra, se colocaron 1 g
(2.09 mmol) del éster 15y 2 mL de &cido trifluoroacético. La reaccion se dejé en agitacion vigorosa
por 3 d, monitoreandose constantemente por ccf. Finalizado este tiempo, se evapord a sequedad,
neutralizé y purificé por columna (fase mévil CHCIl; a CHCI;: MeOH 9:1), obteniéndose 0.35 g
(50 %) de un aceite blanco con un Rf de 0.38 (Sistema VI) revelado con solucion metandlica de

ninhidrina.

IR (pelicula MeOH) en cm™: 3339.25, 1203.03 (-NH,), 3199.06 (-OH), 1677.85 (C=0), 1132.67
(C-O-C).

EMFAB m/z (%ar): 339(40) [M+1] "
HR-EMFAB férmula condensada [M+1]"': C43H1505N.

RMN-"H (DMSO0-D6, 400 MHz, 5 ppm): 2.48 (t, 2H, -CH,-COO-, J= 2.8 Hz), 3.30 (m, 2H, NH,-CH,-
CH,-), 4.24 (dd, 1H, -COO-CH,-CH-, J:= 11.8 Hz, J,= 6.4 Hz), 4.32 (dd, 1H, -COO-CH,-CH-, J;=
11.6 Hz, J,= 4.8 Hz), 4.42 (m, 1H, -COO-CH,-CH-CH-), 5.17 (dd, -COO-CH,-CH-CH-, J;=6.2 Hz,
J,=3.6), 5.56 (dd, 1H, -N-CHO-CH-, J:= 6.4 Hz, J,=2.4 Hz), 6.22 (d, 1H, -N-CH-O-, J= 2Hz), 6.71
(sa, 2H, NH,-C=N- ), 8.19 (s, 1H, hidrégeno del anillo de imidazol), 8.22 (s, 1H, hidrégeno del anillo

de pirimidina).

RMN-">C (DMSO-D6, 100 MHz, 8 ppm): 34.3 (NH,-CH,-CH,-), 36.2 (NH,-_CH,-CH,-), 63.8 (-COO-
CH,-), 81.7 (-COO-CH,-CH-CH-), 83.9 (-N-CHO-CH-), 84.4 (-COO-CH,-CH-), 90.2 (-N-CH-O-),
113.8 (Cs anillo purina), 140.0 (Csg anillo purina), 149.3 (C,4 anillo purina), 152.9 (C, anillo purina),
156.4 (Cs anillo purina), 171.0 (-COO-).
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Sintesis de 3-aminopropanoato de 2°,3"-O-isopropilidenadenosin-5"-ilo (17)

NH, NH,
N
|

2R
(AL

TFA
CH,CI ?
2v12
O
HoN 0
\/\‘( o
O
(15) 17)
MM= 478 g/mol MM= 378 g/mol

En un matraz bola de 50 mL equipado con agitacion magnética y trampa de gases, se colocaron
1.34 g (2.80 mmol) del compuesto 15 disueltos en 30 mL de DCM y se dejé agitando a 0°C por 10
minutos. A continuacién, se agregaron 15 mL de acido trifluoroacético y dejoé en agitacion por 1
hora. Transcurrido este tiempo, la soluciéon se evaporé a sequedad y pasd sobre una cama de
alumina basica. El producto se purificdé por columna empleando CHCI; a CHCI3;: MeOH: (95:5)
como eluyente y se obtuvo 0.82 g (77 % de rendimiento) de un aceite blanco con Rf de 0.433
(Sistema V).

IR (pelicula MeOH) en cm™: 3431.76, 1207.65 (-NH,), 1684.68 (C=0), 1136.62 (C-O-C).

EMFAB m/z (%ar): 379 (26) [M+1]".
HR-EMFAB férmula condensada [M+1]"': C4gH,305NG.

RMN-'H (Acetona-D6, 400 MHz, 5 ppm): 1.80 (s, 3H, CHs-), 2.00 (s, 3H, CHs-), 2.51 (2H, -CH,-
COO0-), 3.33 (t, 2H, NH,-CH,-CH,-, J= 6.8 Hz), 4.74 (dd, 1H, -COO-CH,-, J4= 11.8 Hz, J,= 6 Hz),
4.81 (dd, 1H, -COO-CH,-, Js= 11.4 Hz, J,= 4.4 Hz), 4.89 (m, 1H, -COO-CH,-CH-), 5.60 (dd, 1H,
-COO0O-CH,-CH-CH-, J4= 6 Hz, J,= 3.2 Hz), 5.97 (dd, 1H, N-CHO-CH-, J,= 5.6 Hz, J,= 2.4 Hz), 6.68
(d, 1H, -N-CH-O, J= 2.4 Hz), 6.73 (sa, 2H, NH,-), 8.72 (s,1H, hidrégeno del anillo de imidazol), 8.76
(s, 1H, hidrégeno del anillo de pirimidina).

RMN-"C (Acetona-D6, 100 MHz, 8 ppm): 24.6 (CHs-), 26.5 (CHs-), 30.1 (CH,-COO-), 31.0 (NH,-
CH,-CH,-), 64.3 (-COO-CH,-), 81.5 (-COO-CH,-CH-CH-), 84.1 (N-CHO-CH-), 84.4 (-COO-CH,-
CH-), 90.2 (N-CH-O), 113.9 ((CH3).C-), 115.7 (Cs anillo de Purina), 140.6 (Cg anillo de Purina),
149.1 (C4 anillo de Purina), 151.6 (C, anillo de Purina), 155.4 (Cs anillo de Purina), 170.5 (-COO-).
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Sintesis de N-tertbutiloxicarbonil-(S)-alanina (18)
(@)
NaOH
OH
H O, tBuOH (@) N
H
0]

(18)
MM= 218 g/mol
MM= 89 g/mol. d= 0.9548 g/mL MM= 189 g/mol

En un matraz bola de 100 mL equipado con agitacion magnética y trampa de gases, se agitdé por
diez minutos una solucién de 3 g (33.7 mmol) de (S)-alanina con 1.36 g de NaOH (34 mmol) en 60
mL de mezcla t-BuOH:H,O (7:3). Al termino de este tiempo, se agregaron 8.3 mL (34.75 mmol) de
dicarbonato de diterbutilo y dejo en agitacion por 22 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, la solucién se lavé con hexano (4 x 20 mL) y la fase acuosa se colocd en bafo de
hielo y llevé a pH 3 con acido citrico, precipitando un soélido blanco cristalino (5.35 g) en un
rendimiento de 84 % y presentd una unica mancha en ccf (Rf de 0.82, Sistema lll, revelado con

solucién metandlica de ninhidrina). El punto de fusién fue de 83.1-83.5 °C.
EMFAB m/z (%ar): 190(38) [M+1] ™"

RMN-'H (CDCl;, 400 MHz, 5 ppm): 1.4 (d, 3H, CH3-CH-, J= 8.4 Hz), 1.45 (s, 9H, (CH3)sC-), 4.26
(d, 1H, CH3-CH-, J= 70 Hz), 5.1 (sa, 1H, Boc-NH-), 6.71 (sa, 1H, -COOH).
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Sintesis de N-tertbutiloxicarbonil-(S)-alaninato de 2°-3’-O-isopropilidenadenosin-5"-ilo (19)

NH; NH,

N X
I ]

N N

DCCI, 4-DMAP o
_— (o] ""///O
CHCl; )< o )\(oJ\J.>
o~ N o
H 0
1) (18) (19)
MM= 307 g/mol MM= 189 g/mol MM= 478 g/mol

En un matraz bola de 100 mL equipado con agitacion magnética, se colocaron 1 g (3.26 mmol) de
2°,3’-O-isopropilidenadenosina, 0.8 g (4.23 mmol) de Boc-(S)-alanina, 0.87 g (4.22 mmol) de
diciclohexilurea y 0.12 g de 4-dimetilaminopiridina (0.98 mmol) en 50 de CHCI;. La reaccion se
agitd en atmdadsfera de nitrégeno por 2.5 horas monitoreandose con ccf. Después del consumo total
de la materia prima, la reaccion se lavo con 20 mL de solucion saturada de carbonato de sodio y
después con 20 mL de acido citrico al 20 %. La fase acuosa secé con sulfato de sodio anhidro y se
evapord a presion reducida hasta la obtencién de un aceite blanco. Dicho aceite se mantuvo en
agitacion vigorosa con 30 mL de hexano precipitando un polvo fino blanco. Se purificd por columna
abierta (CHCI; a CHCI;: MeOH 98:2) y se obtuvieron 1.17 g de sdlido blanco en un 75 % de
rendimiento presentando una Unica mancha en ccf (Rf de 0.51 en el Sistema |IV) con un punto de
fusion de 86.5-88.8 °C.

EMFAB miz (%ar): 479(62) [M+1]""

RMN-"H (CDCls, 400 MHz, 8 ppm): 1.33 (d, 3H, CH3-CH-, J= 7.2 Hz), 1.40 (s, 3H, CHa-), 1.42 (s,
9H, (CHs);C-), 1.62 (s, 3H, CH3-), 3.48 (m, 1H, CH3-CH-), 4.36 (dd, 1H, -COO-CH,-CH-0O-, J:= 11.6
Hz, J,= 6 Hz), 4.4 dd, 1H, -COO-CH,-CH-O-, J:= 11.6 Hz, J,= 4.4 Hz), 4.47 (m, 1H, -COO-CH,-CH-
O-), 5.07 (dd, 1H, -COO-CH,-CHO-CH-, J1= 6.4 Hz, J,=3.2 Hz), 5.22 (sa, 1H, Boc-NH-), 5.52 (dd,
1H, -N-CHO-CH-, J4= 6.4 Hz, J,=4 Hz), 5.81 (s, 2H, -NH,), 6.07 (d, 1H, -N-CH-O, J= 2Hz), 7.89 (s,
1H, hidrégeno del anillo de imidazol), 8.36 (s, 1H, hidrogeno del anillo de pirimidina).
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APENDICE I: Parte experimental

Sintesis de (S)-alaninato de adenosin-5"-ilo (20)

NH; NH,

SN

P

¢
N N
0
o\ 1 . TFA o
)< )X\ © (7 ° >
o N o HoN OH
o

(0]
(19) (20)
MM= 478 g/mol MM= 338 g/mol

En un matraz bola equipado con agitacion magnética y trampa de gases, se colocaron 1 g (2.09
mmol) del éster 19 y 4 mL de acido trifluoroacético y dejé en agitacién por 4 d. Al término de este
lapso, se evapord a sequedad y neutralizé con DIPEA. La purificacién se realizé6 por medio de
columna empleando como eluyente CHCI; hasta CHCI;: MeOH (9:1). Se obtuvieron 0.36 g de un
polvo amarillo claro cristalino que después de un tiempo se convertia en un aceite amarillo. El
rendimiento fue 50 % (Rf de 0.33 en Sistema VI).

IR (pelicula MeOH) en cm™: 3095.97 (-NH,, -OH), 1201.83 (-NH,), 1676.80 (C=0), 1134.99
(C-O-C).

EMFAB m/z (%ar): 339(40) [M+1] "
HR-EMFAB composicién elemental [M+1] "': C;3H90sN.

RMN-'H (DMSO-D6, 400 MHz, 5 ppm): 1.26 (d, 3H, CHy-CH-, J= 13.6 Hz), 3.17 (m, 1H, CH3-CH-),
4.14 (m, 1H, -COO-CH,-CH-), 4.28 (t, 1H, -COO-CH,-CH-CH-, J= 5.2 Hz), 4.38 (dd, 1H, -COO-
CH,-CH-, J;= 12 Hz, J,= 6.4 Hz), 4.47 (dd, 1H,-COO-CH,-CH-, J;= 11.8 Hz, J,= 3.6 Hz), 4.68 (t,
1H, - N-CHO-CH-, J= 5.2 Hz), 5.93 (d, 1H, -N-CH-O-, J= 4.8 Hz), 7.88 (sa, 2H, -NH,), 8.25 (s, 1H,

hidrégeno del anillo de imidazol), 8.43 (s, 1H, hidrégeno del anillo de pirimidina).

RMN-">C (DMS0-D6, 100 MHz, 8 ppm): 17.1 (CHs-CH-), 31.1 (CH5-CH-), 65.9 (-COO-CH,-), 70.6
(-COO-CH,-CH-CH-), 73.2 (-N-CHO-CH-), 81.9 (-COO-CH,-CH-), 88.3 (-N-CH-O-), 119.5 (Cs anillo
purina), 141.5 (Cg anillo purina), 149.5 (C4 anillo purina), 151.2 (C, anillo purina), 155.1 (Cs anillo
purina), 168.0 (-COO-).
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APENDICE I: Parte experimental

Sintesis de (S)-alaninato de 2°-3"-O-isopropilidenadenosin-5"-ilo (21)

NH; NH,

N AN N x
N

<1 T )

N N N N

(0] 6 TFA %)
(0) H © HoN ///O
e} ¢}
(19) (21)
MM= 478 g/mol MM= 378 g/mol

En un matraz bola de 25 mL equipado con agitacion magnética y trampa de gases, se colocaron
1 g (2.09 mmol) del éster 19 disueltos en 30 mL de CH,CI, y dejoé en agitacién por 10 minutos a
0°C. Se agregaron posteriormente 15 mL de acido trifluoroacético y deja en agitacién por 1 h. La
solucion se evaporo a sequedad resultando un aceite amarillo. El producto se purificd por columna
fase normal (CHCI; a CHCI3:MeOH 95:5) obteniéndose 0.57 g de un polvo amarillo claro (73 % de
rendimiento) Rf de 0.64 (Sistema V). No se pudo obtener el punto de fusion dadas las

caracteristicas higroscopicas del compuesto.

IR (pelicula MeOH) en cm™: 3316.48, 1202.39 (-NH,), 2931.99, 2855.99 (C alifatico), 1703.03
(C=0), 1136.47 (C-O-C).

EMFAB m/z (%ar): 379 (16) [M+1]".
HR-EMFAB composicién elemental [M+1]*: C;gH2305Ns.

RMN-"H (acetona-D6, 400 MHz, 8 ppm): 1.31 (d, 3H, CHs-CH-, J=7.2 Hz), 1.36 (s, 3H, (CH3)-C)),
1.57 (s, 3H, (CH3)-C)), 4.17 (m, 1H, CH3-CH-), 4.28 (dd, 1H, -COO-CH,-CH-, J;= 11.6 Hz, J,= 6
Hz), 4.36 (dd, 1H, -COO-CH,-CH-, J;= 11.6 Hz, J,= 4.8 Hz), 4.42 (m, 1H, -COO-CH,-CH-), 5.14
(dd, 1H, -COO-CH,-CH-CH-, J4= 6 Hz, J,= 3.2 Hz), 5.56 (dd, 1H, -N-CHO-CH-, J;= 6.4 Hz, J,= 2.4
Hz), 6.21 (d, 1H, -N-CH-O-, J= 2.4 Hz), 6.68 (sa, 2H, -NH, purina), 8.19 (s, 1H, hidrégeno del anillo
de imidazol), 8.22 (s, 1H, hidrégeno del anillo de pirimidina).

RMN-"C (acetona-D6, 100 MHz, 8 ppm): 17.0 (CH3-CH-), 24.7 ((CHs)-C-)), 26.6 ((CHs)-C-)), 49.3
(CH3-CH-), 64.2 (-COO-CH,-CH-CH-), 81.7 (-COO-CH,-CH-CH-), 83.7 (-N-CHO-CH-), 84.1
(-COO-CH,-CH-CH-), 90.2 (-N-CH-0-), 113.9 ((CHj)-C-), 120.0 (Cs anillo purina), 140.1 (Cs anillo
purina), 149.3 (C, anillo purina), 152.8 (C; anillo purina), 156.4 (Cs anillo purina), 172.6 (-COO-).
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APENDICE II. Espectros
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Espectro 2. EMFAB de 2°-3"-O-isopropilidenadenosina (1).




APENDICE II. Espectros
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adenosin-5-ilo (3).

o e~ (=] — D b o = oW o o o 3=
=, o0 -— ~ i (=R K= el - o = m
e P w o LR iy o = = - Lo -— -+ —
L 5, | 4

NH,

—

i
t: =
T —
-

w ’-} ‘ ”
o
-

!
E
al =

1.02
.03
2.29

4,309 |

0 B
0.92-1

400

55 EQ 75 T E5 ] 55 5.0 45 40 15 N 25 21 15

LRl

Espectro 9. RMN-"H de N-tertbutoxicarbonil-(S)-pirrolidin-2-carboxilato de 2,3 -O-isopropiliden-
adenosin-5-ilo (3).

99



APENDICE II. Espectros

Relative Abundance

1000
 — N A "
Y Ih.k_,_,-f— ) LYY ,\gw\
5 \ / \ | s00.7 .’;| \ A7 *
\ | / |/ \/
90 \ / | I { Ui Y sa006
| / f ,qm | :iIi || || sassm
85 | | / 1509, . |
| S | T, | { us.ml
& \ / If [ [ 999
75 \ / | | 38574 y,
\ f .'| J 17929 133282 | f 2287
70 | | J | | | 130285} )
| [~ |‘m.%s | 1o
65 | £946.23 | | 142467 |||orm.sa
60 |III Ilr.-' ‘ Ihzl || |
55 \ f | 161')4.83 ‘ | |
\ ” il
aur %0 JE-IAT | |! | |||
4. | | | |
333785 | o
40 | ‘| |
NH W,
35 ] 2 | ] |l|1319|
| NGZEN | I
304 4 ’ N ]Hl.ﬂ J
25 N ) |
N |
20 Ll 120392
0]
15 ] ,
o) y 'OH 1681.28
10 Y,
N OH
54 (o]
004 — . — —
4000.0 3000 2000 1500 1000 400.0
cm-1

Espectro 10. IR (pelicula MeOH) de (S)-prirrolidin-2-carboxilato de adenosin-5"-ilo (4).
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Espectro 14. RMN-"°C de (S)-prirrolidin-2-carboxilato de adenosin-5"-ilo (4).
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Espectro 16. EMFAB de (S)-prirrolidin-2-carboxilato de 2°,3"-O-isopropilidenadenosin-5-ilo (5).
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Relative Abundance

APENDICE II. Espectros
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Espectro 21. EMFAB de acido N-tertbutoxicabonil-(R)-tiazolidin-4-carboxilico (6).
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Espectro 22 . RMN-"H de acido N-tertbutoxicabonil-(R)-tiazolidin-4-carboxilico (6)
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Relative Abundance

APENDICE II. Espectros
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Espectro 24. RMN- Hde N-tertbutoxicarbonil-(R)-tiazolidin-4-carboxilato de 2°,3"-O-
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Espectro 25. IR (Pelicula MeOH) de (R)-tiazolidin-4-carboxilato de adenosin-5"-ilo (8).
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Espectro 28. RMN-"C (R)-tiazolidin-4-carboxilato de adenosin-5"-ilo (8).
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APENDICE II. Espectros

Relative Abundance
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Espectro 32. EMFAB de N-tertbutoxicabonilglicina (10).
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Espectro 33. RMN-'H de N-tertbutoxicabonilglicina (10).
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Relative Abundance
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Espectro 34. EMFAB de N-tertbutoxicarbonilglicinato de 2,3 -O-isopropilidenadenosin-5"-ilo (11).
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Espectro 35. RMN-"H de N-tertbutoxicarbonilglicinato de 2°,3"-O-isopropilidenadenosin-5-ilo (11).
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Relative Abundance

APENDICE II
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Espectro 36. IR (Pelicula MeOH) de glicinato de adenosin-5"-ilo (12).
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Espectro 37. EMFAB de glicinato de adenosin-5"-ilo (12).

Elemental composition search on mass 325.13

m/z= 320.13-330.13
m/z Theo. Delta RDB Composition
Mass (ppm) equiv.
325.1254 325.1255 -0.29 7.5 C12H1705Ng

Espectro 38. HR-FAB glicinato de adenosin-5"-ilo (12).
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Espectro 39. RMN-'H de glicinato de adenosin-5"-ilo (12).
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Relative Abundance
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Espectro 43. EMFAB de glicinato de 2°-3’-O-isopropilidenadenosin-5-ilo (13).

m/ z=

Elemental composition search on mass 365.16

360.16-370.16
m/z

365.1558

Theo. Delta RDB Composition
Mass (ppm) equiv.
365.1568 -0.99 8.5 C15H2105N¢

Espectro 44. HR-FAB de glicinato de 2°-3"-O-isopropilidenadenosin-5-ilo (13).
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Espectro 45. RMN-"H de glicinato de 2°-3"-O-isopropilidenadenosin-5"-ilo (13).
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Relative Abundance

APENDICE II. Espectros
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Espectro 48. EMFAB de acido N-tertbutoxicarbonilpropanoico (14).

—5.16

OTHWOH

o (0]

—341

— 258
—1,44

wl

0.23-

2‘00{

64 B2 B0 68 56 54 52 50 48 45 44 42

40
1 [ppl

38 36 34
m)

2 30 28 26 24 22 20 18 16 14

Espectro 49. RMN-"H de acido N-tertbutoxicarbonilpropanoico (14).
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100 ks

11

©
T

NH,
136 N NN

%
L AL
POV,

HN\A‘(

o

o"

w
o

69

no
(=)

()]
S
T S Y Y I S A T A R A

479

137 164 225 423

4
e 0% e g s 2|0 s

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
m/z

—_
o

o

Espectro 50. EMFAB de N-Boc-3-aminopropanoato de 2°,3"-O-isopropilidenadenosin-5"-ilo (15).
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Espectro 51. RMN-"H N-Boc-3-aminopropanoato de 2°,3"-O-isopropilidenadenosin-5-ilo (15).
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Relative Abundance
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Espectro 52. IR (Pelicula MeOH) de 3-aminopropanoato de adenosin-5"-ilo (16).
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Espectro 53. EMFAB de 3-aminopropanoato de adenosin-5"-ilo (16).

Elemental composition

search on mass 339.14

m/z= 334.14-344.14
m/z Theo. Delta RDB Composition
Mass (ppm) | equiv.
339.1439 339.1411 8.12 7.5C13H1905Ng

Espectro 54. HR-FAB de 3-aminopropanoato de adenosin-5"-ilo (16).
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Relative Abundance

APENDICE II. Espectros
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Espectro 58. IR (Pelicula MeOH) de 3-aminopropanoato de 2°,3"-O-isopropilidenadenosin-5"-ilo
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Espectro

59. EMFAB de 3-aminopropanoato de 2°,3"-O-isopropilidenadenosin-5-ilo (17).

m/ z

379.2468

Theo.
Mass

379.1724

Delta RDB Composition
(mmu) equiv.
74.36 8.5 C16H2305Ns

Espectro 60. HRFAB de 3-aminopropanoato de 2°,3"-O-isopropilidenadenosin-5-ilo (17).
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Relative Abundance

APENDICE II. Espectros
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Espectro 64. EMFAB de N-tertbutoxicarbonil-(S)-alanina (18).
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Espectro 65. RMN-'H de N-tertbutoxicarbonil-(S)-alanina (18).
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Espectro 66. EMFAB de N-Boc-(S)-alaninato de 27,3 -O-isopropilidenadenosin-5"-ilo (19).
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Espectro 67. RMN-"H de N-Boc-(S)-alaninato de 2°,3’-O-isopropilidenadenosin-5-ilo (19).
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Espectro 68. IR (Pelicula en MeOH) de (S)-alaninato de adenosin-5"-ilo (20).
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Espectro 69. EMFAB de (S)-alaninato de adenosin-5-ilo (20).

Elemental composition search on mass 339.14

m/z= 334.14-344.14
m/z Theo. Delta RDB Composition
Mass (ppm) equiv.
339.1406 339.1411 -0.54 7.5 C13H1905Ns

Espectro 70. HR-FAB de (S)-alaninato de adenosin-5"-ilo (20).
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Espectro 71. RMN-"H (S)-alaninato de adenosin-5"-ilo (20).
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Espectro 72. RMN-"°C (S)-alaninato de adenosin-5-ilo (20).
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Espectro 74. IR (Pelicula en MeOH) de (S)-alaninato de 2°,3"-O-isopropilidenadenosin-5"-ilo (21).
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Espectro 75. EMFAB de (S)-alaninato de 2°,3"-O-isopropilidenadenosin-5"-ilo (21).

plemental compositlon search on mass 37/

m/z= 374.17-384.17
m/z Theo. Delta RDB Composition
Mass (ppm) equiv.
379.1727 379.1724 0.67 8.5 C16H2305Ns

o.17

Espectro 76. HR-FAB de (S)-alaninato de 2°,3"-O-isopropilidenadenosin-5"-ilo (21).
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APENDICE IIl. MAOS

Se realizaron algunos intentos de desproteccién del grupo Boc mediante el empleo de microondas,
estrategia conocida como Sintesis Organica Asistida por Microondas (MAOS).

En este caso, se empledé un horno de microondas Synthos 3000 de Anton Parr ®, utilizando un
rotor multimodal 64MG5 de 64 viales con control interno de temperatura.

Se emplearon viales Wheaton ® de tamafio estandar. Se colocaron 100 mg de materia prima en los
viales y un agitador magnético, posteriormente se adiciond 1 mL de acido trifluoroacético y a los
demas viales de control interno, isopropanol. Se emple6é una rampa de 2 minutos a 800 W para
alcanzar 120 °C. Posteriormente tuvo un tiempo “Hold” de 20 minutos a esa temperatura y
finalmente se dejé enfriar por 10 minutos con el ventilador nivel 3. La grafica de control de

temperatura y presién se muestra a continuacién.

Graficos de control de temperatura y potencia
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