/35



UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

. . UNIDAD XOCHIMILCO
Casa abierta al tiempo

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
DEPARTAMENTOQ DE SISTEMAS BIOLOGICOS
MAESTRIA EN CIENCIAS FARMACEUTICAS

LINEA DE INVESTIGACION
PRODUCCION DE FARMOQUIMICOS

“OBTENCION DE DERIVADOS DE NUCLEOSIDOS DE INOSINA POR
BIOCATALISIS”

COMUNICACION IDONEA DE RESULTADOS QUE PARA OBTENER EL
GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS FARMACEUTICAS

PRESENTA

Q.F.B. VALENCIA LEDEZMA OMAR ESTEBAN
Matricula: 209180752

COMITE TUTORAL

Tutor: DR. NORBERTO MANJARREZ ALVAREZ
Asesor: DRA. HERMINIA INES PEREZ MENDEZ
Asesor: DRA. AIDA SOLIS OBA

Marzo/ 2012



OBTENCION DE DERIVADOS DE NUCLEOSIDOS DE INOSINA POR
BIOCATALISIS

COMITE TUTORAL
Tutor: DR. NORBERTO MANJARREZ ALVAREZ

4 e

~

o

Asesor: DRA. HERMINIA INES PEREZ MENDEZ

Vo.Bo.
Asesor: DRA. AIDA SOLIS OBA
Vo.Bo.

Alumno: Q.F.B VALENCIA LEDEZMA OMAR ESTEBAN
Matricula: 209180752

[/ Vordid A %dé}/ﬁ/ﬂ




OBTENCION DE DERIVADOS DE NUCLEOSIDOS DE INOSINA POR
BIOCATALISIS

JURADO DE EXAMEN DE GRADO

.

PRESIDENTE: DR. HECTOR JAIME SALGADO ZAMORA

£ X

VOCAL: DR. DANIEL ARRIETA BAEZ

SECRETARIO: DR. NORBE REZ ALVAREZ



RESUMEN

Entre los compuestos utilizados como intermediarios para la sintesis de
productos con actividad biologica de interés farmacéutico, se encuentran los
derivados de inosina, los cuales son utilizados para la obtencién de diversos
principios activos, p.ej. antibiéticos, antimicéticos, antiviraies, anticancerigenos,
antinelminticos, insecticidas, etc. Estos derivados nucleosidicos son
compuestos que se obtienen, por lo general, por sintesis quimica, los derivados
de inosina presentan una caracteristica estructural relevante, ya que cuentan
con mas de un centro quiral, lo que conlleva a la denominacion de
diasteroisbmeros. Debido a su complejidad estructural el desarrollo comercial
de estos productos aun se encuentra en proceso de implementacion, se han
tenido grandes avances por la ampliacién de estrategias que han dado lugar a
la sintesis de una creciente coleccidon de derivados de nucledsidos con
actividad farmacologica. Asi la biotecnologia es hoy una herramienta util en
sintesis organica y ha adquirido un papel relevante en el desarrollo de nuevos
farmacos y moléculas complejas dificiles de obtener por métodos quimicos
tradicionales. En la década de los 90°s, los procesos de biotransformacion y
biocatalisis son empleados como parte de programas para el desarrollo de
nuevos farmacos. Ya que el empleo de biocatalizadores abre una nueva via en
la generacion de compuestos con una mayor pureza éptica, dando un avance
importante en la bisqueda y desamrrollo de productos con actividad
farmacolégica, generando un menor impacto ambiental.

Por lo anterior se planted como objetivo principal “estudiar la induccién
asimétnca aplicando enzimas, en la preparaciéon de derivados de nucledsidos
de inosina”, buscando por medio de biocatalisis, separar y caracterizar los
diastereoisémeros del compuesto 2°,3°-O-isopropiliden-5'-ciano-inosina, por la
creacidn de un nuevo centro estereogénico (via la cianohidnna quiral)
empleando enzimas oxinitrilasas, liasas obtenidas de las semillas de: almendra,
capulin, cereza, ciruela, durazno, guanabana y mamey en la forma de polvos
acetonidos, utilizando diferentes temperaturas (5,10 y 20°C) y distintos pH (4 y
5), ya que tienen la capacidad de incorporar o desincorporar un grupo ciano en

un aldehido. Se analizaron y cuantificaron los productos por: Cromatografia de



Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN
H).

Con base en los % de exceso diasteroisomérico (ed) se realizd el
analisis estadistico de: varianza, t-pareada y Tukey-Kramer, encontrandose: 1)
que los datos obtenidos empleando las dos técnicas (CLAR y RMN 'H) no
presentan diferencia estadisticamente, por 1o que es confiable utilizar
cualquiera de estas técnicas para realizar la determinacion del ed; 2) se logrd
determinar |a diferencia al modificar factores como la temperatura o el pH en
los diferentes experimentos, consiguiendo de esta forma un mayer o menor %
ed.

Por otro lado al utilizar los diferentes biocatalizadores se logré una
induccion asimétrica a las diferentes temperaturas 5, 10 y 20°C y pH 5; sin
embargo et mejor resultado se obtuvo a 20°C, donde se presentd una mayor
induccion en el proceso enzimatico con respecto a la registrada en los
controles quimicos, las mejores relaciones diasteroisbmericas son las
siguientes: mamey 63.22/36.77 por CLAR y 59.13/40.87 por RMN'H; mientras
que para durazno 61.87/38.13 y 63.73/36.27 por CLAR y RMN'H
respectivamente.

Finalmente se demostréo que el empleo de diferentes temperaturas y
diferentes valores de pH, generan una diferencia en la induccidn enzimatica,
razén por la cual es importante considerar estos factores, ya que son punto
clave en la obtencidén de una mayor pureza Ooptica en las cianohidrinas

generadas.
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1. INTRODUCCION

Uno de los grandes avances que se derivaron en el siglo XX y que sin duda
continuara en este siglo, es el cientifico-tecnolégico en el campo de la salud. En el
area de la quimica, se ha logrado desarrollar e implementar el enriquecimiento de
este crecimiento con sus aportaciones en el desarrollo de nuevos compuestos con
actividad biocidgica y con nuevas metodoiogias que se reflejan en procesos de
desarrollo tecnolégico, o readaptaciones de los mismos, con un mayor cuidado de
la naturaleza. Nuevos compuestos siguen siendo estudiados con aplicacién
farmacologica en diversos campos, si bien cada dia se presentan nuevos retos de
salud, se continlan descubriendo compuestos terapéuticos para el combate de

dichas afecciones.

Un ejemplo de compuestos a los cuales se les ha atribuido actividades
biolégicas importantes son los nucledsidos y desde hace algunos afnos han sido
parte de un riguroso escrutinio, dénde se ha demostrado que son eficientes para el
tratamiento de algunas enfermedades. Algunos analogos de nucledsidos tienen
usos en terapias inmunomoduladoras; contra diversas enfermedades actuando
como: antivirales, anticancerigenos, antibidticos, antifiingicos, antiheiminticos,
entre otros." ?

Sin embargo el desarrollo comercial de estos productos estd limitado a un
pequeno grupo de compuestos; es de destacar que se encuentra en proceso una
creciente coleccion de derivados de nucledsidos con actividad farmacologica®y se
han obtenido grades avances desde 1987, debido a la ampliacion de estrategias y
tacticas en sintesis organica, en particular la sintesis asimétrica. Por lo tanto, la
preparacion y tratamiento con estos compuestos sera mas eficaz, selectivo y no
toxico.

Se ha generando una intensa investigacion de los analogos nucleosidicos, ya que
parte de la dificultad de los procesos radica en la complejidad molecular que
presentan estos compuestos, mostrando con ello dificultad de implementacion de

los procesos de sintesis organica. Como ejemplo de esto se pueden mencionar los



procesos oxidativos, los cuales generan residuos dificiles de manejar o eliminar,
sin dejar de lado las reacciones no deseadas, que son comunes debido a su pobre

especificidad, ademas de representar un gasto econémico mayor.* ®

En gran medida la adaptacion de técnicas que permitan realizar la sintesis
de compuestos con potencial aportacion en medicina y que ayuden a reducir los
residuos contaminantes, ha conducido a la busqueda y avance de aplicaciones
tecnolégicas mas eficientes y con un mayor grado de selectividad. Tal es el caso
de la hiotecnologia, disciplina emergente de la que se derivan ramas como las
biotransformaciones y biocatalisis; utiles en sintesis organica y que han adquirido
un papel relevante en el desarrollo de nuevos farmacos y moléculas complejas,
dificiles de producir por métodos quimicos tradicionales. De este modo el empleo
de biocatalizadores abre una nueva via para el disefio y elaboracién de procesos y

compuestos mas 6ptimos.®

Asi, la sintesis de compuestos derivados de nucledsidos que
potencialmente poseen actividad biolégica serd mas factible y esto serad de gran
utilidad para la humanidad. No hay que dejar de lado que para lograr la
caracterizacién y determinacién de la composicién de estas nuevas sustancias,
siempre sera importante contar con meétodos analiticos eficientes que ayuden a
detectar y cuantificar adecuadamente los productos sintetizados, siendo este un

tema relevante, permitiéndose asi la base de colaboraciones multidisciplinarias.

Con el objetivo de preparar intermediarios quirales para la obtencion de
nuevos agentes farmacéuticos activos y en la direccién de generar conocimiento
para la integracion de futuros procesos, a continuacion se presentan los resultados
alcanzados en el proyecto “Obtencion de derivados de nucleésidos de inosina por

biocatalisis".



2. ANTECEDENTES

2.1 Nucleosidos

Los nucledsidos son moléculas monomeéricas, las cuales forman parte
integral de las macromoléculas de acidos nucleicos, estdn constituidas por la
union covalente entre una base heterociclica y una pentosa que puede ser ribosa o
desoxirribosa. Algunos ejemplos de nucleosidos son la citidina, uridina, adenosina,
guanosina, timidina y la inosina.

Los nucleosidos se clasifican de acuerdo a la base nitrogenada que contienen,
siendo esta una base purica o pirimidinica (figura 1), la cual esta ligada a traves
de un enlace covalente B N-glucosidico, ya sea al N-9 de una purina o al N-1 de

una pirimidina.

HN ! o o) Nty 0
N ] NM -

) P N{-A}-rﬁ, "{) M o (e

Ed L B8 T:An f:,go f;,go

Adenina Guanina Hipoxantmna Timina Citosina Uracilo
. A . _/
—— —_—

Puricas Pirimidinas

Fig.1: Clasificacion de las bases nitrogenadas.

Los nucledsidos que contienen ribosa se llaman ribonucledsidos y los que
contienen desoxirrtbosa son los desoxirribonucleésidos. Los nucledsidos pueden
combinarse con un grupo fosférico (acido fosférico: H3PO,;) mediante
determinadas quinasas de la célula, produciendo nucledtidos que son los
componentes moleculares basicos del ADN y el ARN. La posicion de los atomos
en un nucledtido se especifica en relacién a los atomos de carbono en la ribosa o

desoxirribosa.



El grupo hidroxilo sobre el carbono 3' del azucar, reacciona con el grupo
fosfato del carbono 5' de otro subsiguiente nucleétido para formar la cadena de
ADN o ARN.

En resumen un 'nucledtide’ es un compuestc monomérico, cuya estructura esta

dada por el ensamblaje de tres componentes:

Bases nitrogenadas o nitrogeniculos, los cuales derivan de compuestos
heterociclicos aromaticos, la purina y la pirimidina.
Bases nitrogenadas puricas: son la adenina (A) (6-aminopurina) y la guanina (G)
(2-amino-6-hidroxipurina). Ambas forman parte de! ADN y del ARN.
Bases nitrogenadas pirimidinicas: son la timina (T) (2,6-dihidroxi-5-
metilpirimidina o también llamada 5-metiluracilo), citosina (C) (2-hidroxi-6-
aminopirimidina) y uracilo (U) (2,6-dihidroxipirimidina). La adenina, guanina, timina
y la citosina intervienen en la formacion del ADN, mientras que en el ARN
aparecen la adenina, guanina, citosina y el uracilo.
Pentosa: El azucar de cinco atomos de carbono puede ser ribosa (ARN) o
desoxirribosa (ADN).
Acido fosférico: Cada nuclettido puede contener grupos de &cido fosférico: uno
(monofosfato: AMP), dos (difosfato: ADP) o tres (trifosfato: ATP).”

Ademas de las bases nitrogenadas anteriormente descritas, se han
encontrado ofras bases nitrogenadas en algunos virus o formando parte de
algunos tipos especiales de ARNs. Ejemplos de algunas de estas bases puricas
son: hipoxantina, xantina, 2-metiladenina, 6-metilaminopurina. Entre las bases
pirnmidinicas podriamos citar la 5-metilcitosina (propia del ADN) y la 5-
hidroximetilcitosina (HMC). En el ARN de transferencia (ARN-t) que intervienen en
el proceso de traduccién de proteinas se encuentran la ribotimidina, dihidrouridina,

pseudouridina e inosina (I).

La unién del nucledsido con el acido fosforico se realiza a través de un enlace
de tipo éster entre el grupo OH del carbono 5 de la pentosa y el acido fosférico,

originando un nucledtido, la numeracién de los atomos de azdcar emplea un signo
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de prima (por ejemplo, 3'- o 5'-) para distinguir los atomos de azucar de los de la

base heterociclica, 1a purina o pirimidina esta localizada en el carbono 1’ del

aztcar y el grupo fosfato se une en el carbono 5’ ver figura 2. Los nucleotidos son

las unidades o monomeros utilizados para construir largas cadenas

polinucleotidos.®

Nucledsido = Pentosa + Base nitrogenada.
Nucleétido = Pentosa + Base nitrogenada + Acido fosférico.

Polinucledtido = Nucledtido + Nucledtido + Nucledtido + ...

Enlace ester HN ccH TIMINA

S-METILURACILO

Enlace N-glucosidico

OH H
2-dasoxd -D-ribosa»

PENTOSA + BASE NITROOENADA

ACIDO FOSFAGRICO + NUCLEGSIDO

NUCLEOTIDOD

Fig.2: Formacion de nucledtidos.

de

Por lo tanto los nucledsidos son bloques fundamentales para la sintesis de

moleculas mas complejas en los sistemas bioloégicos que muestran una amplia

gama en la diversidad y actividad biolégica. En consecuencia, se han realizado

modificaciones tanto en la base heterociclica y la pentosa residual de aziicar con

el fin de evitar los inconvenientes que muestran ios analogos de nucledsidos

(compuestos no naturales) en ciertas aplicaciones, debido principaimente a la

degradacion enzimatica.



A finales de los 80's, se han sintetizado analogos de nucleésidos,
principalmente debido a la aparicion de enfermedades tales como el VIH y con
mayor urgencia debido a la constante propagacion de ésta y de muchas otras
enfermedades. Esto ha conducido a una reconsideracién de la obtencion de
analogos con especial atencién en la derivatizacion y sintesis asimétricas,
obteniéndose series de derivados complejos de nucledsidos que presentan
diversas actividades biologicas.™ ®

El trabajo en conjunto de areas como la quimica organica y la biotecnologia,
han tomado mayor auge en la actualidad. Las reacciones catalizadas por enzimas
0 microorganismos se estan convirtiendo en los procedimientos estandar para
sintetizar compuestos enantioméricamente puros, debido en gran medida a su alta
especificidad y eficiencia. Estos catalizadores son baratos y generan menos
residuos toxicos debido a su naturaleza. Por ello es de esperarse que las
reacciones biocatalizadas desempeiien un papel cada vez mas importante, sobre
todo en la preparacion de nuevos centros estereogénicos de compuestos
biolégicamente activos en los laboratorios de investigacién como en la industria

farmacéutica.'®

2.2 Nucledsidos con actividad farmacolégica

Los nucledsidos y sus analogos han sido ampliamente estudiados, parte de
los descubrimientos comenzaron a desarrolilarse hace mas de 100 afios con las
investigaciones estructurales de Emil Fischer. La importancia de estas moléculas
en la funcionalidad celular fue rapidamente reconocida y debido a esto se
desarrollaron investigaciones a partir de la década de 40’s, estudiando las bases
nitrogenadas y después los nucledsidos en totalidad; teniendo como obijetivo el
desarrollo molecular de analogos de nucleésidos eficaces en medicina. Asi que
varios productos farmacologicamente activos, fueron obtenidos de nucledsidos y
nucledtidos meodificados  estructuralmente, que actian como agentes
antibacterianos, antifangicos, antiviricos, antitumorales, inmunocestimuladores,

inmunosupresores, herbicidas e insecticidas, entre otros.



De este modo es como a través de los ultimos 60 afios, la investigacion ha
sido especialmente intensa en la busqueda de identificar agentes terapéuticos
para el tratamiento de una variedad de enfermedades, incluyendo las infecciones
virales, cancer, enfermedades cardiovasculares y enfermedades que afectan al

sistema nervioso central (SNC)."

El primer andlogo descubierto, con aplicacién medicinal, fue idoxuridina
utilizado principalmente por via tdpica para el tratamiento de herpes simple en
1959; otro ejemplo es el aciclovir (ACV), empleado igualmente para combatir el
virus del herpes. El descubrimiento de este compuesto con actividad selectiva,
anuncié y dej0 entrever una nueva etapa en la quimioterapia antiviral y

proporciond una nueva visién en el combate a las infecciones virales (figura 3)."2

Pero el desarrollo no solo se limité a un cierto grupo farmacolégico de
compuestos, dada la creciente resistencia bacteriana, las industrias farmacéuticas
se vieron obligadas a buscar nuevos medicamentos para el combate de
enfermedades bacterianas, parasitarias, micéticas, etc. Asi el interés de sintetizar
nueveos antibidticos origind el desarrollo de analogos nucleosidicos. A principios de
1970, Moffatt y Emoto, estudiaron ta sintesis de polioxinas y nikomicinas derivadas
de estos compuestos naturales. Emoto desarrolld una sintesis del antibiético
dipeptidii polioxina J en 1973, tres ahos mas tarde Sorm logrd sintetizar Ia
turingiensin, un compuesto utilizado como insecticida y Moffatt en 1982 realizé la
sintesis de sinefungin un agente antimicético, con ellos se iniciaron los primeros
esfuerzos en el desarrollo de antibidticos eficaces para contrarrestar diversos
padecimientos. A partir de la década de los 80's se incrementd el desarrollo e
investigacién de derivados de nucledsidos con actividad farmacologica,

lograndose la sintesis de moléculas como las que se muestran en la figura 3.1 "
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Fig.3: Antibidticos de derivados nucleosidicos.

De especial interés para la sociedad ha sido el desarrollo de los siguientes
compuestos antivirales: la zidovudina (AZT) sintetizado por Mitsuya vy
colaboradores en 1985, utilizado para el tratamiento de la infeccién por el VIH, y la
citosina (citarahina) aprobado por la FDA en 1969 y que ha demostrado ser
eficiente en el combate de enfermedades cancerigenas.®

2.3 Aplicacion farmacéutica de los derivados de nucledsidos

2.3.1 Antivirales

La mayoria de los agentes antivirales que han tenido éxito en medicing,
resultado de un bajo perfil de efectos secundarios y a su alta eficacia, son aquellos

que estan dirigidos a evitar la sintesis enzimatica de los virus, dentro de este
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grupo de moléculas se encuentran analogos nucleosidicos, representados por
grupos de farmacos autorizados para tratar el VIH, la hepatitis B y enfermedades
como el herpes.

Los nucledsidos modificados tienen |la habilidad de reaccionar como
antivirales, interfiriendo con la polimerasa ¢ transcriptasa reversa, inhibiendo la
sintesis del ADN viral, por lo tanto actian como una cadena de terminadores, esta
terminacién se efectla al incorporase la molécula del analogo, después de su
fosforilacién, a la cadena de ADN, sin embargo un gran niamero de analogos
sintéticos tienen baja actividad o presentan toxicidad excesiva. De ahi la
importancia en el desarrollo de nuevos antirretrovirales que logren un tratamiento

més eficaz, reducir la toxicidad y proporcionar nuevas opciones terapéuticas. '

En la actualidad son extensamente utilizados los analogos de nucledsidos
como antivirales, tal es el caso del aciclovir analogo derivado de la guanosina, el
cual se demostré que era seguro para la administracion sistémica, pero éon
algunos inconvenientes en la formulacion; principalmente en la biocdisponibilidad
que se obliene al ser administrado por via oral y con ello una vida media
plasmatica corta, atribuido especialmente a la baja solubilidad que presentan
dichos compuestos. De este modo el empleo de dosis grandes y frecuentes se
vuelve un punto importante en la administraciéon de estos compuestos, ya que es
necesarioc mantener la concentracion plasmatica por encima del umbral preciso
para inhibir el virus, representando esta una desventaja. Por lo anterior se busca
superarlas, sintetizando derivados de estos compuestos con menores
implicaciones estructurales que influyan en una adecuada interaccion con el

organismo.

El compuesto 4 -azidocitidina R1479, figura 4, un nucledsido que ha sido
evaluado en la inhibicidén de la replicacidén en cultivos celuiares, del virus de la
hepatitis C (VHC) que es un agente causal de la enfermedad hepatica crénica y
del cual se estima que existen 170 millones de personas infectadas en todo el
mundo, funciona inhibiendo la sintesis de ARN, siendo éste uno de los mas

potentes y no tiene actividad citotoxica.



HO OH
Fig.4: Estructura del antiviral 4 -azidocitidina R1479, obtenido de derivados nucleosidicos.

Los pacientes infectados por el VHC estan en riesgo de desarrollar una
cirrosis hepética y un posterior carcinoma hepatocelular. Actualmente sélo se
dispone de dos procedimientos aprobados para el tratamiento de la infeccién por
VHC, estos tratamientos son el monotratamiento con interferon y mas
recientemente, el tratamiento combinado del analogo de nucledsido ribavirina
(virazole) con inteferon.'® "

Otros farmacos como el peniclovir, famciclovir y aciclovir derivados de
guanosina, han presentado una elevada eficacia en infecciones de virus del
herpes.'® Finalmente se deben mencionar las contribuciones que estos analogos
nucleosidicos aportan en el combate de infecciones provocadas por el virus de
inmunodeficiencia adquirida (VIH), retrovirus que representa un problema social,
para el cual se utilizan diversos compuestos como la zidobudina (3'-desoxi-3'-
azidotimidina) y la didanosina (2',3'-didesoxiinosina), analogo nucleosidico de la
purina inosina, éste fue el segundo antirretroviral aprobado por la Administracion
de Farmacos y Alimentos (FDA) de USA. Presenta un mecanismo de accién mas
complejo que los nucledsidos pirimidinicos (AZT, ddC, d4T), penetra en la célula
por difusién pasiva, actia inhibiendo la transcriptasa reversa por inhibicion
competitiva, funcionando como terminador de cadena, bloqueando la elongacion,
pero en general estos compuestos aun presentan efectos secundarios, mostrando

una toxicidad considerablemente alta en las células receptoras.15.19.20

2.3.2 Anticancerigenos

Asi mismo, se han reportado hallazgos de estos analogos empleandolos
para el tratamiento del cancer, principalmente en el combate de tumores
cancerigenos y leucemia. En el tratamiento de la leucemia se incluyen la
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cladribina, la fludarabina y en fase de desarrollo clinico esta la clofarabina cuyas

estructuras moleculares se muestran en la figura 5.

YXIS oS Yrr>

YOTp o

X=NH;, Y= Cl Cladribina X=NH;, Y=F fludarablna X=NH;, Y= Cl dofarabina
Fig.5: Compuestos utilizados en el tratamiento de leucemia.

Sin embargo estos analogos, al igual que otros agentes nucleosidicos
requieren una activacion intracelular de la enzima quinasa mediando su forma
fosforilada, y de esta manera generar la forma activa del compuesto. Esto debido
a que el empleo de dichas moléculas conileva una gran dificultad en la
permeabilidad celular, como ejemplo tenemos la administracién concomitante de
la fludarabina con un monofosfato libre, simplemente para aumentar la solubilidad

de esta molécula en agua y de esta manera favorecer la permeabilidad.?’

2.3.3 Antibioticos

Los nuclebsidos comprenden estructuras complejas y muchas de ellas han
demostrado versatilidad al contener diversas funcionalidades, siendo de esta
manera interesantes objetivos para diversos grupos de investigacion. La inhibicién
de la biosintesis de peptidoglicano de una gran cantidad de bacterias, es el lugar
donde actian la gran mayoria de antibioticos, dentro de ellos encontramos a las
penicilinas y glucopeptidos. Sin embargo debido a la resistencia emergente de las
cepas bacterianas a diversos antibidticos se tiene la necesidad de desarroltar
nuevos agentes antimicrobianos, asi es como los antibidticos nucleosidicos son
una clase de productos naturales con actividades antibacteriales y resultan ser
una alternativa mas en el combate de diversas infecciones. Estos compuestos son
capaces de inhibir la translocasa [ (MraY), enzima involucrada en la biosintesis de

peptidoglicano.'® Los nuclessidos con propiedades antibidticas, en general son
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clasificados comunmente en funcidn a su centro estereogénico, objetivo y
mecanismo de accidn, sin embargo una forma posible de catalogar a los
antibiéticos de nuclebsidos se basa en su esqueleto estructural. Hasta 163
antibioticos nucleosidicos han sido clasificados con base en su estructura,
divididos en cuatro grandes grupos que a su vez se subdividen en distintas clases
de compuestos que se muestran en la figura 6. Sin embargo esta clasificacidén es
convencional, ya que algunos productos presentan caracteristicas estructurales

que estan incluidos en mas de dos categorias dentro de la clasificacion:

1. Analogos de bases. Estos compuestos contienen bases heterociclicas
modificadas, ej. 8-azaguanina (A)

2. Nucledsidos simples:

2.1. Analogos de adenosina, gj. cordicepina (B)

2.2. Analogos de guanosina, ej. oxanosina (C})

2.3. Andlogos de uridina, ej. 2'-azida-2 -deoxiuridina (D)

2.4. Nuclebsidos derivados de pirrolopirimidina, ej. tubercidina (E)

2.5. Nucleésidos derivados de tetrahidroimidazodiazepina, ej. coformicina (F)

2.6. C-Nucledsidos, €j. pirazomicina (G)

2.7. Nucleosidos inddlicos, ej. neosidomicina (H)

2.8. Otros. Compuestos que presentan un heterociclo diferente al de cualquier
base nitrogenada o gue contienen un anillo de azucar distinto al de ribofuranosa y
que ademas, no estan en ninguna otra categoria, ej. neburalina (|)

3. Acil y glicosil nucledsidos:

3.1. Sulfamoil nucledsidos, ej. nucleocidina (J)

3.2. 3"-Aminoacil-3'-deoxiadenosinas, €. lisilaminoadenosina (K}

3.3. 4’-Aminoacil-4’-deoxihexosa (piranosil) citosinas, ej. blasticidina (L)

3.4. Glicosil nucledsidos, ej. capuramicina (M)

3.5. Peptidil nucledsidos, ej. mureidomicina A (N}

3.6. Nucledsidos que contienen un azlcar de cadena larga, €j. acido octosil A (N)
3.7. Nucledsidos que contienen una cadena de acido graso, gj. tunicaminica V (O)

4. Nucleétidos, €j. agrocina 84 (P)
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Fig.6: Anélogos de nucledsidos y nucledtidos con propiedades antibiéticas.
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Dentro de esta ampiia familia de antibiéticos, existe un reducido grupo de
compuestos mayormente de tipo peptidil nucledsido y de nucledsidos que
contienen una cadena de &acido graso y presentan actividad antimicrobiana,
mediante inhibicién de |a biosintesis de peptidoglicanos, ademas, so6lo unos pocos,
presentan actividad biologica especifica para la inhibicién de la translocasa 1.2 Asi
se describen este grupo de nucledsidos gue estructuralmente tienen relacion y los
cuales tienen como blanco especifico la reaccién catalizada por la enzima MraY.®
En la actualidad, existen tres familias representativas de antibidticos que actuan
sobre MraY y que han sido ampliamente estudiadas, ver figura 7. Estan
constituidas por el conjunto de compuestos que forman las Tunicamicinas (TM)
aisladas en 1971 por Takatsuki y Tamura, del caldo de fermentacion de
Streptomyces glysosuperificus nov. sp, las Mureidomicinas (MRDs) aisladas del
caldo de fermentacion de Streptomyces flavidoviridens SANK60486 en 1989 por
Isono e Inukai y las Liposidomicinas (LPMs) productos naturales producidos por un
hongo aislado de muestras de tierra recogidas en Misaka, Yamanashi-ken, en
Japon. Segln sus estudios taxonomicos se sabe que pertenece a Streptomyces

griseosporeus.***°

WM %w{; el %

Mixeidomicinas ”'m”"‘“"’“"
F|g.7. Compuestos antibidticos producidos por Streptomyces griseosporeus.

2.3.4 Antifangicos

Otro punto a tratar son las infecciones oportunistas causadas por varios

hongos patdgenos, las cuales han aumentado progresivamente hasta el grado de
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convertirse en un grave problema terapéutico, esto debido principalmente a la
creciente resistencia hacia los antimicéticos y en dados casos a su alta toxicidad.?®

Los antibioticos complejos peptidil nucledsidos son metabolitos secundarios
con gran actividad antifungica frente a diversos hongos patdgenos, esta es otra
caracteristica farmacolégica a tratar. Asi la familia de compuestos acetonidos
(2',3°-O-isopropiliden), un grupo protector para cis-1,2-dioles, ha demostrado tener
utiles caracteristicas para su empleo en intermediarios para la sintesis de
antifingicos como las polioxinas y nikomicinas.?’ Las polioxinas y nikomicinas
mostradas en la figura 8, son un grupo de antibidticos peptidil nucledsidos,
producidos por especies de Streptomyces y dichos compuestos inhiben la sintesis
de quitina, el segundo polisacarido mas comun encontrado en la naturaleza y
presente en la pared celular de una variedad de hongos fitopatogénicos. Las
polioxinas se aislaron por primera vez en la década de 1960 del caldo de
fermentacion de Sfreptomyces cacaoi enconirandose excelentes fungicidas
agricolas, activos contra varics hongos fitopatdogenos incluyendo Alternaria
kikuchiana, empleandose comercialmente para el control de enfermedades
causadas por hongos en frutas y hortalizas, también inhiben la proliferaciéon de
Candida albicans, un importante patégeno humano en sistemas celulares libres,
pero poco activo contra la célula entera. Estas diferencias en actividad son
atribuidos a problemas de transporte, lo cual dificulta la entrada de la polioxina a la
célula y a la division metabdlica intracelular del enlace peptidico, el cual inactiva la

molécula.

,
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Fig.8: Compuestos antifungicos.
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Posteriormente de otra clase de Streptomyces fueron aisladas las
nikomicinas, siendo estos compuestos inhibidores selectivos contra diversos
hongos entre ellos Pyricularia orizae y Rhizoctonia solani.

Las nikomicinas, denominadas neopolioxinas, estan estrechamente
relacionadas con las polioxinas (de hecho las nikomicinas X y Z son idénticas a las
neopalioxinas Ay B).%°

Sin embargo un aspecto a considerar de los beptidil nucledsidos es que se
han visto comprometidos por su actividad in vivo, esto debido a su ineficiente
absorcion en las células de los hongos. Es indispensable tener una comprension
detallada de la farmacologia de estos compuestos, para entender la capacidad y
dificultades estructurales, hacia la optimizacion del antifingico y mejorar los
aspectos farmacodindmicos en la busqueda de aplicaciones clinicas; en vista de
su actividad las nikomicinas y poiioxinas siguen siendo punto de enfoque, dénde
aun se sigue investigando el proceso de sintesis considerando la estructura-
actividad.*>*' Por lo tanto las sintasas de quitina (CS) son blancos atractivos para
las industrias farmacéuticas y agroquimica, debido a su esencial papel en la
biosintesis de quitina en hongos e insectos.>?

El procedimiento usual para la sintesis de derivados de polioxina es la
condensacion del aminoacido del nucledsido con polioxamicos u otros
aminodacidos. El nucledsido se puede obtener por aislamiento y degradacién de
polioxinas naturales, con la proteccion adecuada de los derivados de hexosa con
bases de pirimidina, y por la elaboracion de derivados de uridina 5°-
carboxialdehidos.

La generacién de un nuevo centro asimétrico por este ultimo procedimiento,
da una mezcla de diasteroisémeros, un derivado del acido B-D-alofuranurénico y
un derivado del acido a-L-talofuranurénico con rendimientos similares.
Recientemente se ha reportado la sintesis de a-aminonitrilos por reaccion de
aldehidos y cetonas con cianuro de trimetilsilano y una amina o amoniaco en
metanol. Cuando se us6 una amina quiral se logré la generacién de un nuevo

carbono asimétrico del a-aminonitrilo con estereoselectividad,®
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2.4 Inosina

La inosina es otra purina endoégena nucleosidica, la cual es formada
durante la ruptura de la adenosina por efecto de la enzima deaminasa de
adenosina, es una molécula que se forma cuando la base hipoxantina se une a un
anillo de ribosa (también conocido como ribofuranosa) a través de un enlace B-N9-
gitucosidico. La inosina es uno de los compuestos basicos disponible en las células
del organismo. Esta se libera en el espacio extracelular de las céluias por estrés
metabdlico o por el sistema nervioso simpatico.®® Ademas interviene en la
formacion del acido urico, el cual se crea para bloquear el efecto de radicales
libres tales como el peroxinitrito, agente quimico que puede desempenar un papel
determinante en el desarrollo de la esclerosis multiple (EM).

La inosina también se encuentra como un nucledsido con menor
importancia en la transferencia de ARN, debido a que en un par de bases
genéticas la inosina se adhiere con la adenina, citosina o uracilo. Este nucledsido
es también un eslabén de la cadena de nucledtidos de purina que rigen y son
importantes para los movimientos musculares.®® La inosina normaliza el contenido
de ATP en la célula, la principal fuente de energia en los procesos celulares, ya
que facilmente penetra la membrana celular. Es favorable, a diferencia de otros
nucledsidos de purina (adenosina y guanosina) por el hecho de que no presenta,
por ejemplo, un efecto secundario de vasodilatacion. Ademas los derivados de
inosina presentan distintos tipos de actividad bioldgica, por ejemplo,
antineoplasicos como la tioinosina.

Es uno de los nucledsidos que se encuentra en menor proporcion en los
acidos nucleicos. La inosina 5'-monofosfato {(acido inosinico) se aislé por primera
vez del tejido muscular por Liebig en 1874, la inosina atrajo especial atencidn
después de que fue identificada en los anticodones de una serie de tARNs. La
produccion de inosina se inicid6 después de su uso exitoso en el tratamiento de
enfermedades causadas por trastornos a nivel celular y sobre todo en las
enfermedades del corazdn. Las primeras pruebas o indicios de actividad

farmacolégica fueron atribuidas a dicho compuesto en la década de 1970, donde
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se comenzd a comercializar como suplemento. El empleo que le daban era como
potenciador del atletismo y en diversos sitios web se afirma que aumenta la
eficacia muscular. Sin embargo los ensayos clinicos no encontraron evidencia
significativa de actividad farmacolégica que provoque [a inosina en [a funcion o
crecimiento muscular.

La conformacion de la inosina se ha establecido principalmente por rayos X,
determinandose de esta forma las longitudes de los enlaces y angulos presentes
en la molécula de inosina. El anillo de purina resulté ser plano, presentando una
conjugacion que permite la interaccién de los electrones 1 del anillo de purina,
pero el atomo de oxigeno del grupo carbonilo y el &tomo de carbono en ia posicion
1, provocan que el azicar se desvié de este plano, ademas cuentan con mas de
un centro estereogénico generando quiralidad en la molécula, estas caracteristicas
estructurales son importantes ya que son reflejo de la actividad biolégica que
presentan los nucledsidos, circunstancia que se debe considerar a la hora de

trabajar con estas moléculas.**

2.4.1 Modificaciones quimicas en inosina

L.a inosina ha sido objeto de varios estudios sobre su modificacion quimica,

la dificultad en la modificacién quimica de inosina se encuentra principalmente en
la labilidad de su enlace N-glucosidico.
Se han elaborado diversas investigaciones del comportamiento de la moilécula
tanto en medio acido como basico y a diferentes temperaturas, en un rango de 50
a 140°C. En medio acido el enlace glucosido se hidroliza dando como resultado la
formacién de hipoxantina y D-ribosa (figura 9). En medio alcalino hay una
apertura del anillo en el C-2 con la formacién de 5-amino--a-D-ribofuranosil-4-
imidazolcarboxamida y la isomerizacién de la fraccion ribofurancsa a un residuo
piranosilo.
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Fig.9: Modificaciones quimicas a la molécula de inosina en medio acido o basico.

La inosina puede ser modificada tanto en la parte del azicar como en
ciertas partes de la base de purina. El comportamiento de la porcién de la
molécula de ribosa es basicamente el comun a todos los ribonucleédsidos, por lo
tanto con la fosforilacion dirigida de! grupo hidroxilo primario, se obtiene un
importante nucledtido, el 5'-monofosfato de inosina (acido inosinico), el cual es un
valioso compuesto en el metabolismo celular.

Las reacciones de alquilacién o acilacién de los grupos hidroxilo se utilizan
con frecuencia para la introduccién de grupos protectores en ia parte del azicar. El
cis-diol se pueden proteger de manera selectiva por reaccidon con aldehidos vy
cetonas en presencia de catalizadores acidos, para formar acetales o cetales
ciclicos de cinco o seis miembros. Esta reaccién sera aprovechada en nuestra
materia prima como grupo protecior. Lo anterior permite realizar un buen numero
de reacciones en medios neutros o basicos sin afectar los necesarios alcoholes.

La molécula de purina de la inosina, es caracterizada por las reacciones de
sustitucidon electrofilica, llevandose a cabo en condiciones bastante suaves. Por lo
general estas reacciones se producen en el atomo de N1 y en el Cs. La mayor
atencion se ha enfocado a las reacciones de alquilacion, ya que fue importante
investigar la alquitacién de los nucledsidos en esta parte de molécula y para la
comprension de los procesos quimicos y bioquimicos que ocurren en la alquilacion

de los acidos nucleicos.®®
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25 Estereoquimica

Las publicaciones en el siglo XIX de Van't Hoff y Le Bed, intentando explicar
la asimetria molecular, deducida por Pasteur afios antes, marcaron el principio de
la estereoquimica. Este campo de estudio se define como la parte de la quimica
que estudia las estructuras moleculares en tres dimensiones. Uno de los aspectos
de la estereoquimica es el estereoisomerismo, ver figura 10; los isomeros
{compuestos de igual formula molecuiar) que difieren entre si solo en la forma en
que los atomos estan orientados en el espacio son llamados estereoisémeros. La
quiralidad es un atributo geométrico, consecuencia de esa orientacion de los
atomos en una molécula. Una molécula presenta quiralidad cuando no puede
superponerse a su imagen especular. Los esterecisébmeros de un compuesto
quiral se denominan enantidmeros y poseen la misma energia interna. Los
estereoisémeros que no son enantiomeros son denominados diasteroisémeros y

no posen la misma energia interna.>®
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peculares. Presanan propiedades fisicas
dilerantas y algunas dfarancias en su com-
poriamiont quimica.

Fig.10: Terminologia basica de estereoguimica

El estudio de la disposiciobn espacial de los atomos que componhen las
moléculas y el cémo afecta esto a las propiedades y reactividad de dichas
moléculas se convierte en un punto central. La estereoquimica proporciona
conocimientos importantes para la quimica en general ya sea inorgdanica, organica,

biologica, fisicoquimica o quimica de polimeros.
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Biolbgicamente, la forma de las moléculas es de importancia para el
reconocimiento y funcionamiento de los sistemas enzimaticos. Moléculas con
idéntica conectividad en sus atomos pero diferente orientacién de ellos en el

espacio pueden tener propiedades y efectos muy diferentes.

2.5.1 Diasteroisomeros

Son moléculas que se diferencian por la disposicion espacial de los grupos,
pero que no son imagenes especulares. Para que dos moléculas sean
diasteroisomeros es necesario que al menos tengan dos centros quirales, un
centro quiral es un atomo de carbono con cuatro sustituyentes distintos. En uno de
los centros los sustituyentes estan dispuestos de forma similar en ambas
moléculas y en el otro deben cambiar.

Los diasteroisémeros tienen propiedades quimicas similares, puesto que
son miembros de la misma familia; sin embargo, esas propiedades no son
idénticas. En la reaccion de dos diastereoisébmeros con una sustancia
determinada, ni los dos conjuntos de reactivos ni los dos estados de transicién son
imagenes especulares, por lo que salvo por pura coincidencia no seran de
energias iguales. Los valores de las E.y seran diferentes, lo mismo que las
velocidades de reaccion.™

Los diasteroisdmeros tiene propiedades fisicas diferentes: distintos puntos
de fusion y de ebullicién, solubilidades en un disolvente determinado, indices de
refraccion, etc. También difieren en la rotacién especifica: pueden tener igual o
diferente signo de rotacién y algunos ser inactivos. En la perspectiva de obtener
nuevos farmacos es importante contemplar la configuracién estructural debido a
gue es preferible obtener un esterecisémero puro que una mezcla de los
diasteroisomeros. Los analogos de nucledsidos presentan una gran complejidad
estructural, lo cual se ve relacionado directamente con la interaccion enzimatica y

la contribucion de los efectos farmacolégicos.*’
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2.5.2 Aplicaciones de la formacion de diasteroisémeros

La formacion de diasteroisomeros puede ser (til en la resolucion de
enantiomeros. La induccion asimétrica implica un procesco donde los
estereoisomeros posibles de una unidad quiral, se formen en cantidades
diferentes. El método empleado para determinar la estereoselectividad de una
reaccion, es el que resulta de medir el exceso enantiomérico {(ee), o el exceso
diasteroisomérico (ed). El caso ideal es cuando se produce sélo uno de los
estereoisémeros posibles, a este tipo de reaccion se le llama enanticespecifica.
En las uGltimas décadas la induccion asimeétrica usando un catalizador en fase
homogénea que posea al menos un centro quiral, se ha convertido en una
herramienta muy importante para la quimica organica. Este método es conocido
como catalisis asimétrica y se basa en el empleo de un auxiliar quiral que
promueva la formacidén de nuevos centros guirales en el producto final, y que dicho
producto se obtenga con un exceso enantiomérico en la configuracion deseada y
que el auxiliar o catalizador pueda ser recuperado sin alteraciones al finalizar la

reaccion.*?

Debido a sus propiedades particulares, los compuestos que poseen centros
estereogénicos tienen multiples aplicaciones tanto en la ciencia como en
tecnologia que van desde la obtencion de farmacos vy la preparacién de nuevos
materiales, hasta su aplicacion en catalisis asimétrica. En farmacologia las
sustancias quirales son muy importantes debido a que los farmacos con actividad
biologica actian en el organismo por medio del reconocimiento molecular, lo
anterior significa gque los receptores celulares son capaces de diferenciar
moléculas muy semejantes que posean algun grupo funcional distinto o distinguir
entre isomeros con diferente configuracion, reconociendo Unicamente al que tiene

la estereoquimica adecuada.*
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2.6 Métodos analiticos para la determinacion de excesos

enantioméricos y diasteroisoméricos.

La determinacién de configuraciones absolutas de compuestos organicos es
un importante objetivo tanto de los investigadores en productos naturales como de
los dedicados a la sintesis organica; en los ultimos afios, por el marcado interés en
el desarrollo de secuencias sintéticas enantioselectivas y por la introduccién de un
cierto numero de farmacos quirales, se incrementd notablemente la necesidad de
determinar ia composicién enantiomérica de los productos sintéticos obtenidos o
los productos naturales aislados. A pesar de que el nimero de productos aislados
de fuentes naturales, y provenientes de sintesis asimétricas va en continuo
aumento, la disponibilidad de una cantidad suficiente de muestra para la
determinacion de sus estructuras, incluyendo configuracion relativa y absoluta, es
en muchos ambitos cada dia menor, de ahi que el empleo de técnicas que
permitan un analisis rapido, confiable, no destructivo y que requiera un cantidad
minima de muestra es indispensable en la actualidad.*

La meta de una induccion asimétrica es la obtencidn de uno de los
enantibmeros con un gran exceso sobre el otro. Por esta razén después de una
reaccion |0 que se mide es el exceso enantiomérico. Para determinar cual es el
exceso de un enantibmero sobre el otro, se emplean ademas del método clasico
de polarimetria, nuevos metodos: a) Cromatograficos con columnas quirales y b)
De resonancia magnética nuclear (RMN). El desarrollo de métodos alternativos a
la polarimetria se debe a las limitaciones que esta presenta.

En funcibn de |o anterior, es necesario sefialar que tanto los métodos
cromatograficos como los de RMN han demostrado ser muy eficientes en la
determinacion del exceso enantiomérico. Mientras que los métodos de
cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) o cromatografia de gases (CG),
utitizan columnas quirales para la separacién de los enantiémeros, los métodos de
espectroscopia de RMN estdn basados en el empleo de reactivos de
desplazamiento denominados CSR (Chiral Chemical Shift) por sus siglas en

Inglés.*®
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2.7 Bioconversion y biocatalisis

La obtencion de enantiomeros 6pticamente puros de intermediarios quirales
ha tomado mayor importancia en el desarrollo de ingredientes farmacéuticos
activos. La generacion de enantibmeros puros puede ser producida por
compuestos quimicos o sintesis quimio-enzimatica. La biocatalisis a menudo
ofrece ventajas sobre la sintesis quimica, por el hecho de que las reacciones
catalizadas por enzimas son a menudo altamente enantioselectivas vy
regioselectivas, se llevan a cabo a temperatura ambiente y a presion atmosférica,
evitando asi el uso de condiciones mas extremas que pueden causar problemas
como: isomerizacion, racemizacién o epimerizacion. Las células microbianas y las
enzimas aisladas pueden ser inmovilizadas y ser a su vez reutilizadas durante
varios ciclos. Ademas, las enzimas pueden ser sobre expresadas para que los
procesos biocataliticos sean econédmicamente mas eficientes. Asi las herramientas
de biologia molecular, incluyendo intercambio de genes y la evolucion dirigida de
biocatalizadores, puede conducir a una mayor actividad enzimatica, selectividad y
estabilidad.”® La biocatalisis es una tecnologia clave en la sintesis de productos
quimicos y farmacéuticos Opticamente puros, compuestos farmacol6gicamente
activos desarrollados mediante incorporacion de métodos de sintesis biocataliticos
estan involucrados en el tratamiento de enfermedades como el VIH, las
enfermedades del corazén, cancer, diabetes e infecciones bacterianas como la
tuberculosis.

En el siguiente diagrama de flujo, una bioconversion se da por la
participacién del biocatalizador (células microbianas, vegetales y animales, o
enzimas aisladas) este método consiste en la produccidn del biocatalizador
seguida de su uso en la reaccién de interés y la posterior purificaciéon del producto
ver figura 11.%” La implementacién de un nuevo proceso de bioconversion, por lo
tanto, requiere de una cuidadosa seleccion del biocatalizador y |a metodologia de

purificacién durante el desarrolio del proceso.
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Fig.11: Procedimiento de bioconversién.

En el diagrama, las flechas continuas representan ios pasos involucrados
en un proceso que utiliza un biocatalizador con células completas. Las flechas
punteadas indican las opciones para el uso de un biocatalizador enzimatico
aislado o mejora de los biocatalizadores (células completas o enzima aislada) por
técnicas genéticas.

La sintesis de farmacos quirales esta ganando mas importancia a medida
gue se van elucidando nuevos conocimientos sobre [as propiedades individuales
de sus enantiémeros. En algunas circunstancias (el costo prohibitivo o |a falta de
un catalizador quiral adecuado) la biocatdlisis asimétrica, utilizando ya sea
enzimas aisladas o células completas, puede ser util para la preparacién de
bioconversiones quirales.”® Las biotransformaciénes también han encontrado
aplicacién en la preparacion de compuestos donde la transformacion quimica es,
hasta ahora, imposible. Adicionalmente, cuando el biocatalizador, el
microorganismo o bien la enzima aislada, estan inmovilizados son susceptibles de
ser reutilizados sin presentar una pérdida de sus propiedades cataliticas. Ademas,
las enzimas libres pueden estar en solucidon, en un reactor de membrana, como
suspension, “cross-linked” ¢ inmovilizadas. El medio de reaccidon puede ser

acuoso, organico o en dos fases.* %
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2.7.1 Ventajas y desventajas de la biocatalisis

Ventajas

Son mas amigables con el ambiente (generalmente se llevan a cabo en
medios acuosos, los desechos son biodegradables).

Condiciones suaves de reaccion (generalmente se llevan a temperatura
ambiente y presion atmosférica, con un consumo energético minimo).
Combinacién de reacciones (se puede llevar a cabo mas de una reaccion
en el mismo procesc de biotransformacién, utilizando un microorganismo
con un adecuado sistema enzimatico, o mediante conversiones
escalonadas utilizando diferentes microorganismos).

Especificidad del sustrato (las enzimas catalizan solamente la
transformacion de un tipo de sustrato).

Quimioselectividad: es la reaccién preferencial de una enzima sobre uno de
dos 0 mas grupos funcionales diferentes.

Especificidad de sitio (regio-especificidad); una reacciéon enzimatica regio-
selectiva es aguella en la cual la formacién o ruptura de un enlace ocurre
preferencialmente sobre todos los otros sitios posibles.
Esterecespecificidad: en presencia de una mezcla racémica como material
de partida, solamente un enantiémero es convertido.

Las biotransformaciones también encuentran aplicacién en la preparacién
de algunos compuestos en los que la transformacién quimica, por el
momento, no son viables.

Permite llevar a cabo diferentes reacciones quimicas sin la necesidad de

pasar por etapas de proteccién y desproteccion. >

Desventajas

El empleo de altas diluciones y el uso de cofactores costosos.
Limitada estabilidad térmica y su incompatibilidad con algunos disolventes

Organicos.
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- En algunos casos los procesos de biotransformacion tienen rendimientos
bajos.

- Altos costos de implementacién de los procesos a escala industrial.*

2.7.2 Biocatalizadores

Como ya se menciond, las enzimas son catalizadores biolégicos por ello
son capaces de catalizar y de favorecer diversas reacciones que son utilizadas
para la sintesis, modificacién y degradacion de una gran diversidad de
compuestos organicos. Cada enzima tiene un mecanismo de accién unico, los
sustratos se encuentran en concentraciones miles de veces mayores que las de la
enzima en una reaccion tipica, de este modo, cada molécula de enzima cataliza la
conversion en producto de varias moléculas de sustrato. La regidén en donde se
lleva a cabo el acoplamiento y asi mismo la catdlisis es denominado centro activo
y la union con el sustrato da origen a la formacién del complejo enzima-sustrato
(ES) y el sustrato es convertido a producto. La conformacion estructural
enzimatica es determinante para que se lleve a cabo la unién en el centro activo
con el sustrato. Cambios de temperatura, pH o salinidad, provocan la
desnaturalizacion de la enzima y con ello pérdida de funcionalidad.®? 2

En el centro activo se efectian diferentes tipos de reacciones tales como la
formacion de uniones carbono-carbono, enlaces tipo éster, saturacion e
insaturacién de enlaces carbono-carbono, reacciones de oxidacién, entre otras, las
cuales dependen del tipo de enzima y el sustrato en cuestion. Cuando se lleva a
cabo la reaccion, se libera el producto del centro activo y la enzima queda
disponible para unirse a otra molécula de sustrato e iniciar nuevamente el proceso,
por lo tanto como las enzimas no se consumen en el proceso, es decir se
reutilizan, la cantidad que se requiere es muy baja.

La tabla 1 resume, de un modo general, el sistema de clasificacion de
enzimas normalizado por la International Union of Biochemistry and Molecular

Biology (IUBMB). Para la clasificacidén completa de un biocatalizador, ademas de
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la nomenclatura descrita, se deberd indicar la fuente de la enzima y el soporte si

se encuentra inmovilizada.>°®

Tabla.1. Clasificacion sistematica de las enzimas segun la [UBMB.

Clase Reaccion que eatalizan Subclase
EC 1 Qxidaciones, Indica grupo oxidado en el dador de hidrégeno
oxidorreductasas reducciones
EC 2 Transferencia de @upo Indica el grupo que se transfiere
transferasas funcional
EC 3 Hidrélisis Indica el tipo de enlace que se hidroliza
hidrolasas
EC4 Adicién/eliminacién ne  Indica 2l enlace que se forma o rompe
liasas hidrolidca
EC 5 Isomerizaciones Indica el tipo de isomerizacion
isomerasas
EC6 Formacidn de enlaces Indica el tipo de enlace que se forma
ligasas con consumo de ATP

Las enzimas se pueden usar de dos formas:

1.- Enzimas aisladas: enzimas purificadas o inmovilizadas sobre diversos
soportes, lo cual permite emplear medios con una minima cantidad de agua,
haciéndose asi posible el uso de una mayor variedad de sustratos.

2.- Células completas: al emplear este método se dispone como ventaja que los
cofactores son reciclados por el propio sistema celular. La principal limitacion
reside en la necesidad de que el sustrato sea soluble en medios acuosos y sea
captado al interior de la célula. Ademas de que no se requiere, en este caso, de la

purificacién de enzimas que generalmente representa costos elevados.”

2.7.3 Oxinitrilasas

Dado que se desea formar una unién C-C se emplean liasas, las cuales son
enzimas que forman enlaces por mecanismos distintos a la hidrélisis o la
oxidacién. En este caso las mas empleadas son las oxinitrilasas las cuales tienen
la capacidad de incorporar cianuro de hidrogeno en aldehidos, cetonas y

metilcetonas, para dar a-hidroxinitrilos enantiopuros (cianchidrinas), las cuaies son
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intermediarios importantes en la sintesis de compuestos con actividad biolégica
como farmacos y agroguimicos.
Las enzimas conocidas como oxinitrilasas o hidroxinitril liasas han sido
encontradas en varias plantas, algunas inducen a la obtencién de (R)-
cianohidrinas como son las: almendras, lino, manzana, cereza, durazno y ciruela,
pero existen otras variedades que generan la formacion de (S)-cianohidrinas como
son: la mandioca, cafa, sauco negro, sorgo, hongo de la corteza y arbol de
caucho. La actividad catalitica es muy dependiente del pH del medio de Ia
reaccion, con un optimo a pH 5.5; se ha demostrado que la reduccién del pH del
medio de reaccion o el empieo de disolventes organicos disminuye la biocatalisis
de la adicidén del ion cianuro, pero aunque presente una reduccion se muestra una
alta enantioselectividad . *°

Hasta hace poco, la uUnica fuente de oxinitrilasas eran los productos
naturales ya indicados. Sin embargo, las enzimas aisladas de Hevea brasiliensis,
Manihot esculenta y Linum usitatissimum se han logrado sobre expresar
exitosamente en varios microorganismos, logrando corroborar la catalisis en la

formacion de (S)-cianohidrinas.®

2.8 Cianohidrinas

Las cianohidrinas o a-hidroxinitrilos son compuestos de caracter
multifuncional por o que ofrecen una amplia variedad de posibilidades sintéticas,
siendo precursores de un gran numero de productos de alto valor agregado ver
figura 12. Ocupan un lugar importante en disciplinas como la quimica y la
biologia. Por un lado, ias cianohidrinas tienen un considerable potencial como
bloques de construccidn quirales en la sintesis organica y por otro, con los
hallazgos de la historia enzimatica se ha demostrado que es una de las primeras
moléculas en la tierra prebidtica, lo anterior ha aumentado nuestra comprension y
permitido la produccion y utilizacion de cianchidrinas enantioméricamente

enriquecidas.*'
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Fig.12: Formacion de productos de alto valor agregado a partir de cianohidrinas

enantiopuras.

2.8.1 Sintesis quimica de cianohidrinas

La adicién de i6n cianuro a aldehidos o cetonas produce a-hidroxinitrilos o
cianohidrinas. Mientras que la adicién directa de HCN es cominmente utilizada en
la industria, otros métodos también son utilizados, sobre todo a nivel laboratorio,

ver figura 13.

im MeayC(OHICM RO CON i B AICN
ermreE—— I-’X - .
R R R2 a o al R
i EyOBF,
/D;,c RLCOCN i TMECHN

,ﬁ\ LiCHN
R Rz J\ B0
R R2 Et

Fig.13: Métodos de formacién de cianohidrinas racémicas y adicion nucleofilica de 'CN a

compuestos carbonilicos.
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Las anteriores reacciones de preparacion de cianohidrinas son las mas comunes:

1) Adicion de una solucidon acuosa de la sal del cianuro a una solucién def
sustrato en acido acético.

2) Reaccién con cianuro de trialquilsilanos, para producir derivados de
cianohidrinas O-sililtrialquiladas. En esta reaccién se emplean como
catalizadores yoduro de zinc, |a cianohidrina protegida se lava con HCI.

3) Eter corona-18 con cianuro de potasio.

4) A través de una transcianacion, que se lleva a cabo a partir de la
cianohidrina de la acetona en condiciones basicas, se cataliza Ia
descomposicion de la cianohidrina de la acetona a propancona y acido
cianhidrico, lo que permite formar una nueva cianchidrina. Se ha
encontrado recientemente que los alcdxidos de lantano (lll) son
catalizadores efectivos para esta reaccion, posiblemente debido a su

caracter fuertemente basico.

Con bases y acidos de Lewis en la reaccién de trialquilsiliicianacion, se pueden
obtener cianohidrinas protegidas con una variedad de compuestos carbonilicos,
incluyendo cetonas impedidas estéricamente, compuestos a,B-insaturados,
cetonas facilmente enolizables y cetonas sensibles a acidos.

Existen otros métodos empleados para la preparaciéon de cianchidrinas pero sin

embargo estos son usados con menor frecuencia.5*

2.8.2 Sintesis biocatalitica de cianohidrinas

Como ya se ha comentado en la reaccion de transcianacién, la cuai
consiste en la utilizacion de la cianohidrina de la acetona como fuente de cianuro
en la sintesis de cianchidrinas, existe la posibilidad de realizar la reacciéon
mediante biocatalisis, empleando oxinitrilasas y obteniendo cianohidrinas quirales.

Esta reaccion es un proceso reversible que consta de dos pasos, ver

figura 14, en el primero se produce la liberacion de acido cianhidrico desde la
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cianohidrina de la acetona y en el segundo, éste se consume en |a formacién de la

cianohidrina dpticamente activa a partir del correspondiente aldehido 6 cetona.

N OH Ommtnl:asa 0
o espontdneo | +  HeN
< //\
HO
'ﬂ R-Oxinitrilasa
+ HCN CN
R/\H -

Fig.14: Reaccion reversible de transcianacion enzimatica para obtener cianohidrinas

6pticamente puras.

En este equilibrio, la concentracidon de acido cianhidrico es critica, debe ser
lo suficientemente alta como para generar una reactividad razonable en el
proceso, pero un gran exceso de acido cianhidrico provocaria la adicidon
espontanea (quimica) no la enzimatica, con lo cual disminuiria la selectividad de la
reaccion de adicion e incluso podria producirse la inhibicion de la enzima. La
velocidad de formacion de &cido cianhidrico a partir de la cianohidrina de la
acetona se incrementa al aumentar el pH del medio, por lo que el control del pH va

a ser fundamental para el desarrollo de las reacciones de transcianacion.

En los sistemas bifasicos, donde se llevan a cabo las reacciones de
transcianacién enzimatica, tanto los sustratos como los productos van a estar
repartidos entre la fase organica y la fase acuosa. Este reparto va a tener
influencia en la pureza optica de las cianchidrinas obtenidas. Experimentalmente
es conocido que los excesos enantioméricos de las cianohidrinas son menores a
mayor caracter hidrofilico del aldehido de partida, pues cuanto mayor sea el
contacto con la fase acuosa, mayor sera la adicibn no enzimatica de acido

cianhidrico.%?

32



La adicién de HCN a un compuesto carbonilico catalizada por oxinitrilasas,
para la obtencién de cianohidrinas opticamente puras, es un proceso de interés

farmacéutico.®®
2.9 Hidrélisis quimica de nitrilos

La hidrélisis de nitrilos es el método mas usado para la obtencion de amidas
0 acidos carboxilicos, las amidas pueden considerarse como derivados acilados
del amoniaco o de aminas. Los métodos clasicos para preparar una amida, es la
hidrélisis empleando condiciones acidas (p.ej. H.S04) o basicas (p.ej. KOH) dando

una reaccion irreversible.®

La hidratacién de nitrilos ha tomado un gran auge tanto en fa industria como en
farmacologia, debido en gran parte a los derivados activos que se obtienen.®® Sin
embargo se debe tener en cuenta las complicaciones que conlleva la obtencion de
la amida por hidrolisis, ya que se presenta la posibilidad de formar el acido no
deseado y el empleo de condiciones de reaccidn acida o basica extremas. Se han
reportado diversos procedimientos para evitar la hidrélisis de la amida, sobretodo
empleando combinaciones acidas, otras técnicas incluyen el empleo de agentes
oxidantes a temperatura ambiente como el H,O, en medio organico (DMSQO). Sin
embargo los rendimientos obtenidos suelen ser bajos y los tiempos de reaccién

son muy largos. %
2.10 Oxidacioén quimica de alcoholes

La oxidacion de un alcohol implica |la pérdida de uno 0 mas hidrégenos del
carbono enlazado al grupo -OH. El tipo de producto que se genera depende del
numero de hidrégenos que tiene el alcohol, es decir, si es primario, secundario o
terciario. Los alcoholes primarios dan aldehidos o &acidos carboxilicos, y los

alcoholes secundarios producen cetonas, mientras que por otro lado fos alcoholes
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terciarios no reaccionan con la mayor parte de los agentes oxidantes, ver figura
15.

Entre los agentes mas comunes que se utilizan a nivel laboratorio se
encuentran los cromatos (CrO;, NaxCr.07, KzCr,07), 0 permanganato de potasio
(KMnOy,), sales de Ni** y Co®* en NaOCI; aire sobre Ag,O en medio alcalino; H,0,
en medio alcalino, entre otros.5” %

La generacién del respectivo aldehido es realizada con la finalidad de formar un
grupo carbonilo, {C = O), uno de los grupos funcionales mas importantes y versatil

en quimica organica.

OH 0
& -Hy I
il R™ "H

Fig. 15: Reaccion de oxidacion para la obtencidn de aldehidos.

Se presenta el problema con los alcoholes primarios de que el aldehido se
oxida con facilidad al acido correspondiente.

E! acido 2-iodoxibenzoico (IBX) ha atraido una gran atencién principalmente
por su utilidad sintética como oxidante, aspecto que fue reportado en 1994 por
Frigerio y Santagostino.®® El IBX ha sido ampliamente empleado en sintesis
organica como reactivo altamente selectivo y con condiciones de reaccion suaves
para la oxidacion de alcoholes a compuestos carbonilicos, asi como para una gran
variedad de trasformaciones oxidativas sintéticamente Utiles. Siendo este
compuesto el representante mas importante del yodo pentavalente, fue preparado
por primera vez en 1893 por Hartman y Mayer. Inicialmente fue obtenido a partir
de! acido 2-iodobenzoico con bromato de potasio, pero esto le conferia un caracter
altamente explosivo. En 1999 se reportd un método practico y seguro para su
preparacion empleando para ello el acido 2-iodobenzoico y peroxido de hidrégeno
a 70°C.”° Los aldehidos dan adiciones nucleofilicas con mayor facilidad que las

correspondientes cetonas y es la reaccion mas caracteristica de este tipo de
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compuestos y la adicion de ion cianuro, catalizada por acido, se emplea para

generar cianohidrinas y sus derivados.

2.11 Analisis estadistico de los resultados

2.11.1 Analisis de varianza.

En la mayoria de los experimentos se estudia el efecto de una o mas
variables independientes sobre una respuesta. Las variables independientes
controlables en un experimento reciben el nombre de factores, y el nivel de
intensidad de un factor se denomina nivel del factor.

Como el nombre lo indica, el procedimiento de analisis de varianza o
ANOVA (del Inglés analysis of variance) consiste en analizar la variacion que hay
en un conjunto de respuestas y asignar porciones de esta variaciéon a cada
conjunto de variables independientes. Esto implica que las variables de respuesta
cambian como consecuencia de la variacion de un conjunto de variables
independientes, algunas de valor desconocido. Ei objetivo del analisis de varianza
consiste en localizar las variables independientes importantes y determinar cémo
afectan la respuesta.

En el procedimiento del analisis de varianza se divide la suma de los
cuadrados de las desviaciones, denominada suma total de los cuadrados de las
desviaciones, en partes, cada una de las cuales se atribuye a una de las variables
independientes del experimento y se afade un residuo relacionado con el error

aleatorio.

2.11.2 Distribucion de t de Student.

Se le denomina distribucién de t, a las distribuciones de medias en las que
se emplea la desviacion estandar de la muestra. Al igual que con la distribucién

normal estandar o distribucion z, la distribucién { también es simétrica, pero su
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desviacion estandar es amplia. El tamafio exacto de una desviacion estandar
depende de un concepto complejo, relacionado con el tamafio de la muestra
llamado grados de fibertad, el cual se relaciona con el nimero de veces que se
usa la informacion de la muestra. Debido a que esta se usa una sola vez para
estimar la desviacion estandar.

Las hipotesis o suposiciones para aplicar la t de Student son que en cada
grupo la variable estudiada siga una distribucién normal y que la dispersion en
ambos grupos sea homogénea (igualdad de varianzas). Si no se verifica que se
cumplen estas premisas los resultados de la prueba ¢ de Student no tienen
ninguna validez. Por otra parte no es obligatorio que los tamafios de los grupos

sean iguales, ni tampoco es necesario conocer la dispersién de los dos grupos.”

2.12 Formacion de un nuevo centro estereogénico y esquema de
sintesis a estudiar en este trabajo.

El desarrollo de derivados nucleosidicos utiles para la sintesis de
compuestos farmacoldgicamente activos representa un avance tecnologico
importante; la generacion de un nuevo centro estereogenico en una molécula que
ya posee centros quirales, incrementa el numero de esterecisémeros. Por ello es
importante desarrollar procedimientos sintéticos para lograr una induccién
asimétrica, hemos seleccionado a la biocatalisis para inducir el enriquecimiento de
alguno de los estereoisomeros o bien, en el mejor de los casos, la obtencion de
solo uno de ellos. Es muy significativo el desarrollar la obtencion de intermediarios
optimamente puros en la busqueda de derivados de nucledsidos de inosina, por
vias quimio-enzimaticas, asi como el desarrollar los métodos analiticos que

ayuden a detectar y cuantificar a dichos compuestos.’

Partiendo del compuesto 2’ 3'-O-isopropilideninosina (1), se buscara
generar un nuevo centro estereogenico en la molécula. Planteandose la siguiente
ruta de sintesis a explorar, para ello el compuesto (1) sera oxidado al aldehido

correspondiente, ver figura 16, el compuesto cuenta con cuatro centros quirales
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preestablecidos y se estudiara la formacion de un nuevo centro estereogénico, y
estos diasteroisbmeros se analizaran para ver con qué porcentaje de exceso
diasteroisomérico (% ed) se logra inducir, via una biocatalisis, por !0 que sera
necesario también el estudiar el porcentaje de producto obtenido por sintesis

quimica.

QO
I I

L S
/ _OH N)
ﬁq’ iy w
1)CH;CN, 80 °C
% >\/

CH;
Zz, 3‘-0450 propilideninosina Y-desoxi-2’, 3’ Oﬂsopmpllldenﬁ‘—oxo-inos ina

1) (2)

Fig. 16: Ruta de sintesis para la obtencién del compuesto 5'-descxi-2',3'-O-isopropiliden-
5’-oxo-inosina (2).

Una vez obtenido el aldehldo y conociendo que se puede generar a partir
de este una cianohidrina se plantearon las siguientes rutas de sintesis a estudiar,

ver figura 17.

0 Sintesis Quimica 0
/N J\NH )NH,Cly NaCN {H.0). N /N NH
. CL Voo
) N N 0 N N/
g w0
N TP o
HiC ety Sintesis Biocatalitica Hac\(CH
§-dv30x-7,3-O-isopropiiden-5'-0xo- > yyon S‘S-dmo-lmd
inosina (2) i) Oxintrilasas [mamey, almendra, ' OopropiLden ™
ciruel, ete), (3)

ANuevo centro quiral formado

Fig. 17: Rutas de sintesis para la obtencion del compuesto 2',3'-O-isopropiliden-5'-ciano
inosina (3).
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Asimismo se estudiara la transformacion a un derivado mas estabie, la

amida correspondiente, mediante |a siguiente ruta de sintesis de la figura 18.

‘|’| ﬁ
N
// " "
HO

i)NH,Cly NaCN {Hp) iyH.0;

HaC CH, |-|3c CHy HyC ey
5'-desoxi-2’ I-O-sopropliden-5-oxo- 2" 3'-O-isopropilide n-5'-dlano-InosIna 1-{¥" 3"-0-isopropiliden-o-L-talofuranosiluronamida}-

inosina (2) (3) Hipoxantina {4)

Fig. 18: Ruta de sintesis para la obtencién del compuesto 1-(2°,3'-O-isopropiliden a-L-
talofuranosiluronamida)-hipoxantina (4).

2.13 Aplicaciones potenciales de la biocatalisis en la formacion

de derivados de inosina

A continuacion se describen tres posibles extensiones del presente
proyecto hacia la obtencién de nucledsidos mas funcionalizados de interés
farmacéutico, donde se puede aplicar la metodologfa que deseamos desarrollar en
la generacién de un nuevo centro estereogénico.

1. Los nucledsidos de purinas han presentado actividad tanto en la
quimicterapéutica contra el cancer, como en actividad antiviral, por ejemplo la 2-
acetonilinosina, nucledsido cuya purina exhibe una relevante actividad antiviral
(indice terapéutico >1000) contra el ARN del virus del género Bunyavirus. Lo que
ha llevado al desarrollo de derivados sustituidos en las posiciones 2, 6 y 8 de la
base, intentando obtener no solamente una mayor estabilidad a la degradacién
enzimatica, sino también estudiando las alteraciones que ocurren en las
interacciones de unién con los receptores, buscando asi encontrar diferencias
entre las enzimas humanas y las virales, lo que es de suma importancia en
quimica organica y medicina, algunas de estas modificaciones se muestran en la
figura 19.° Con base en lo anterior, es de interés estudiar la preparacion de

analogos estructurales de estos compuestos partiendo del producto obtenido de
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manera estereoselectiva por biocatalisis del aldehido en 5" de |a inosina protegida
con el HCN y posterior hidrélisis.”* Lo anterior nos permitiria obtener un derivado
funcionalizado en 5 como por ejemplo una a-hidroxiamida, por supuesto que la
reaccion biocatalitica de adicion de HCN con otra base como guanosina, (6-NHj)

seria otro substrato a considerar para explorar en un futuro.

e ci
N =8 MmN
¢ f" IK,J\
AcO N H//l - AcO o <N N SnBu,
o —_——
QAc QOAC

(&)
GLIE e

HO - AcO N
i‘)# - 1 __.o: E

OH OH GACc OAG

10 o

Fig.19: Desarrollo de derivados sustituidos en las posiciones 2, 6 y 8 de los nucledsidos
de purina.

2. Recientemente se ha desarrollado una ruta enzimatica para preparar
derivados de inosina de manera estereoselectiva utilizando la conocida reaccién
de deaminacion de derivados en (5'RS) de adenosina. En esta reaccion no
interfieren los patrones de sustitucién en 5° o las protecciones de los alcoholes 2' y
3 de la ribosa con la enzima utilizada, observandose que reacciona
preferentemente el diasteroisomero (5'S), quedando sin reaccionar el (5’R)-
adenosin derivado.”> "® Esto permitiria el estudio de nuevos grupos por la
presencia de sustituyentes en 5 que modifiquen al alcohol primario por un alcohol
secundario mas funcionalizado. Se ha demostrado que es necesaria la presencia
del alcohol en &', para la correcta unién en el estado de transicion con la enzima
adenosin deaminasa (ADA, EC 3.5.4.4.),° pero la enzima adenil deaminasa
(AMPDA, EC 3.5.4.6) puede aceptar grupos distintos a OH en &', tales como: Ng,
Cl, H, SCHs, OCOCH,, figura 20.° Esto nos motiva a suponer posibles

aplicaciones de la ruta biocatalitica que estudiaremos en este trabajo con
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derivados de adenosina y su posterior transformacion a los sustratos obtenidos en

esta secuencia de biocatalisis, estudiando el efecto de un grupo nitrilo en 5.

NH, OH NH,
% “‘-"/g,]” <’N"1|) 3 JfL )
o ~ P
o, n NN nolg NN OH
:o\ AMPDA 0. :
o0 )
< o<

{R.5)3bc R= CHy. CgH, ' (8)-4b,e (R)-3bc
Fig.20: Ruta enzimatica de derivados de inosina.

3. En la busqueda de compuestos que presenten actividad como inhibidores
del crecimiento de células cancerosas, se han preparade compuestos derivados
de inosina remplazando al alcohol en 5', por grupos: amino y tiol. Se conocen la
existencia de inosin y adenosinguinasas en células de mamiferos, ambas han
mostrado inhibicién en sistemas bacterianos y por supuesto en mamiferos estos
efectos son atribuidos a la conversion in vivoe (por una fosforilacion) a un
nucledsido 5'-substituido, via la accidén enzimatica de las quinasas, los cuales
pueden ser los responsables del efecto inhibitorio.””

Una molecula que ha generado un considerable interés por el nimero de
efectos en el metabolismo celular, es la denominada AICAR (5-aminoimidazol-4-
carboxamida-1-B-D-ribofurangsida), también conocida como AICA ribosita ©
acadesina, ver figura 21. Se asume que es fosforilada y mimetiza los efectos del
nucleédtido adenosina (AMP) y activa la proteina quinasa (AMPK), una enzima
sensible al balance energético en mamiferos y controla el metabolismo de
glucosa y lipidos. De aqui que AICAR se considere un AMPK activador y sea
prometedor en enfermedades metabdlicas como diabetes tipo 2 y en obesidad,
dénde la glucosa juega un papel importante. Se ha demostrado que en células
cardiacas, AICAR coadyuva a la recuperacion del corazén después de una

isquemia, si bien el mecanismo de accion no es conocido.’®
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Ya que AICAR es preparado por reaccién de inosina protegida, ver figura
22, ta posibilidad de emplear los derivados obtenidos, protegidos adecuadamente
en el carbono 5', generaria por una secuencia similar nuevos compuestos con
potencial actividad biolégica al tener el grupo alcohol a ser fosforilado y poseer un

nuevo centro estereogénico para estudiar sus implicaciones.

o

N
o ¢
N R* NT S NH
v l NH; O H
Ho o N"NH,
HO OFR
Z2R=H R =
HO OH =H R7=MNy

IR =H, R" = NH;
1: AICAR 4. R'=H, R" = OBn
6: R' = Me, R* = OH
8: R'= Bu, R" = OH
7:R'=HBn, R" = OH

Fig.21: Estructura de AICAR 1 y sus derivados 2-7.

0 0 0 0 0, 0 RO OR
X >2< >3< 4:RR = C{CH:

iv|:
5:RaR'sH

=,

Mem = CH,OCH,CH,OMe

Fig.22: Preparacion del compuesto AICAR a partir del compuesto (1).

Luego de la construccidon del marco tedrico del proyecto, se procede a llevar a la

practica los conceptos anteriormente planteados.

41



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En esta investigacion se utilizaran enzimas oxinitrilasas, liasas que tienen
la capacidad de incorporar o desincorporar un grupo ciano en un aldehido, bajo la
forma de polvos aceténidos de las semillas siguientes: almendra (Prunus dulcis),
capulin (Prunus serotina), cereza (Prunus avium), ciruela (Prunus domestica),
durazno (Prunus persica), guanabana (Annona muricata) y mamey (Pouteria
sapota). Dependiendo de la fuente de la oxinitrilasa, la temperatura y el pH entre
otros factores a considerar, el ataque nucleofilico del ién cianuro podra darse por
una cara u otra del compuesto carbonilico, obteniéndose un nuevo centro
estereogénico. De este modo es relevante desarrollar procedimientos sintéticos
por biocatalisis para lograr una induccidén asimétrica, que permita el
enriquecimiento de alguno de los esterecisomeros o bien la obtencién de uno de
ellos. Por ello seria significativo realizar la obtencién de intermediarios en busca
de la preparacién quimica y biocatalitica de derivados de nucledsidos de inosina,
asi como desarrollar los métodos analiticos que ayuden a detectar y cuantificar

dichos compuestos.

El desarrollo de derivados nucleosidicos utiles para la sintesis de
compuestos farmacologicamente activos representa un avance tecnologico
importante. Entre los compuestos utilizados como intermediarios para la sintesis
de antibiéticos, antimicoticos, antivirales y anticancerigenos se encuentran los
derivados de inosina. El empleo de biocatalizadores, representa un avance
importante en la busqueda y desarrollo de derivados nucleosidicos con actividad
biolégica. En los Ultimos afos hay una creciente tendencia en la utilizacién de los
farmacos quirales enfocandose a un Unico esterecisémero, por lo general un
enantibmero en lugar de mezclas racémicas, pero también en moléculas mas

complejas a usar preferentemente un diasteroisémero.



4. HIPOTESIS

Se podra inducir la obtencién de uno de los diasteroisémeros de derivados
nucleosidicos de inosina, al estudiar el efecto biocatalitico de oxinitrilasas

provenientes de diferentes fuentes vegetales.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Estudiar la induccion asimeétrica aplicando enzimas, en la preparacion de

derivados de nucleodsidos de inosina.

5.2 Objetivos Especificos

1. Preparar por métodos quimicos convencionales los derivados de
nucledsidos de inosina.

2. Estudiar el uso de oxinitrilasas, de diferentes origenes, para la preparacion
biocatalitica de los derivados nucleodsidos de inosina.

3. Desarrollar el método analitico de las materias primas y productos para el
seguimiento de la biocatalisis.

4. Purificar y caracterizar los compuestos obtenidos por métodos
espectroscopicos.
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6.

6.1

MATERIAL Y METODOS

Descripcion del Equipo

1. Cromatégrafo de liquidos de alta resolucion (CLAR) Agilent 1050 con detector

de UV/Visible de arreglo de diodos.

. Cromatégrafo de liguidos de alta resolucion (CLAR) Agilent 1100 con detector

de UV/Visible de arreglo de diodos.

3. Espectrofotémetro de UV-Visible Beckman DUG50

Espectrofotometro de infrarrojo (IR) Perkin-Elmer Paragon 1600 FT y Perkin-
Elmer Spectrum BX, FT-IR System.

Resonancia magnética nuclear (RNM) Varian 400 MHz

6. Potenciémetro Corning Pinnacle 530 pH meter.

6.2

Reactivos
e 2',3"-O-isopropilideninosina, Aldrich
» Acido 2-iodobenzoico, 98%, Aldrich
e Oxone, Aldrich
e Cianuro de sodio (NaCN) Reactivo analitico (R.A), J.T.Baker
* Cloruro de amonio (NH4Cl) Reactivo analitico (R.A), J.T.Baker
¢ Carbonato de potasio anhidro (K.CO3), Merck
e Dimetil sulféxido (CH3),SO, Merck
+ Isopropanol y hexano grado CLAR, Tecsiguim.
¢ Acetonitrilo, R.A., J.T.Baker
+ Sulfato de sodio anhidrido (Na;SO4), R.A, J.T.Baker
o Acetato de etilo (AcOEt), cloruro de metileno (CH2Cl;), metanol (MeOH),
cloroformo (CHClI3) y hexano, R.A, J.T.Baker y Tecsiguim
 Silica Gel, 230-400 mesh, 60 A, Merck
e Placas de Silica gel 20x20 cm., Merck
¢ Acido clorhidrico (HCI), J.T. Baker
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6.3 SINTESIS QUIMICA

6.3.1 Sintesis del acido o-iodoxibenzeico (IBX)

En un matraz balén de 500mL se pesaron 2.53g del acido 2-iodobenzoico
{1mmol), se le adiciond una solucién de Oxone® 18.62g (3mmol)} en 100mL de
agua desionizada, se colocd en agitacién constante a 75°C, la reaccion se siguio
por cromatografia de capﬂa fina (CCF) durante 2h, después la mezcla se enfri¢ de
0-5°C por 30 min con agitacién lenta, la mezcla se filtré en un filtro de vidrio
poroso, y el solido se lavo con agua (6x100mL} y acetona (2x100mL). Los cristales
se secaron por 16 hrs. Ef producto es poco soluble en agua y en la mayoria de los
disolventes organicos, pero a altas temperaturas aumenta su solubilidad (pf. 31-
32°C) figura 23.7°

| HOS
Oxone 1.3 equiv Il

A

o

OH =
H,0, 70-75 °C
o}

acid o 2-iodobenzoico IBX

Fig. 23: Sintesis para la obtencion de IBX.
6.3.2 Sintesis del 5’-desoxi-2’,3’-O-isopropiliden-5’-oxo-inosina (2).

En un matraz balén de 50mL provisto de refrigerante, se pesaron 0.9g del
compuesto (1), (1mmol} disuelto en 25mL de CH3CN, se adicionaron 3
equivalentes 2.45g de IBX (3mmol), la reaccion se calenté a 80°C (figura 24), se
siguid la reaccion por CCF e infrarrojo durante 5 hrs. La mezcla se filtré en vidrio
poroso y se lavd con 10mL de CH;CN. El disolvente se evaporé a presion
reducida y se desplazod el aire con N2 seco para evitar la hidratacion del aldehido
obtenido (2).%°
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o O. _©OH o N

~= N T
Ho @[\‘{ o7
IBX
o 1)CH,CN, 80 °C

o] &)
H,C CH3 H4C CHy
2 3-0O-isopropilideninosina 5-desoxi-2’,3-0O-isopropilidend’-oxo-inosina
1) (2)

Fig. 24: Sintesis para la obtencion del aldehido (2).

6.3.3 Sintesis del 2',3’-O-isopropiliden-5’-ciano-inosina (3).

Método 1 para la obtencién de fa cianobhidrina

La sintesis de (3), se abordo inicialmente mediante la técnica descrita por
W. Jian-giang et al.! figura 25. Se prepararon soluciones acuosas de cloruro de
amonio (2.2mmol) en 2mL de agua y 2.2mmol de cianuro de sodio en 2mL de
agua, estas soluciones se mezclaron y se adicionéd 1mmol del aldehido (2), la
reaccién se mantuvo en agitacion entre 20 y 30°C, se monitored por CCF durante
24 hrs. Finalmente se extrajo el compuesto (3) con AcOEt (6 x 5 mL), se secod con
sulfato de sodio anhidro (Na;SQ,) y se elimind el disolvente a presion reducida

(rotavapor) hasta la obtencién de un sdélido café claro.

o 0
N N N NH
I Y <Ib
o N N o N
i) NH, y NaCN {H,0) _ uo
2.2mmol "
“3‘?(043 “sp(c:n,
5 -dopoe-Z, T-Orsopropden-i-oxo- * T ¥ O-sopropllden’ dano-tnosing
ot (2) Nuevo centro quiral 3)

Fig. 25: Sintesis quimica para la obtencién de la cianohidrina (3).
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Método 2 para la obtencidon de la cianohidrina

Se empled yoduro de zinc y cianuro de trimetilsilano para la obtencion de
(3). En un matraz balén de 25mL se pesaron 3.2 mg, (10 umol) de Znl,, a este se
le adiciond una solucién de cianuro de trimetilsilano 119 mg (1.2mmol). Una vez
obtenida una mezcla homogénea, se adiciond 0.05g (1mmol) del aldehido (2),
usando como disolvente CHzCI; (10mL), esta reaccién se mantuvo en agitacion a
temperatura ambiente, se monitored por CCF. El disolvente se elimind a presion
reducida, el producto crudo se redisolvié en 10mL de metanol. La cianchidrina
protegida con el trimetilsilano se lavd con HCl (3M, 5mL). Esta mezcla se
concentrd y se anadio agua (5mL) y CHCl; (10mL) después de la separacidon de
las dos fases, la fase acuosa se extrajo nuevamente con CH2Cl; (2 x 10mL). La
fase organica fue secada con Na,SQO4 anh. y se elimino el disolvente a presién
reducida (rotavapor). La cianohidrina cruda se purificé por recristalizacion con n-
hexano o por cromatografia de columna con CH.Cly/acido acético 99:1 como

eluyente ver figura 26.*

ol 0
\ " I
(1T VT
H
0 N/KN/ 0 \N /‘
and ¢
i) Znl;(10 mmol+  HoO
diclorometano+
0 cianuro de trimetilsilano 0
—
H3C G‘|3 - H3C CH
5-desoxi-2, ¥-OHsopropiiden-5'-oxo- HyC ——8i—CHy 2,3"0-isopropiiide n—s'ih:-»:»—i nosina
irbosina(Z) ‘3)
Hy

Fig. 26: Sintesis quimica para ia obtencion del compuesto (3), empleando Znl,.
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6.3.4 Sintesis del 1-(2’,3’-O-isopropiliden-a-L-talofuranosiluronamida)
hipoxantina (4).

Método 1 de obtencion de amida

En un matraz balén de 100mL se pesaron 0.5g (1mmol) del compuesto (3)
preparado por el método 1 de obtencion de la cianohidrina de la seccién anterior.
Se adicionaron (6mmol) 1.5mL de H0: al 30%, ver figura 27, se colocd en
agitacion a temperatura ambiente y se monitoreé por CCF. Se diluyé con MeOH
(10mL), la solucidn se filtré y se elimind el disolvente a presidn reducida. Se
purificd en columna empleando como fase moévil una mezcla de CHCl;:MeOH
75/25 (15mL) y 50/50 (10mL) para lavar la columna.

Q
ﬁ |
NH
N 2 NH
0 N L [¢]
HO
HO )H,0,2130%
6mmol
0 0 Y 0

2' 3-O-isopropiliden-5'-ciano- 142’ ¥ -O-isopropiliden-a-L-

inosina (3) lalofuranosiluronamidahipoxantina (4)

Fig. 27: Sintesis quimica del compuesto (4).

Método 2 de obtencion de amida

En un matraz baién de 50mL se colocaron 0.05g (0.01mol) del compuesto
(3), se disolvié en 1.5mL de DMSQ, la mezcla se enfri6 en bafio de hielo con
agitacion, se adicionaron 40 microlitros H2O2 30% y 20 mg de K,COs;, ver figura
28.
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La mezcla se mantuvo en agitacién a temperatura ambiente y monitoreé por
CCF e infrarrojo. Una vez concluida la reaccion se extrajo con AcOEt y se

concentré a presion reducida.®?

°| I
. ., " ey f\"
\ < ) <

N N

i) DMSO
HO
i)  H,0,al30%+
K,CO;5
HyC Ve, H& CH,
23 Olsopmmliden-ﬂ'-aano- 1-{2’, 3"-O-isopiopiliden-a-L-
inosina (3) lalofuranosiuronamida) hipoxantina (4)

Fig. 28: Sintesis quimica método 2 para obtener el compuesto (4).

Método 3 de obtencion de amida

a) Obtencion del derivado acetilado de fa cianohidrina.

En un matraz baléon de 100mL, se colocaron 0.2g (0.61mmol) del
compuesto (3) disuelto en 5mL de piridina anhidra, esta mezcla se realizd6 a 0°C y
una vez que la mezcla fue homogénea se adicionaron 0.73mmol de cloruro de
acetilo, se mantuvo en agitaciéon constante a temperatura ambiente, figura 29. Se

monitoreé por CCF hasta que la materia prima se trasformé completamente.

0
NH
< ﬁ Xa
i} piridinaanhidra _
ii) clorurode acetilo
I
HiC
23 Ommowlaien«‘iﬂam HaC Cl OAcelil-2' 34sopmmn5m
inosina (3) inosing

Fig. 29: Sintesis quimica del derivado acetilado de la cianohidrina (3).
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b) Obtencion del derivado acetilado de la amida (4)

Una vez obtenida la cianohidrina de inosina protegida como su acetato, se
adiciond a la reaccion un exceso de H;O; al 30% (1.5 mL), se monitored por CCF
e IR hasta determinar que la reaccion fue completa, ver figura 30."

i i

’ NH N
N 2

N
i (ﬁn o </ f\w
: P
/400 O N/ 0 N N
H c«

HsC i) H,0,al30%
o><0 6mmol o><o

H,C CH, H3C CHy
CLAcetl-2' 3'-isopropilidenS'-ciano- O-Acetil- 1-(2' 3'-isopropiliden-a-L-
inosina laloturanosiuronamida Yhipoxantina

Fig. 30: Sintesis quimica del derivado acetilado de la amida (4).

Método 4 de obtencion de amida

En un matraz balén de 100mL se pesaron 0.1g del compuesto (2) y se
mezclaron con 0.05g NaCN (2.2mmol), se empleé como medio de reaccion
solucién metandlica de K,CO; (saturada), esta mezcla se colocd en agitacion a
temperatura ambiente hasta la conversion de (2) en (3). Una vez concluida la
reaccion se adicionaron 0.02 g (0.5mmol) de NaCN y un exceso del 15% de H,O,
{2mL) para formar el compuesto (4), ver figura 31.

Se monitored la reaccion por CCF e IR hasta la total conversion. Concluida |a
reaccién se concentro a presion reducida y se recristalizé de etanol. Cuando fue

necesario se purificé en columna.®
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5 oxo-inosmna (2 inosing (3) {alofuranasiuronamida) hipoxantina

(4)
Fig. 31: Sintesis quimica para obtener el compuesto (4).

Método 5 de obtenciéon de amida

En un matraz balén de 100mL se pesaron 14.4mg del &cido 3-
cloroperbenzoico (4mmol). Se adicionaron 0.07g del compuesto (3) en relacién de
1mmol, con una solucion de agua (10mL) y etanol (5mL). Se mantuvo en agitacion
constante a una temperatura de 25 a 30°C. Se monitoreé por CCF e IR hasta
determinar el término de la reaccion. Cuando la reaccién finalizd se concentrd la
mezcla hasta sequedad a presién reducida (figura 32).%

4]
| .
N NH; NH
N\\ / NH / ( ’
|) 10mLdeH,0 0= ’ /
N +5 mlL de Etanol + 0
o E" HO
I
4c. 3-cloroperbenzoico \(
H:s CH, HyC' e,
2y -Olsopropillden-staano- 12’3 -O-isopropitiden-a-L-
inosina (3) talofuranosiuronamida) hipoxantina (4)

Fig. 32: Obtencion del compuesto (4), empleando acido 3-cloroperbenzoico.
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6.4 Sintesis biocatalitica del 2’,3’-O-isopropiliden-5’-ciano-

inosina (3).

6.4.1 Preparacion del buffer de cianuroapH4y5

Se pesaron 6.512g de KCN, se transfirieron a un matraz volumétrico de 100
mL, se disolvio en 60mL de H,O destilada, se ajustd el pH a 4.0, 0o 2 5.0 + 0.05

con 4cido citrico y se llevd a volumen. La solucion se guardd en refrigeracion.

6.4.2 Preparacion del biocatalizador {polvos acetonidos)

Se utilizaron las semillas de almendra (Prunus dulcis), capulin (Prunus
serotina), cereza (Prunus avium), ciruela (Prunus domestica), durazno (Prunus
persica), guanabana (Annona muricata) y mamey (Pouteria sapota) como fuentes

de oxinitrilasas.®

La preparacion consistié en lavar los huesos de cada uno de los frutos
empleados, se elimind el endocarpio en los frutos con coraza dura, se remojo en
agua para retirar el tegumento que recubre el endospermo, el cual fue lavado por
triplicado por licuefaccion con acetona. El sélido se filtré y se secd en campana de
extraccion para eliminar ia acetona. El polvo se colocéd en frascos ambar, estos se
etiquetaron, se sellaron y se conservaron en refrigeracion a 4°C hasta su uso, de
esta forma se obtuvieron las harinas desengrasadas (polvos aceténidos) de cada

una de las fuentes de oxinitrilasas.
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6.4.3 Sintesis del compuesto 2°,3'-O-isopropiliden-5'-ciano-inosina (3) por

biocatalisis.

El HCN de una solucién amortiguadora de KCN/citratos (0.50mL) (1N, pH 5)
se extrajo dos veces con 1.5mL de éter diisopropilico, la fraccién organica se
separd y se adiciond un exceso de 50 WL de la solucién amortiguadora
KCN(/citratos, se mantuvo en agitaciéon durante 5 min, con el fin de saturar la fase
organica, en seguida se adicion6 la fuente de oxinitrilasa sustrato:biocatalizador
(1:1), se mantuvo en agitacion durante 10 min y pasado este tiempo se adicioné el
aldehido (2} 1mmol), se mantuvo la agitacion y temperatura constante a 5, a 10 y
a 20°C ver figura 33. La reaccién biocatalitica se monitored por CCF e IR,
después del término de la reaccion se aiadié una minima cantidad de agua para
eliminar el HCN, finalmente se extrajo con AcOEt (3 x 5mL), la extraccion se filiré y
se seco sobre Na,S0, anhidro. El disolvente fue evaporado a presion reducida, el
producto obtenido se analizé por CLAR y RMN para determinar el % de

conversién y excesos diasteroisoméricos (ed).*

0 0
| i

N H N //
w LR
-

H <
0] N N
1} OuinRtritasas ([mamey, almendra,
ciruela, etc), HO
)] HCN de una solucidn amartiguadora de
KCN/citratos (0.46mLKIN pH4 y pHS).
O YO

i)  Agitackiny temperatura constante {5, O 0
10y 20°C)
HiC “cH, HC' "CH,
5-desoxi-2', 3-O-isopropiliden-5-oxo- 2',3'-0-Isopropifide n-5"-cano-nosina
inosina (2) (3)

Fig. 33: Obtencién del compuesto (3) por biocatalisis.
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6.5 Meétodos espectroscopicos empleados para la

caracterizacion e identificacion de los compuestos.

Se caracterizaron e identificaron cada uno de los productos y en su caso
posibles derivados, por UV-Visible, IR y RMN.

6.5.1 Caracterizacion por UV-Visible

Se realizé un barrido para determinar la longitud de onda maxima de
absorcion de las materias primas en el espectrofotometro de UV-Visible de 200-
800nm, para este analisis se pesaron 2mg de los respectivos compuestos y se

disolvieron completamente en 1mL de DMSO.
6.5.2 Caracterizacion por Infrarrojo

Se analizé cada una de las materias primas y los productos de reaccion,
con el fin de determinar la presencia de los grupos funcionales mas
representativos presentes en cada molécula. El desarrollo de la técnica consistié
en disolver la muestra en cloroformo (CHCls). Los espectros de infrarrojo

registraron maximos de absorcion los cuales se indican en cm™.

6.5.3 Caracterizacién por Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y '*C se realizaron a
temperatura ambiente en DMSO como disolvente (en caso contrario se
especificaran la temperatura y el disolvente utilizado). Los desplazamientos
quimicos se describen en la escala & (en ppm) tomando como referencia la sefial
del disolvente empleado o, en su defecto, la sefal del tetrametilsilano (TMS). En
los espectros de 'H se indica ademas la multiplicidad, el nimero de protones

correspondientes a cada sefal y la asignacion de las sefiales mas significativas.

La técnica se empleé para la cuantificacion de los % de exceso
diasteroisomérico (% ed), utilizando para ello las areas bajo la curva de las

sefiales pertenecientes al centro quiral formado, esta informacion la proporciona el
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equipo integrando Unicamente las senales de interés de ambos diasteroisdmeros.
Ademas se determind el porcentaje de conversién de la sintesis quimica y
biocatalltica, empleando para ello el area bajo la curva de la sefnal caracteristica al
aldehido y las areas bajo la curva de las sefales utilizadas para determinar el %
ed, esta informacién la proporciona el equipo integrando tinicamente las sefales

de interés o se puede utilizar la siguiente formula.

ABC del producto X 100
ABC del producto + ABC del reactivo

% conversién =

6.6 Desarrollo de meétodos analiticos por cromatografia de
liquidos de alta resolucion (CLAR).

Los analisis por cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) se
realizaron en dos cromatografos Agilent serie 1050 y 1100, para obtener las
mejores condiciones de separacion y cuantificacion de cada uno de los
diasteroisémeros de la inosina, utilizando una columna con fase estacionaria C8 y

una columna quirai OJ-H.

6.6.1 Desarrollo del método analitico por CLAR utilizando columnas no

quirales (Fase Reversa)

Para la preparacion de la muestra a analizar se pesaron 5mg del
compuesto, el cual se disolvid en 1mL de isopropanol grado HPLC, se utilizd un
filtro de 2um. Se utilizé una columna no quiral Agilent Eclipse XDB-C8 4.6 x 150
mm, el empaque de la columna fue n-octil, se probaron diferentes variables,
mezcla de fase mévil dependiendo del compuesto, la temperatura fue de 25°C, se
realizé un barrido alrededor de la longitud de onda reportada para algunos
nucledsidos en donde se tomaron las siguientes longitudes de onda A: 220, 240,
254, 260, 280 nm *¢ 878

55



6.6.2 Desarrollo del método analitico por CLAR utilizando columnas quirales

(Fase Normal)

La separacion de la muestra se realizé en una columna quiral OJ-H, la cual tiene

como fase estacionaria un soporte de silica gel celulosa tris-(4-metilbenzoato).*°

Esquema 1. Diagrama de flujo para determinar el método por CLAR en fase normal.

2. H equipo
of_u_e un
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Analisis de resultados del compuesto IBX
7.1.1 Sintesis de IBX

El IBX se empled para realizar la oxidacién del compuesto 2°,3°-0O-
isopropilideninosina (1). La reaccidn se siguio por CCF empieando como eluyente
30:10 CHCI3/MeOQOH, la reaccién se lleva a cabo en 3 h. Los lotes con mejores

rendimientos y el punto de fusion obtenidos se presentan en {a tabla 2.

Tabla 2. Rendimientos de reaccion del compuesto IBX.

| HO D
Oxone 1.3 equiv l]\
OH Q
H;0, 70-75°C @(
y . O - — 0
. mx —
| lotet Lote11 | Lote14 |
Gramos (g) 212 134 | 4.7
Re""'L"E"*"“ 77 7919 | 83.9
pf (°C) | 227-230°C | 222-225°C

| 224-227°C
Nota: El punto de fusion reportado es de 233°C

La reaccidén en estas condiciones no presenta mayor inconveniente,
reafirmando lo descrito por Frigerio y colaboradores’ ya que este método permite
la obtencién de IBX en menor tiempo y con una pureza mucho mas alta,

comparada con la obtenida al utilizar otras técnicas.

7.1.2 Caracterizacion por IR del compuesto IBX

El analisis por IR, figura 34, se muestra el espectro del compuesto IBX

sintetizado, en el se puede observar la presencia de uniones C-H a 2922.10 y
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2852.13 cm™' respectivamente. La presencia de dos bandas caracteristicas en

1739.24 y 1709.45 cm”, indican insaturaciones; un grupo carbonilo que de

91,92

acuerdo a la literatura aparece en el intervalo de 1765-1645 cm™, que

corresponden a la estructura del IBX. Debido a |la conjugacién que presenta la

molécula la banda del grupo alcohol no es apreciabie en el espectro.

— e —

Fig. 34: Espectro de infrarrojo del compuesto IBX.

7.1.3 Caracterizacion por UV-Visible del IBX

Esta técnica espectrofotométrica permitié identificar la mayor longitud de
onda de absorcién del IBX, utilizando como disolvente DMSO, ver figura 35. En el
espectro se observa que a la longitud de 216 nm el compuesto presentd la mayor

absorcion de luz.
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Fig. 35: Espectro UV-Visible de IBX.

7.1.4 Caracterizacion por RMN del IBX

El analisis fue realizado usando como disolvente DMSO, en la tabla 3 se

muestra el desplazamiento quimico en la que aparece cada carbono, se realizé

una comparacion de los valores experimentales con los calculados por el
programa ACD/Labs CNMR HNMR Predictor versién 5.11.

Tabla 3. Despiazamiento quimico en RMN "°C del compuesto IBX.

No de Carbono

PN

4]

6 ??'/(I)IH
S
O
H N /1
S T
’ N\
0
12
Valores ;
CHn obtenidos Predictor {ppm)
(ppm)
C 111.43 | 109.17
c 132.12 | 12710
- 16793 | 162.58
CH | 12456 "125.69
CH 133.91 | 13534
CH 130.66 ”%ﬂm 126.77
I I
CH 133.50 ; 127.27
H
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En la figura 36 se muestra el espectro de hidrogeno, se observan dos
tripletes dobleteados en 7.74 y 7.81 ppm que corresponden a la resonancia del
proton del C7 y del C8 respectivamente y en la literatura se reportan tripletes en
7.70 ppm para estos protones, pero ademas se puede observar la presencia de
algunas impurezas con sefiales en desplazamientos quimicos de 7.3 y 7.5 que
corresponden a acoplamientos del reactivo utilizado en la sintesis (acido 2-
iodobenzoico) para la formacion del IBX, aunque se debe mencionar que estas

sefales son de baja intensidad.

D .
DS
s\¢4\i/| 2 ! :H ]

o \ 1 9

IBX 0 \

3, =
o
M s

7 ™ T T ¥ T .
Al 4.4 8.2 8.2 4.1 8.0 1.9 r.0 1.7 7.4 2.5 .8 1.3 pom

Figura 36. Espectro de RMN de'H para el compuesto IBX, a 400 MHz.

7.1.5 Analisis de IBX por CLAR en fase reversa
Con el fin de identificar el tiempo de retencion del IBX y las materias primas

utilizadas en su sintesis, para poder identificarlas en la siguiente reaccién, se

analizo por CLAR en fase reversa con diferentes condiciones, ver tabla 4.
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Tabla 4. Analisis de IBX por CLAR fase reversa.

= | Fase Movil Vol. | Flujo
Método | Columna | CH,CN:MeOH Inyeccion mL/min A(nm) = Temperatura
A 95:5 | 01 22
A XDB-C8 2o 5 L iR ggg 25°C
c S 99:1 = 04
e e 260
D . 89.9:0.1 0.4 280

Dado que las condiciones exploradas no presentaron una buena resolucién
de los picos del IBX y sus materias primas, se decidié probar en fase normal

utilizando una columna quirali.

7.1.6 Analisis de IBX por CLAR en fase normal

Para el analisis de CLAR fase normal, se utilizaron diferentes relaciones de
fase mdvil y flujo para la separacion del IBX y de sus materias primas. En l|a tabla

5, se muestran las condiciones usadas.

Tabla 5. Condiciones para el analisis de IBX y de las materias primas por CLAR en fase

normal.
Experimentos = Columna E ' : _I I = FI B T > i
" Quiral ase Movi nyeccion ujo | A (nm) tz (min}) i
c hexano:etanol . 220
.8 10.
| (80:20) O8mUmin - 540 08
D OJ-H [ —— 10 pL | 254 28°C -
| (80:20) | 1ml/min 260 8.34

280 |

En la figura 37, se observan los diferentes tiempos de retencion del IBX y
las materias primas obtenidas usando las condiciones del experimento D. El pico
que corresponde al IBX, presentd un tiempo de retencion (tr)} de 8.34min, los otros
dos picos presentes corresponden a las materias primas: El acido 2-iodobenzoico
y oxone, por lo cual se decidié analizar estos dos compuestos en las mismas
condiciones. El tgr de las materias primas asi como del 1BX varia del experimento
C al D (tabla 6).
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Tabla 6. Resultados obtenidos en el experimento C y D para IBX y sus materias primas.
” | p . Tiempo de Retencién

Compuesto (min)

IBX . 10.866

Experimento  Acido 2-odobenzoico | 13.967
Oxone 15.152

IBX 834

Experimento | Acido 2-iodobenzoico 12271
. Oxore 1319

DAD1 A, Sige254 A Rei=360, 100 (URIDINANBX33008.0)

e L} " g t i i L 4 L i [0 ils -~ m
Fig. 37: Cromatograma de IBX, acido iodobenzoico y oxone, columna OJ-H, flujo: 1
mL/min., A= 254 nm, T= 28°C, hexano: etanol (80:20).

) :
: |
20 BX | Ac. 2-iodobenzoico
E Vi
6‘3 A\ -
0+ ,, ! M/ \
3? iy —— s
0

Los resultados obtenidos muestran que las condiciones son adecuadas en
ambos experimentos ya que permiten identificar el IBX y materias primas usadas

en su sintesis, se tienen tiempos de retencion cortos y resolucion adecuada de los

picos.

62



7.2 Caracterizacion e identificacion por IR, UV-Visible y RMN de

2°,3’-O-isopropilideninosina (1).

7.2.1 Caracterizacion e identificacion por IR de 2°,3’-O-isopropilideninosina

(1).

Como se puede observar en la figura 38, el espectro de IR muestra la
presencia a 1716.00 cm™ de la banda caracteristica del grupo carbonilo y la
banda de las uniones O-H a 3402.24 cm™, correspondiente al alcohol (-OH) y al —
NH.%

v

HyC” CHy
C=Q

n

w0

a

&

&4

&2 | Iefmieria Prima 2, ). -O- lipropryd bmmcinosied
0.4

44000

4000 3000 2000 1300 1000 70-0.0
-1

Fig 38: Espectro de infrarrojo para el compuesto {1).

7.2.2 Caracterizacion e identificacién por UV-Visible de 2°,3-0-

isopropilideninosina (1)

La muestra se disolvidé en etanol, obteniendo una longitud maxima a 210 nm,

figura 39.
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Fig. 39 Espectro de UV-visible para ef compuesto {1).

Es importante senalar que la longitud de absorcion maxima se determiné en

210, sin embargo en la literatura®

se emplean longitudes de onda que van
desde los 220 a los 280 nm por elio el posterior analisis cromatografico se realizé

probando dichas longitudes de onda.

7.2.3 Caracterizacién e identificacién por RMN de 'H y ¥C de 2°,3"-0-

isopropilideninosina {1).

El analisis de RMN para ef compuesto (1) fue realizado usando como
disolvente DMSO, en la tabla 7 se muestra el desplazamiento quimico en la que
aparece cada carbono, se realizd una comparacion de los valores experimentales
con los calculados por el programa ACD/Labs Predictor version 5.11. En la figura
40 se muestra el espectro de RMN para carbono, *C (100 MHz) y en la figura 41
se muestra el espectro para protén, *H (400.10 MHz).
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Tabla 7. Desplazamiento en la que se observa cada C en RMN "*C para el compuesto (1).

) o
B/N\lg"ﬂ\NH
AY
r;l__12"\ —_,:10"I
-
'
13 \5/2\0
OH 2‘3\1{\
/ 7
No.de | ! Valores obtenidos para (1) ! ;
Carbons CHn_ o _(Pf’m) Valores Prgc_l_lctor (pp@) ’s
t | c | 113.42 114,63
2 CH 84.11 83.57
3 | CH | 91.25 | 91.10
a4 | cH | 86.20 84.40
5 CH | 81.08 | 81.25
6 CH; | 27.17 | 26.30
7 CH; | 25.13 24.65 |
8 | ¢ | 14437 14020
9 c | 125.19 | 124.91
10 CH 147.09 ] 145,93
11 CH | 156.71 | 167.23
12 | ¢ | - ] ~ 151.68
13 CHy | 62.13 62.45
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Fig. 40: Espectro de RMN "C para (1), a 400 MHz.

Se observo un desplazamiento de los valores debido al empleo de DMSO
deuterado como disolvente, sin embargo las sefales presentan una
correspondencia similar a la determinada mediante el Predictor. En cuanto al

espectro de hidrogeno que se presenta en la figura 41, se identificaron las

sefiales pertenecientes a cada 'H. " 3

e |

e 1 |

- .

o2 | |

15 —_ i

b | |

~y a to |
n oy ]
2 f \
14

i Lol
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Fig. 41: Espectro de (1). RMN "H{DMSO): & 1.37(s, 3H), 1.62(s, 3H), 3.83(dd, 2H),
4.41(m, 1H}, 4.42(m,1H), 5.12 (m,tH), 5.21 {m, 1H), 6.07(s, 1H), 7.93 (s,1H), 8.15(s, 1H),
12.33 (s, 1H) ppm.
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Se logro identificar las bandas caracteristicas por RMN °C y el 'H para la
materia prima (1), este analisis fue de gran utilidad para la caracterizacién del

aldehido sintetizado (2) y sus siguientes transformaciones.

7.3 Sintesis de 5’-desoxi-2’,3’-O-isopropiliden-5'-oxo-inosina (2).
Para la obtencion del aldehido (2) se utilizd como oxidante al IBX, este
compuesto presenta una solubilidad baja en la mayoria de los disolventes
organicos, por ello fue determinante buscar el disolvente adecuado para llevar a
cabo esta reaccién. Se utilizé inicialmente AcOEt, sin embargo la reaccion no fue
favorable, teniendo rendimientos maximos del 60% debido a la poca solubilidad

presentada por el compuesto (1) en dicho disolvente.

La reaccion se sigui¢ durante 8 hrs, al realizar la caracterizacion de los dos
primeros lotes se observd una oxidacion mediana del alcohol (1), obteniéndose un
bajo % de conversion. Por lo que se cambié el disolvente, en la literatura
consultada®® se emplearon diversos disolventes para realizar la oxidacion del
alcohol al aldehido, observando estos autores que la reaccién general se puede
acelerar y la temperatura puede fluctuar entre 55-80°C, obteniendo resultados casi
cuantitativos en algunos casos. Se decidié explorar de acuerdo al rendimiento y
tiempo de reacciéon reportado los siguientes disolventes, ver tabla 8. Para
determinar la solubilidad, se realizaron pruebas de solubilidad de (1) con los
disolventes mostrados en la tabla 8, obteniendo una mayor solubilidad de (1) en
acetonitrilo (CH3CN), pero empleando un volumen tres veces mayor que el de los

gjemplos reportados.
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Tabta 8. Disolventes empleados en la literatura para la oxidacion de R-OH con IBX.

DISOLVENTE | RENDIMIENTO " TIEMPO | TEMPERATURA
: (%) o
Cloroformo ) - 80 = L 65 hI’S 765
ACOEt ) 335hrs 80
Acetona 100 e
CH.CN N ' 25min 80

Se procedié a estudiar la reaccién de oxidacion y en la tabla 9 se muestran
los resultados obtenidos para la sintesis del aldehido de inosina. La relacién
alcohol (1)/ IBX fue de 1:3 eq.

Tabla 9. Condiciones de reaccién y rendimiento para la sintesis del aldehido (2).

:. “Tiempo
| é imi "
; %Cc(rﬂrlr;;:rt:les)to IBX rea:::lsién :.Tem;()fé;ltura !Rend(ler;'l)lento Disolvente
Lote | . @ % )
| th) |
1 99.45 0.271 16 77-80 | 319 AcOEt
2 99.07 0.272 8 77-80 | 55.7 AcOEt
3 | 994 0273 | 840 80 4479 AcOEt
| [ I .
4 100 | 0272 9 80 | 25 CH,CN
5 100 | 0272 85 80 | 54.22 CH,CN
6 |, 2985 0.825 | 810 | 80 . 76.25 CH,CN
| i |
7 801 | 217 9 80 84.9 CH4CN
| |
8 870 | 237 95 80 | 8691  CHCN
—. _ f : S, -
9 , 100 0272 | 85 80 . 87.85 | CHiCN
10 1000 | 2.72 8 80 91.34 CH,CN
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Para el seguimiento de la oxidacion por CCF se utilizaron diferentes
mezclas de elucion (50:50 AcOEt-hexano, 70:30 AcOEt-hexano, 100% AcOEt
hasta 90:10 CHCIs-MeOH) y reveladores (camara de yodo, lampara UV y
revelador de 0.5mL anisaldehido/acido acético glacial 10mL, 85mL de etanol y
5mL de acido sulfarico concentrado), estrictamente en este orden, dada la dificil
identificacion del aldehido (2) por CCF, los Rf de la materia prima y el aldehido

eran muy similares, por lo cual el seguimiento de la reaccién se hizo por IR.

7.3.1 Caracterizacion e identificacion por IR de 5'-desoxi-2’,3'-0-

isopropiliden-5’-oxo-inosina (2).

En la figura 42, se muestra el espectro del compuesto (2), en el se puede
observar la formacién de un segundo carbonilo en la molécula en 1689.48 cm™, y
la banda caracteristica de los protén del aldehido en 2642.56 cm™, estas dos
bandas y la desaparicion de ia banda del alcohol son indicadores claves en ia

obtencion de este compuesto.
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Fig. 42: Espectro de infrarrojo de (2).
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7.3.2 Caracterizacion e identificacion por UV-Visible de 5'-desoxi-2’,3'-O-

isopropiliden-5'-oxo-inosina (2).

Se pesaron 4mg de (2) en 2mL de metanol, obteniendo una longitud maxima a

218 nm, ver figura 43.

4.0009 ! ! 2

.........................................................................

(Abs)

1aLoEnIDO mo,smn""“""""?“' '

0.6000

el

200.6 ] Uavelenoin (ﬁ) 320.8
Fig. 43: Espectro de UV-Visible de {2).

7.3.3 Caracterizacion e identificacion por RMN de 5'-desoxi-2’,3'-0-

isopropiliden-5'-oxo-inosina (2).

En las figuras 44 y 45, se muestran los espectros RMN *C y RMN "'H del
aldehido (2), utilizando como disolvente DMSO. En la tabla 10 se presenta Ia
comparacion de los desplazamientos quimicos experimentales con las obtenidas

con el programa Predictor para RMN **C.
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Tabla 10. Desplazamiento quimico para RMN "*C para el compuesto (2).

No. de Carbono

1

12
13

N [
a”/’/ﬁ N Vi
\ 10—13
/0““4 \N=11
8L

12 \2/ N

I y 0

o 5./

f
CHn Valores obtenidos para (2) Predictor
(ppm) > (ppm)

C 112.65 114.74
CH 80.59 75.70

CH 8386 - 8139

CH 91.79 - 88.07

CH 88.68 - 85.44
"CH3 2489 25.19
CH3 26.41 26.52
CH 139.53 14020
o - ) 150.76

- 126.12 12551
"CH 14581 145.93

CH N 156.30 207.92

g 200.21 157.23
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Fig. 44: Espectro de RMN °C para (2), en DMSO a 400 MHz.

En el espectro de RMN C para (2) de la figura 44, se tiene la presencia
del carbono del carbonilo del aldehido en 200.21 ppm como la sefal mas
caracteristica, la asignacién realizada en la tabla 9 nos permite concluir que se
obtuvo el compuestio deseado. Sin embargo se realizaron analisis de dos
dimensiones COSY y gHMBC para corroborar dicho resultado, ya que fueron
reconocidas en otros lotes sefiales de IBX y del alcoho! (1), dando con ello un

espectro de RMN méas complejo.

Con el espectro del aldehido (2) obtenido por RMN 'H, fue posible asignar
practicamente todas las sefales correspondientes a los protones presentes en ia
molécula, con ayuda del ACD/Labs. En la figura 45 se muestra el espectro de
RMN 'H de (2), se identificaron las sefales caracteristicas, mostrando mayor
intensidad en algunas senales, esto se atribuye como se menciond anteriormente

a la presencia de (1) o trazas de IBX.
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Fig. 45: Espectro de RMN "H para (2), en DMSQ: 3 1.33(s,3H), 1.59(s, 3H), 4.73(s, 1H),
5.22(dd, 2H), 5.41(dd, 2H), 7.93 (s,1H), 9.31(s, 1H), 12.45 (s, 1H) ppm.

Esta técnica permiti¢ identificar las sefales caracteristicas tanto para el
compuesto (1) como para el compuesto (2), cabe mencionar que cada sehal se

comparo con el programa ACD/Labs.

7.4 Desarrollo del método analitico por CLAR para 27,3"-O-
isopropilideninosina (1) y el 5’-desoxi-2’,3’-O-isopropiliden-5’-oxo-

inosina (2).
7.4.1 Determinacion por CLAR fase reversa de (1) y (2).

Se analizé el alcohol (1) por CLAR empleando la columna XDB-C8
modificando las siguientes variables: Fase movil CHiaCN:MeOH en diferentes

proporciones, con diferentes flujos; con un volumen de inyeccién de 2 y 5 pL con

cinco diferentes longitudes de onda; 220, 240, 254, 260 y 280 nm. En la tabla 11
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se muestran las condiciones realizadas y en la figura 46 se presenta el

cromatograma donde se obtuvo el mejor tg.

Tabla 11. Condiciones por CLAR fase reversa para compuesto (1} y (2) utilizando la
columna XDB-C8.

Experimento Fase movil . Yol de ¢ Flujo mL/min
inyeccion :
' CH;CN:MeOH 3 0.2
s | 50:50 100 0.1
. 0.4
A1 el 10 uL 0.2
) 0.1
. | - 0.4
A'2 CHSE’B‘_%‘EOH 10 1L : 0.2
) ? 0.1
| ' 0.8 ,
95:05 5 ul ; 0.2
| ! i 0.1
0.8
99:01 5 L ; 0.2
- 0.1
; 0.8
99.9:0.1 5L 0.2
' 0.1
O S R NSO TRRL)
m [v2]
o
- ©
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q |
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03 . ]\
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Fig. 46: Cromatograma de {1), empleando el experimento A'3 con un flujo de 0.2 mL/min,
teniendo un tz=8.66 min.
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Fig. 47: Cromatograma del compuesto (2), empleando el experimento A’3 con un flyjo de
0.2 mL/min.

Empleando las condiciones del experimento A’3 (figura 47), se observa el
traslape de los picos de (1) y (2), lo que dificultaria la determinacion de los
excesos diasteroisoméricos y el % de conversidon, Estos resultados nos llevaron a

tener que desarrollar otros métodos utilizando fase normal.

7.4.2 Desarrollo del método analitico por CLAR fase normal para los

compuestos (1) y (2).

Al analizar el compuesto (1) por CLAR, utilizando la columna OJ-H, a 5
diferentes longitudes de onda: 220, 240, 254, 260 y 280 nm, encontramos que en
las tres Ultimas es donde se muestra la mejor resolucién, con una fase mévil de
80:20 hexano:isopropanol, con flujos de: 0.8 y 1.0 mL/min; con un volumen de
inyeccion de 5 plL y temperatura de 28°C. En la tabla 12 se muestran las

condiciones utilizadas.
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Tabla 12. Condiciones por CLAR fase normal, utilizando la columna quiral OJ-H para el

compuesto (1) y (2).

_ * N Vol. de Flujo
Experimento Fase movil . , .
inyeccion mL/min
'Hexano:isopropano ' 1
A ; 5L
(50:50) 0.8
| ”"Hexano:i's'opropanol . B
A1 : 5 L ;- 0.8
| (70:30) ‘e
Hexano:iléoprdbénol
A2 | 5l 0.8
s (80:20)
"~ " Hexano:isopropanol - -
A3 : 5 ul. | 1
: (80:20)
Héié“ﬁé'iisopr'd anol
A'4 . ’ 5 plL L

(86:14)
En las figuras 48 y 49 se muestran los cromatogramas para el compuesto (1) y
(2). Se logro la mejor resolucion de estos compuestos, empleando las condiciones
del experimento A'3, con un tiempo de retencién de 11.7 min para (1) y de 5.89

min para (2).

11.714

I —

I
|
I
|
f

A [ B | i % o
Fig. 48: Cromatograma de (1), columna OJ-H, flujo 1 mL/min., A= 260 nm, T= 28°C,
hexano:isopropanol (80:20), tz= 11.71 min.
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Fig. 49: Cromatograma del compuesto (2), columna OJ-H, flujo 1 mL/min., A= 260 nm, T=
28°C, hexano:isopropanol {80:20), tr= 5.89 min

En la figura 49 se pueden observar otros picos en 7.50 min y en 17.54 min
este pico se puede atribuir al hidrato de (2). El pico en 7.50 min no se asignd y
puede ser una impureza que absorbe intensamente en esa zona. La separacion
de los compuestos por medio de CLAR fase normal, fue adecuada ya que se tiene
buena resolucion y los tiempos de retencion obtenidos tanto para los compuestos

{1) y (2} son diferentes.

7.5 Sintesis del 2’,3'-O-isopropiliden-5'-ciano-inosina (3).

Se realizaron 12 lotes a partir de (2) para la obtencién de la cianchidrina (3).
Se empled NH4Cl y NaCN en relacién de 2 mmol de cada uno, con un rendimiento
maximo del 75%, por la escasa solubilidad que presentd el compuesto (2), ver
tabla 13.
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Tabla 13. Rendimientos para el compuesto (3).

Q 0 |
N
</N \%NH N\ (ILNH |
] 4 i) NH,Cly NaCN (H,0} = Ho
k 2.2mmol -
. O 0 oyo
I“‘S}(CHg HL e,
(2 3

2',3’-O-Isopropiliden-5’-ciano-inosina

' Lote Lote Lote Lote| Lote Lote! Lote | Lote| Lote Lote Lote Lote |
é 11 2 | 3| 4| 5|67 ;8| 9 |161]j 12|

=l A S N i
o imgy | 37| 634 59| 282| 142| 20 | 381 813|543| 110 T | 1492

; : . ,, ‘; . ;
Re“d{f,'/?)"""m 72.9| 7276| 67.8| 51.8 651 368| 70 747 496| 67.4 | 699 685

Las reacciones se siguieron por CCF y se eluye en cloroformo/metanol
90:10, ademas de emplearse la técnica espectroscopica de IR para determinar la
completa conversion de (2) a (3), con un tiempo de reaccién de 12 hrs y de un

99% de conversioén, determinado por RMN,

7.5.1 Caracterizacion e identificacion por IR de 2°,3"-O-isopropiliden-5"-ciano-

inosina (3).

Es de mencionar que todos los lotes (12) fueron analizados por IR, RMN y

CLAR, pero solo se describira a detalle el mejor resultado obtenido.
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En la figura 50 se muestra el espectro de IR del compuesto (3) en donde se
observa la banda correspondiente a uniones C-N en 2257 cm™ correspondientes a
la adicion en la molécula de un nitrilo, la banda del carbonilo de la base

nitrogenada se observd en 1692 em™ y en 3212 ¢cm™' la banda del grupo alcohol.

” ld;.ﬂ
" g
0
33
B
43 |
- c=0
e .
4D & fee=] o0e 000 1500 1o &30.0

Fig. 50: Espectro de lﬁldel compuesto (3).

7.5.2 Caracterizacion e identificacién por RMN de 2°,3"-O-isopropiliden-5'-

ciano-inosina (3).

Para el analisis de RMN la muestra se disolvi6 en DMSO deuterado, a
continuacién se muestran los espectros de RMN para '°C (100 MHz) y para 'H
(400.10 MHz) figura 51, 52, 53. En |a tabla 14, el empleo de DMSO generé un

desplazamiento de los valores.
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Tabla 14. Desplazamiento para cada carbono, RMN *C, del compuesto (3).

il
/j’y ,ﬂN\l-ﬁ/ Tnm
\ o No_d
/u“-n/ \\./N T
HO \ /
7\ |
O (&)
-
Ha(l:./ \cl:g_l_g
No. de I_CHn Valores obtenidos para_(_..";f R wVal«:.mes Predictor
Carbono (ppm) | {(ppm)
[ 1 Lote 8 | ACDILabs
1 ¢ | 156.27 | 157.23
2 [ © | 147,57 | 148.88
3 | CH 146.10 D 14593
4 | CH 140.20 3l 14020
5 c | 124.42 | 125.47 ’
6 | c | 119.10 | 116.78 |
7 [ ¢ | 11353 [ 1397
8 | CH 89.60 | 88.23
9 | CH 8130 [ 80.59
10 CH | 80.54 ] 79.51
11 | CH | . O 76.55 _‘
12 | CH | 60.97 | 58.38 o
| 13 [cH 27.04 ] 26.81 |
14 | CHs 25.21 [ 25.12
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Fig. 51: Espectro de RMN ™C del compuesto (3) en DMSO, en 400 MHz.

i

Para al analisis de 'H, se asignaron las sefiales correspondientes a los
hidrégenos de (3), es necesario indicar 1a duplicidad presentada en las sefales
atribuida a la generacién de un quinto centro estereogénico, debido a que la
molécula inicialmente es oOpticamente pura y la generacién de un quinto centro
quiral derivaria en la formacién de un diasteroisdbmero adicional, esto concibe
posibles combinaciones diasteroisoméricas, por lo tanto la atribucién de una
duplicidad era esperada, y debido a que se generan diasteroisomeros el analisis
en RMN pudo realizarse en un ambiente aquiral, por ello no fue necesario el
empleo de reactivos de desplazamiento utilizados frecuentemente en la
resolucién de enantibmeros por esta misma técnica. Al encontrar dicha duplicidad
fue necesario emplear técnicas de 2 dimensiones para lograr asignar cada una de
las sefiaies obtenidas, en la figura 52 y 53 se muestran el espectro de resonancia
obtenido y su ampliacion para poder distinguir la duplicidad presentada en el

espectro.
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Fig. 52: Espectro de RMN 'H del compuesto (3), en DMSO a 400 MHz.

6.2 Bl
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En la figura 53 se observa la duplicidad de sefiales generada en la
obtencion de la cianohidrina (3), cada ovalo resalta las sefiales generadas
pertenecientes a los 5 centros quirales. El ovalo en color rojo corresponde a las
senales pertenecientes al nuevo centro estereagénico formado. Se realizo un
analisis COSY para lograr asignar con mayor precisién cada una de las sefales
adquiridas. Este analisis permite referenciar cada sefial con el acoplamiento que
se presenta en la molécula con tres enlaces de distancia, permitiendo de esta
manera asignar las interacciones presentes entre |os protones de la molécula y

determinar a qué protdn le corresponde cada sefial obtenida figura 54.
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Fig. 54: Espectro de RMN (gCOSY) del compuesto (3), en DMSO, a 400 MHz.

Una vez obtenida la asignacion, se determind la sefal perteneciente al
nuevo centro estereogénico formado (figura 53). Estas sefales fueron tomadas y
utilizadas para determinar el porcentaje de exceso diasteroisomérico (%ed) por
RMN y contar con una técnica para determinar ademas del %ed, el porcentaje de
conversion, esto mediante la ausencia o presencia de la sefal correspondiente al
hidrégeno del aldehido (2) en 9.33 ppm. En la figura 55 se muestra una
ampliacién de las sefiales utilizadas para la determinacion del %ed. En este caso

las sefiales pertenecen al nuevo centro estereogénico formado, como ya se
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explicd la duplicidad indica |la presencia de dos diasteroisémeros a los que se les

catalogara como D1 y D2, ya que no fue nuestro proposito determinar la

configuracién absoluta de cada uno de ellos.

1 2
\
[ 5
R RN
3

3

w

e

L P e g = T ——t— - - ——

5.0 <. B8

Fig. 55: Ampliacion del espectro de RMN 'H del compuesto (3), asignacion de los

diasteroisémeros.

Con estos resultados se logré caracterizar el compuesto (3), mediante el

empleo de |la técnica espectroscépica por RMN. Se cuantificé un %ed de 4.48%

por este método encontrando una relacion de diasteroisémeros de 52.24 para el

diasteroisébmero 1 y 47.76 para el diasteroisémero 2.

7.5.3 Analisis del compuesto 2’,3'-O-isopropiliden-5’-ciano-inosina (3) por

CLAR en fase normal

Para el analisis de CLAR fase normal, en la tabla 15, se muestran las

mejores condiciones empleadas en el andlisis del compuesto (3).
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Tabla 15. Condiciones utilizadas para el analisis del compuesto (3), por CLAR usando la
columna quiral OJ-H.

_ _ Flujo A
Experimento Fase mévil (ml/min)  (nm) T
hexano:isopropanol 220
9 0.8 28°
{86:14) 240 ¢
hexano:i opanol o
2 ano:isopropano ] 260 280G
(80:20) 280

En el cromatograma del compuesto (3) (figura 56) se observan dos
senales, con tiempos de retencidon de 16.15 y 21.32 min (D1 y D2)
respectivamente, que correponden a los dos diastercisémeros, como ya se
menciond anteriormente el partir de una sustancia dpticamente pura y formar un
nuevo centro quiral crea la formacion de diastercisdmeros y por ello se esperaba
detectar en CLAR dos picos pertenecientes a cada diasteroisomero, estos picos
nos sirvieron para determinar el %ed, para el compuesto (3) obteniendo un 2.74%
y una relacién de diasteroisomeros de 51.37/48.63. Si lo comparamaos con el %ed
obtenido por RMN'H vemos la posibilidad de emplear ambas metodologias para la
cuantificacion.

S
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el - T "9

)
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Fig. 56: Cromatograma del compuesto (3), empleando un flujo de 1mL/min, con una fase
movil hexano:isopropanol (80:20) a 260 nm.
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El desarrollo de este método cromatografico fue util para la cuantificacion
del % ed, y nos mostrd que el producto obtenido cuenta con una pureza adecuada
para otras transformaciones. Este método se utilizara posteriormente en nuestro
estudio de obtencion de la cianohidrina (3) empleando polvos acetonidos de
vegetales (ruta biocatalitica). Con base en estos resultados contamos con dos

métodos (RMN'H y CLAR) para realizar la cuantificacion del % de ed.

7.6 Sintesis de 1-(2’,3’-O-isopropiliden-a-L-

talofuranosiluronamida) hipoxantina (4).

Se llevaron a cabo diferentes reacciones de hidrolisis quimica de nitrilos, figura
57, con la finalidad de obtener la amida (4), se selecciond primero al peroxido de
hidrégeno a diferentes tiempos de reaccion para realizar la hidrélisis, sin embargo
en algunos experimentos (5) se obtuvieron productos que no se pudieron
identificar. Esto puede deberse a que la cianohidrina (3) es inestable, problemas al
determinar el final de la reaccion por CCF y no obteniéndose senales por RMN. Es
de mencionar que la sintesis de (4) generaria un compuesto con una estabilidad
mayor a la presentada por la cianohidrina (3), esto nos permitiria contar con un
derivado al cual se le pueden anclar otras cadenas de compuestos mas complejos
estructuralmente, que proporcionen una activacion de la molécula generando

actividades farmacolégicas importantes, como las descritas en el apartado 2.3 del

N ‘IL NH, N
\ //I w a
P \“ ' N/) K,CO,y DMSO o <N } N)
4]

H,0,al30%

marco tedrico. H,0, al 30% ?

H

HO
0
}( NaCNy K,CO; en o o)
HiC™ ey sol. Metanolica+ ~ Y
H,0, al 30% HC ‘e,
2’,3'-O-isopropiliden-5'- 1-(2' 3 O-isopropiliden-a-L-
ciano-incsina (3) H,0 + Etanol lalofurancsiuronamida) hipoxantina

Ac. 3 cloroperbenzoico @

Fig.57: Rutas de sintesis para la obtencion del compuesto (4).
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Las otras tres sintesis también fueron probadas y desarrolladas sin
resultados positivos. De las cuatro sintesis descritas en la figura 57, el mejor
resultado se alcanzé empleando peréxido de hidrogeno al 30% (6mmol) con 72h
de reaccién. Se obtuvo un sélido con un pf. 186-197°C (lit. pf= 196"0)1 con un
50% de rendimiento. El producto se purificé por cromatografia en columna,
empleando como fase movil una mezcla de CHCIly/MeOH en proporciones de
75:25, 50:50 y 100% MeOH. '

7.6.1 Caracterizacion e identificacion por IR de 1-(2’,3’-O-isopropiliden-a-L-

talofuranosiluronamida) hipoxantina (4).

En el espectro de IR, ver figura 58, se puede observar la presencia de
hibridaciones sp? y sp® a 2922.10 y 2852.13 cm™ respectivamente, dos bandas
caracteristicas en 1702 cm™ correspondientes al carbonilo de la base nitrogenada
y 1638 cm™ carbonilo de la amida y en 3360 y 3213 cm™ la banda caracteristica de

uniones N-H.

g

P

5

§2 sarazygazcapeorszsses

N-H
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) 3000 from C=O|s'u 1000 509

o1
Fig.58: Espectro de IR del compuesto (4), a 72 h de reaccion.
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7.6.2 Caracterizacion e identificacién por RMN de 1-(2’,3’-O-isopropiliden-a-L-

talofuranosiluronamida) hipoxantina (4).

Para el analisis de RMN se utilizd como disolvente DMSO, en la tabla 16 y
figura 59 se muestran los desplazamientos quimicos en donde aparecen cada
carbono, se realizd6 la comparacion de los valores experimentales con los
calculados por el programa Predictor citado, y comparando contra los resultados
informados para el compuesto (4) por Jian-gian Wang y col'. En la figura 60 se
presenta el espectro de RMN 'H (400.10 MHz).

Tabla 16. Desplazamiento para cada carbono, RMN "°C para el compuesto (4).

r

@_ g ~Valores
Carbono | M0 |V Dora @) (opm) | Jianeqian stait | Predictor (ppm)
- - ~ _{ppm) B
1 CH; | 30.43 25.2 25.12
2 | CHs | 32.37 271 26.81
3 | CH | 7238 711 68.43
4 | CH | 7663 | 81.0 76.53
5 | cH | 84.1 7932
6 CH | 8645 86.4 81.62
7 CH | 95.06 89.7 89.644
8 | ¢ | 11825 113.1 113.97
9 | c | 129.30 124.1 125.47
10 | CH | 14436 138.4 14020
11 CH | 15127 1459 14593
- 13 | & | = 1476 145.92
13 | ¢ | 161.78 156.4 157.23
12 [ ¢ | 17820 727 173.05
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Fig. 59: Espectro de RMN °C para (4), en DMSO a 400 MHz.

En la tabla 17 se muestran los desplazamientos para los protones del
compuesto (4) y la comparacién con los datos referenciados obtenidos

previamente para este compuesto y los generados mediante el Predictor.

o
\./ \NH'“' 2

o:-f\HH ]\Né' 1
/"“"5/ \‘]
A
o
H,?’ Gy
10

11

DMSO

RSN : ARG R 7
Fig.’60: Espéctro de RMN 'H para (4), en DMSO a 400 MHz.
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Tabla 17. Desplazamiento para los hidrogenos, RMN 'H, para el compuesto (4).

No. de

! Valores obtenidos para (4)

Proton CHn (ppm)
1 CHy | 1.32
2 CHy | 155
3 CH 414
4 cH | -
5 CH | 462
6 cH [ ] B
7 cH | -
8 c | 6.09
9 ¢ | 7.36
10 CCcH |
11 CH | 8.31
12 I )

| Valores informados
por Jian-gian et al 1
_lepm)

1.27
1.51

. 454

4.95
5.04
6.03
610
7.24
7.32
8.05
835

153

Predictor
(ppm)

1.38

417

419
4.73

El analisis elaborado por IR y RMN nos permitio determinar ia obtencion def

compuesto encontrandose similitud con los datos reportados en la literatura para

la amida (4)., sin embargo el punto de fusién encontrado mostré que a pesar de

tenerse el producto, éste se encuentra impuro.
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7.7 Sintesis biocatalitica.

Una vez sintetizado el compuesto (2), se llevd a cabo el estudio de la
reactividad de éste con oxinitrilasas de los géneros Prunus, Pouteria y Annona con
el fin de preparar la correspondiente cianohidrina (3) con elevada pureza oéptica.
Sin embargo debido a que se emplearan medios acuosos en la técnica de
biocatalisis, es importante enfatizar que la reaccion quimica y la biocatalitica se
encuentran en competencia por este motivo se realizo inicialmente un estudio para

determinar el % de conversion y %ed en la reacciéon no enzimatica.

7.7.1 Reaccién no enzimatica en la formacion de cianohidrinas.

Para el estudio de las biocatalisis se tomé en cuenta que el uso de una
pequena cantidad de solucion amortiguadora (2-10%) en un disolvente organico
inmiscible es la metodologia habitual para las reacciones catalizadas por las
oxinitrilasas. Sin embargo, diversos trabajos han establecido que debido a que la
adicién quimica de i6n cianuro transcurre en ia fase acuosa y de manera
espontanea, este punto se debe considerar clave en el proceso de biocatalisis, por
{0 que fue necesario tener un control quimico para determinar ademas, el % de
conversion y el % ed, la cantidad de HCN que se afiade al aldehido por la reacciéon
quimica que se genera con el empleo de sistemas bifasicos (mezcla de disolvente
organico y solucion amortiguadora de KCN/citratos), que en este caso serian
utilizados en este proceso. Por lo que se decidio plantear en nuestra metodologia
la presentacion de dos controles quimicos: el primero se realizaria con NaCN vy
NH1C! denominado como meétodo A, y el segundo fue elaborado empleando
sistemas “micro-acuosos” donde se utilizé como disolvente organico éter
diisopropilico/solucion amortiguadora de KCN/citratos 1N a pH 4 y 5 el cual se

denominé como método B.
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7.7.2 Reaccion utilizando el método A (control quimico A)

Las reacciones quimicas se realizaron a 10, 20 y 30°C con NaCN y NH,Cl,
en agua, en la tabla 18 se muestran los resultados obtenidos, se elaboraron 15
lotes, con 5 repeticiones por cada temperatura utilizada. Las cianohidrinas
obtenidas son analizadas por CLAR utilizando una columna quiral OJ-H y por
RMN'H.

Tabla 18. Relacién diasteroisomérica por CLAR, RMN'H; y % de conversion con el
método A con 113h de reaccion.

FUENTE T{°C) Relacién de diasteroisémeros por CLAR Y RMN'H co:\fedr:i -
o %1 (CLAR) : %2 (CLAR) | %1(RMN) | %2 (RMN) )
. 10 | 5256 4744 | 531 469 | 9%
10 [ ssas 4481 | 5687 | 4313 97
" 10 | 5268 47.32 54.83 | 4517 99
10 | 537 463 5555 | 4445 | 99
10 | 5571 4429 | 5653 | 4347 | 100
20 | 3057 4943 | 537 | 463 | 99
200 || 5458 45.42 | sa0s | ases | 100
MétodoA | 20 | 5019 | 49.81 5639 | 4361 100
200 | 5234 | 4766 | 5263 | 47.37 98
2007 [T s237 | 4783 | saaz [ 4588 [ 100
30 | 5387 4613 | 5573 | 4427 | w0 |
30 | s076 4924 | 528 | 472 99
30 | 53.02 4698 | sa52 45.48 100
30 | 5201 | 4799 | 5372 4628 97
30 | 551 | 249 | 5447 0

45.53 100

Como se puede observar en la tabla 18, se comparan los dos métodos para
cuantificar los excesos diasteroisoméricos, utilizando CLAR y RMN'H. La relacién
diasteroisomérica para el método A, presentd valores que no exceden el 55% de
relacibn hacia uno de los dos diasteroisdmeros generados. Presentando un
porcentaje de conversion de 97 a 100% debido al tiempo de reaccién. De la

relacion obtenida, se realizé un analisis estadistico inferencial y se aplicé un
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analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de f pareada para cada temperatura
empleada. Lo anterior con el fin de determinar si existe diferencia estadistica entre
los resultados obtenidos por CLAR y RMN'H. En la tabla 19 se muestra el
promedio después de haber calculado el % ed para cada temperatura utilizada,
tanto por CLAR y RMN'H. En la gréafica 1 se observa la dispersion presentada de

los datos antes mencionados.

Tabla 19. Promedios del % ed en CLAR y RMN utilizando el método A

= }
Fuente em‘('fé;'t“ra % ed CLAR | % ed RMN
""" 10 7.40+2.85 |12.3£3.01 |
Método A 20 4.02+3.49 8351274
| 30 5.90+3.33 /8.49+2.16 |
Comparacion del % ed para el método Aa 10,20y 30 °C
25 -
20
° 15 - ,
° =% ed RMN
0] {:'\‘____—. 4= ed CLAR
| e~ 7
5 A ~ <
0 : ,
0 5 10 15 20 25 30 35
Temperatura °C

Grafica 1: % ed para el método A, a diferentes temperaturas.
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Los resultados del ANOVA muesiran que no existe diferencia entre los
valores del % ed obtenido con ambas técnicas analiticas a las diferentes
temperaturas utilizadas. El analisis de { pareada mostré que existe una diferencia
entre los datos por CLAR y RMN'H al emplear una temperatura de 10°C ({% ver
grafica 1), mientras que con las temperaturas de 20 y 30°C no se encontré una

diferencia estadisticamente significativa entre estos valores para ambos métodos.

7.7.3 Reaccion utilizando el método B (control quimicoB)apH4y 5

El empleo de sistemas “micro-acuosos” fue estudiado a diferentes
temperaturas: 5, 10, 20 y 30°C con éter diisopropilico y soluciébn amortiguadora de
KCN/citratos. Los resultados generados del analisis por CLAR y RMN'H mostraron
un aumento del % ed de la cianohidrina con respecto al método A. Sin embargo,
todas las reacciones en medio organico son mucho mas lentas que sus
homaélogas en medios bifasicos, por lo gque se requieren tiempos de reaccién
largos para alcanzar altas conversiones®. Sin embargo debido a que las
reacciones enzimaticas se llevan a cabo en la fase acuosa, resulta evidente la
necesidad de la solucion amortiguadora para mantener una elevada actividad
enzimatica. Se realizaron 14 lotes en las diferentes temperaturas utilizadas para el
método B empleando soiucién de KCN/citratos a pH 4. En la tabla 20 se muestra
el % de conversion y la relacion de diasteroisbmeros para el método B apH 4, y
113h de reaccién.

El pH se determiné de acuerdo al 6ptimo reportado para la actividad de las
enzimas oxinitrilasas, el cual esta reportado en 5.5, pero a ese pH la reaccion
quimica de adicién de cianuro al aldehido es significativa, lo cual conduce a una
disminucion de la actividad optica del producto, por lo que se disminuye el pH para
minimizar la reaccion quimica lo cual conduce a un aumento en la pureza
enantiomérica del producto®, por esta razén se decidi6 emplear pH 4 y 5 y asf

determinar si existe una supresion de la adicién quimica de HCN.
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Tabla 20. Relacién diasteroisomérica por CLAR, RMN'H; y % de conversidn con el
método B a pH 4.

-FUENTE Temperatura | Relacién de diasteroisémeros'bor'CLARY ;. % de
| RMN'H conversién
= | %1CLAR | %2CLAR | %1RMN | %2 RMN -
5 5327 | 4673 5024 | 4976 | 97
"5 | sas9 | 4541 | s566 | 4434 | 99
5 | ssa1 | as89 | 5813 | 4187 | 955
5 | su7e | 4824 | 532 | 468 98
10 | 5227 | 4763 | s402 | 4598 96
" 10 " [ seos | 4394 | sr24 | 4276 99
Método B — i 2.1 it A e ol A sl i
10 | 5256 47.44 55.3 gl ! i SR
20 | s081 | 4919 | 5506 | 44904 | %
| 20 | 5314 468 @ 5692 | 43.08 95
20 | se8 | 4317 5508 | 4492 | 95
| 30 | 5427 | 4573 | ses2 | a348 | 964
| " 30, | | 5748 | 4252 | 5555 | ad4s | 98
307" [ eo6s | 3931 | se13 | axsr | 94

El analisis de resultados de la relacion de diasteroisbmeros con solucién
amortiguadora a pH 4, mostré un aumento en la relacién comparandolo con el
meétodo A, teniendo resultados que van desde 60.69/39.31 a 50.81/49.19 por
CLAR y de 58.13/41.87 a 50.24/49.76 por RMN'H, pero el porcentaje de
conversion es ligeramente menor con tiempos de reaccién de 113 hrs, igual que el
meétodo A, sin embargo la disminucion no es tan significativa en comparacién a la
obtenida con el método A. En diversos estudios se reduce el tiempo de reaccion
para disminuir de esta manera la adicién quimica no espontanea, obteniendo % de
conversion menores, sin embargo para fines de este proyecto no se realizo de
esta manera y solo se determiné el grado de adiciéon quimica. En la tabla 21 se
muestra el promedio del % ed para cada temperatura y en la grafica 2 se muestra

la dispersion obtenida de los datos calculados.
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Tabla 21. Promedios del % ed obtenida en CLAR y RMN'H utilizando el método B, pH 4.

Fuente | T(°C) % ed CLAR % ed RMN

5 7.63+2.99 11.32 + 3.07

] | 10 | 8.06+3.76 12.14 + 2.65
Método B = — B &

20 9.97+3.07 & 12.00+2.13

30 11.75+£3.30 | 12.07£2.60

2 Comparacidn del % ed en el Método B (pH 4)
18
14 -
- 12 - g B - - |
;é 10 - / ——% ed CLAR
8- —m—% ed RMN
6 -
4
2
0 I e R I ey ;
0 10 20 30 40
Temperatura °C

Grafica 2: Representacion de la distribuciéon de datos obtenida del % ed para el método
B a pH 4, a diferentes temperaturas.

La dispersién de los datos muestra una variacién menor al 5% entre los
resultados para ambos meétodos, esto nos indica que los resultados obtenidos por
ambos métodos pueden ser utilizados para la determinacién del % ed.

De igual forma se realizé la determinacién de la relacion diastercisomeérica
empleando la solucidon de citratos a pH 5. En la tabla 22 se muestran las
relaciones diasteroisoméricas obtenidas por CLAR y RMN'H, por el método B
empleando solucién de KCN/citratos a pH 5 y 113h de reaccion; se elaboraron 17

lotes a las diferentes temperaturas.
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Tabla 22. Relacion diasteroisomérica en CLAR, RMN'H, y % de conversion con el
método B a pH 5.

FUEN}E‘ Terﬁpé;étura | Relacién de diasteroisémeros porELARY % de
RMN'H conversién
) %1CLAR %2CLAR %1RMN | %2 RMN |
3 5245 | 4755 | 5125 | 4875 97
5 | 21 | 4369 | 5834 aee | 97 |
5 5473 | 4527 | 5608 = 43.92 96
5 5466 . 4534 | 5302 | 4698 | 99
10 | s5.42 as58 539 | 461 |9
10 | sse2 44.18 5734 | 4266 = 95
10 | 5596 | 4404 | S681 | 43.19 99
[ e seze | as2a 5764 | 4236 9%
MétodoB | 20 | 6157 3338 5361 | 4639 | 9%
20 | 5491 | 4509 5283 | 4717 | 98
20 5508 | 4491 | 571 | 429 95
20 | 5346 | 4654 | 5291 | 47.09 91
30 5292 | 47.08 | 5263 | 4737 94
[~ 30 | s13s [ 482 5235 | 4765 94
| B0 55.32 a468 | 5208 | 4792 %
B Y 4658 | 5625 | 4375 | 98
300 " [ saza | 4566 | sSsas | as1z | 95

El analisis de resultados de la relacion de diasteroisdmeros con solucién
amortiguadora a pH 5, mostré6 un aumento en la relaciéon obtenida, teniendo
resultados que van desde 61.57/38.38 a 51.38/48.62 por CLAR y de 58.34/41.66 a
51.25/48.75 por RMN'H, el porcentaje de conversién es ligeramente menor que el
método A y semejantes al método B con pH 4. En la tabla 23 se muestra el
promedio del % ed para cada temperatura, y en la grafica 3 se observa la

dispersién obtenida de los datos calculados.
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Tabla 23. Promedios del % ed obtenido en CLAR y RMN utilizando el método B, pH 5.

Fuente = T(°C) % ed CLAR %ed RMN'H
| 5 9.07+3.17 | 9.34%3.31
) 10 12.36 % 1.12 14.32 +3.39
Método B
20 8.97+223 | 856+4.64
30 6.03+297 | 8.55+4.09

Comparacion del % ed en el Métoda B {pH 5)

—=3 ed CLAR

% ed

. ~8—% ed RMN

O~ B

[ O— f S — [ — = e

0] 10 20 30 40
Temperatura °C

Grafica 3: Representacion de la distribucion de datos obtenida del % ed para ei método
B a pH 5, a diferentes temperaturas.

La grafica de dispersion de datos muestra un incremento en los % ed a 10
°C, teniendo 12.36 y 14.32 para CLAR y RMN'H respectivamente, de este modo
se denota una influencia de la temperatura en la adicién espontanea de i6n "CN en
ta reaccion de formacion de la cianohidrina. Ademas de esto, se debe considerar
el pH de la solucibn amortiguadora de KCN/citratos, ya que los resultados
obtenidos en los controles muestran una influencia en la adicion de HCN y por
ende en el % ed calculado para ios lotes elaborados, siendo ligeramente mas alto
dicho % a pH 5, con ello se puede especular, mas no afirmar, que a mayor pH la

reaccion quimica se favorece.
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El analisis estadistico elaborado para el método B a pH 4 y pH 5, al
momento de realizar la prueba de t pareada para las mediciones de % ed por
CLAR y RMN'H demostré que no hay una diferencia estadisticamente significativa
entre los resultados calculados con una probabilidad menor a 0.5 respecto de las
temperaturas (5, 10, 20 y 30° C). Asi mismo, el ANOVA realizado para comparar
los valores obtenidos utilizando como factores la temperatura y las soluciones
amortiguadoras utilizadas en el presente método, demostro ser estadisticamente
semejantes en las mediciones. Al mismo tiempo, se realizé una prueba de Tukey-
Krammer para determinar la influencia de la temperatura en el % ed de la
reaccion, en la cual se encontré que no existe evidencia de una diferencia en los
resultados obtenidos a las temperaturas utilizadas. Finalmente, con este estudio
se logré determinar el grado de conversién generado en estas condiciones y la
relacion diasteroisomérica que presentan las reacciones quimicas de adicion de
HCN en el compuesto (2), aldehido derivado de inosina, estos resultados serviran
de comparacion al realizar la reaccién enzimatica empieando las oxinitrilasas,
esperando en este sentido obtener cianohidrinas con una mayor pureza optica. En
la grafica 4 se muestran los histogramas donde se comparan los dos métodos A
y B y la diferencia de % ed calculado en cada uno, como se puede observar en
ambas gréaficas la obtencion de un mayor o menor exceso diasteroisomérico esta
determinado en este caso por dos factores determinantes como son la
temperatura y el pH.

Comparaciéndel % ed en el Método Ay B por CLAR 5 Comparacién del % ed en e Metodo A y B por RMN

15 B : 16 |
14 | : 14 1
12 7 ; 12 7
1 ? 7 v, =mitodoA 1 ; % )" o N DL
. ?” é I.,:MéludquHflg ; 5 4 E /’ E f E I MétodoBpH 4
® l/ 7’ = y adtospHs. = J/ = = ey
h 7 =7 ‘1 7 E =
7 2l : =7 gV E
sl 1z ZElZ oz Sz Sl =

5 10 20 30 5 10 20 30

Temperatura °C Temperatura °C

r

Grafica 4: Comparacién entre el % ed por CLAR y RMN'H para los métodos Ay B (pH 4
y 5) a diferentes temperaturas.
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En la grafica 4 se puede distinguir que al emplear un sistema “micro-
acuoso” a pH 5 y 10°C se puede obtener un exceso diasteroisomérico del 12 %,
en cambio a pH 4 resulta mas conveniente utilizar temperaturas mas aitas para
obtener el mismo resultado, poniendo en evidencia factores sobre los que se

puede actuar para variar la razén diasteromérica del proceso.

7.8 Proceso biocatalitico

Con base en los resultados obtenidos con los dos métodos quimicos y los
valores de % ed observados, se prob6 la adicion de HCN empleando oxinitrilasas
pensando incrementar el % ed, al generar un ambiente quiral.

Inicialmente se estudid el comportamiento del aldehido (2) frente a la reaccion de
formacion de la cianohidrina enzimatica, empleando un sistema bifasico disolvente
organico/ soluciéon amortiguadora de KCN/citratos 1N a pH 4 y 5. La cantidad de
enzima utiizada en los procesos biocataliticos fue en relacion
sustrato/biocatalizador 1:1, a diferentes temperaturas 5, 10 y 20°C utilizando como

disolvente organico éter diisopropilico, ver figura 61.

. 1T VoI

A i)  Oxinitrilasas N
/ > o
ii) Dvte org./ Tampon
N T(°C) N
HyC CHy HsC CHy
5-desoxi-2’, 3 -O-sopropliden-5'-0xo- 2 5"-O-sopropiliden-5"-dano-Inosina
inotina (2) {3)

Fig. 61: Esquema general de la sintesis biocatalitica de la cianohidrina (3).
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Se decidi6 utilizar para el proceso biocatalitico la solucion de citratos a pH 4
y 5, dado que en la literatura® se considera como el pH éptimo 5.5 en el cual las
oxinitrilasas, obtenidas de fuentes vegetales, muestran su mayor actividad
enzimatica, el fin de disminuir el pH como se menciond anteriormente es para
disminuir la adicion quimica. Ademas se probaron a temperaturas de 5, 10 y 20°C
debido a que a mayor temperatura se incrementa la adicién espontanea (quimica)
de cianuro de hidrégeno al carbonilo, provocando con ello la obtencion de un
menor % ed.

Se elaboraron 76 lotes distribuidos en las diferentes temperaturas, pH's, y la
fuente de oxinitrilasa empleada, en las tablas se muestran los promedios de cada
biocatalizador teniendo entre 4 y 5 datos para cada uno. En la figura 62 y 63 se
muestra el cromatograma y el espectro de RMN de un experimento biocatalitico
con el objetivo de identificar nuevamente los picos y las senales utilizadas en
ambas técnicas analiticas para la determinacion de la relacién diasteroisomérica

como del % de conversion.

T DADY B, Sp250,16 Rak%0,100 (URDIABHPLIED) ( \

mAl .
LR | :
_' ! 8
m'l J T
SRR I [
- i, A X d ~
0-; pics it s Ll e — L T ——h g
T e NS
0 10 2 () N W 1]

Fig. 62: Cromatograma de la sintesis biocatalitica para el compuesto (3). (1 y 2: Picos
utilizados para realizar la determinacién del % ed), columna OJ-H.
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Fig. 63: Espectro de RMN 'H de la sintesis biocatalitica para el compuesto (3). (1y 2:
sefales utilizadas para realizar la determinacion det % ed).

Una vez analizada cada muestra tanto por CLAR como por RMN'H, se
procedid a determinar con ios datos obtenidos en cual de las diferentes fuentes
vegetales utilizadas, se obtienen cianohidrinas con una mayor pureza optica. Se
utilizé como fuente de oxinitrilasas las semillas de: almendra, capulin, cereza,
ciruela, durazno, guanabana y mamey.

A continuacioén se muestran los resultados para la sintesis biocatalitica de (3) con

diferentes biocatalizadores, temperaturas y pH.

En la tabla 24 se muestran los resultados de los % ed y el % de conversion,
al utilizar solucion de citratos a pH 5 y con una temperatura de 5°C, y los
diferentes biocatalizadores. Es importante sefialar que se busco determinar el
mejor tiempo de reaccion, tratando de optimizar la reaccion y obtener porcentajes
hasta del 100% de conversion, sin embargo el presentar elevados porcentajes de
conversion en estos procesos de cianacién no suelen ser tan favorables, ya que

en ciertos casos se induce el proceso no enzimatico. Asi mismo en la gréafica 5 se
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puede observar la comparacion de los resultados obtenidos con los diferentes

biocatalizadores y el método B (control del proceso no enzimatico).

Tabla 24. % ed de la cianohidrina (3) en sistemas bifasicos a 5°C y pH 5 con 113 h de
reaccion, relacion sustrato:biocatalizador 1;1.

Fuen.te f_Equiv.de__ - Yed | %ed 0 C*
Oxinitrilasas ' buffer CLAR | RMN'H
método B | 1 | 907 | 934 9499
almendra | 1 | 1497 | 1317 | 9296
capulin | 1 854 | 1347 | 9196
| ciruela | 1 1350 | 11.04 | 9296
“mamey | 1 . 968 | 1124 | 96-98

* % de conversién.

Comparacion CLAR y RMN con los diferentes Biocatalizadores

- -

16 - 771297 \

14 - 13.47 13.50

12 - 11.24

10 - ogq7 93 g

8.54 B CLAR
i RMN

s 4
0 4 - ], i - S —

Método B Mamey Almendra Capulin Ciruela

Grafica5: % ed,mﬁara el método B y cada biocatalizador a'ﬁS y 5°C.

En la grafica 5 se puede observar que los biocatalizadores presentan un %
ed mayor al método B (control}), sin embargo la induccién no sobrepasa el 15% de
ed. En este caso el mejor biocatalizador fue la almendra, teniendo una relacién de
diasteroisémeros un 58.67/41.33 por CLAR y 56.56/43.44 por RMN'H.
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A la temperatura de 10°C hubo un ligero aumento en el % ed usando
almendra, ver tabla 25, presentando un % de ed de 19.69 y 15.74 por CLAR y

RMN'H respectivamente, ver grafica 6 para comparar los tres métodos.

Tabla 25. % ed de la cianohidrina (3) en sistemas bifasicos a 10°C y pH 5 con 113 hde
reaccion, relacidén sustrato:biocatalizador 1:1.

__E'Equiv.de %ed | %ed

o *
Fuente | “yuffer | CLAR RMN'H | 7°C7
metode |1 1 | 1075 197100
‘métodoB 1 | 1236 | 1432 | 94-99
almendra_? 1 19.69 | 15.74 . 89-96
| mamey | 1 1349 | 1285 | 94-98

* 04 de conversion

Comparacion CLAR y RMN con los diferentes Biocatalizadores
25 - apH5y10°C
20
E 15 - 14.52 .
| |
X 10.75 - RMN
’ 4
10 - 7,927/
5 -
o W i
Método A Método B Mamey Almendra

Grafica 6: Representacion del % ed, para cada método y biocatalizador a pH 5 y 10°C.
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En la grafica 6 podemos observar que a 10°C y pH 5, el mejor
biocatalizador en estas condiciones es la almendra, incrementandose en un 5% el
exceso diasteroisomérico y presentando una relacién de diasteroisdmeros por
CLAR de 61.38/38.62 y por RMN de §7.26/42.74, mientras que con mamey no se
observé una induccion, ya que presenta un % ed similar al obtenido con el método
B, en este caso la relacién de diastercisomeros para mamey fue de 56.40/43.60 y
55.30/44.70 por CLAR y RMN respectivamente.

A 20°C los excesos diasteroisoméricos solo fueron mayores en un 5-8%, al
obtenido con los métodos A y B, ver tabla 26. Los biocatalizadores que
presentaron los mejores excesos fueron: mamey y durazno; 16.89% ed por CLAR
y 13.20% ed en RMN'H. En este caso se evidencié una mayor dispersién en ia
relacion diasteroisomérica calculada por ambas técnicas analiticas, lo cual se

atribuye al proceso de adicién no enzimatico.

Tabla 26. % ed de la cianohidrina (3) en sistemas bifasicos a 20°C y pH5 con 113 h de
reaccion, relacion sustrato:biocatalizador 1:1.

Fuente  Equiv.de | %ed | %ed |
. buffer CLAR RMN'H

método A | 1 619 | 7.2 |97-100

O/OC* i

 métedoB | 1 897 | 85 | 9499
. almendra | | | 1361 | 845 | 95-98
capulin | 1 1294 | 1467 | 89-94
cereza | 1 | 1321 | 15.09 | 8593
ciruela | 1 11.82 | 1503 | 8593 |
| durazno | 1 1002 | 1721 | 93-96 |
guanibana = 1 9.95 | 12.06 | 86-92 |
mamey | | 16.89 | 13.20 | 95-98

* 04 de conversion.
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Comparacion CLAR y RMN con los diferentes Biocatalizadores |
25 - apH5 y 20°C

1361

% ed

—8.45

i [LARLRRRRN!
PEES RS EES AN
Bl EAdEsEEN

g F I E R EAEEEAS

%
"
o

R T e iy e e e [ v o

Amendra Ciruela Guanabana

Grafica 7: % ed, para el método B y cada biocatalizador a pH 5, 20°C.

En la grafica 7, podemos observar que mamey, capulin, ciruela, cereza y
durazno son los Dbiocatalizadores que gQeneraron un mayor exceso
diasteroisomérico al encontrado en el método B, las relaciones de
diasteroisébmeros para los biocatalizadores son las siguientes: mamey 63.22/36.77
por CLAR y 59.13/40.87 RMN'H; mientras que para durazno 61.87/38.13 y
63.73/36.27 por CLAR y RMN'H respectivamente.

Al disminuir el pH de la solucion amortiguadora de KCN/citratos a 4, se
esperaba obtener un mayor % ed, ya que la adicion quimica de HCN es menor y
por lo tanto la adicién enzimatica se veria favorecida, sin embargo los resultados
no fueron tan favorables, se logro obtener un incremento con respecto al método
B a pH 4 (control) del orden de 6% de ed por CLAR y de un 10% de ed por
RMN'H.

Los mejores % ed fueron con los biocatalizadores de ciruela y mamey. Se
obtuvo para ciruela un 11.66 y 19.12% ed por CLAR y RMN'H y para mamey
16.61 y 23.84 % ed por CLAR y RMN'H respectivamente, ver tabla 27 y gréafica 8.
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Tabla 27. % ed de la cianohidrina {3) en sistemas bifasicos a 5°C y pH 4 con 113 h de
reaccion, relacion sustrato:biocatalizador 1:1.

Equiv.de %ed %ed

Fuente  “\uffer | CLAR RMN ¢

método B 1 197 1379 | 9499

almendra | | 778 | 18.89 | 94-99
. capulin 1 | 778 | 1824 | 9397

ciruela | 1 | 1166 | 1912 | 94-99
~ durazne | 1 | 576  9.04 | 85-90
[guandbana | 1 | 925 | 1266 | 84-92 |
. mamey 1 | 1661 | 23.84 | 96.98

* % de conversion.

Comparacion CLARy RMN con los diferentes Biocatalizadores
apH4y5°C

———.— o

1824
= CLAR

1256 @ RMN

% ed

_——— -

Método B MWamey Capulin Guandbana
Almendra Ciruela Durazno

Grafica 8: % ed, para el método B y cada biocatalizador a pH 4 y 5°C

A pesar de haber presentado una mayor induccion el proceso enzimatico
con respecto a la registrada en los controles (métodos A y B), los excesos
diasteroisoméricos obtenidos en {odos los casos fueron bajos. La razéon de la baja
pureza éptica de las cianohidrinas obtenidas, puede ser atribuida a la adicion

quimica no deseada de cianuro de hidrogeno, producida por el caracter hidrofilico
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que presentan los sustratos, ya que a mayor contacto entre la fase acuosa del
sistema bifasico y el sustrato empleado, la posibilidad que se presente la reaccion
quimica espontanea provocara en primera instancia menores % ed, por tal motivo
es necesario buscar y determinar sistemas donde se suprima completamente esta
adicién quimica asegurando la induccion asimétrica por parte de las enzimas
oxinitrilasas utilizadas. En la grafica 9 se compara el % ed para los
biocatalizadores que mostraron una mayor induccién asimétrica con el aldehido

(2) a distintas temperaturas y pH 5.

N Comparacién del %ed a diferentes temperaturas para el Comparacion del %ed a diferentes temperaturas para el
5 Biocatalizador Mamey | 25 - Biocatalizador Almendra
0 )
10 - | . %
¥ Control CLAR | % Il Control CLAR
15 -
3 w Control RMK | 3 ¥ Control RMN
L]
X 10 - \' 4 Mamey CLAR & % Nmendra CLAR
' | / l |' B Mamey RMN B Almendra RN
|
5 l\! [
0 .,_I:I i .. l s l
5 10 ¥l 5 10 20
Temperatura °C Temperatura*C

Grafica 9: % ed, por CLAR y RMN'H, a Kferentes temperaturas para los biocatalizadores
mamey y almendra a pH 5.

En este caso, se puede observar que para el biocatalizador de harina de
almendra presenta mejores % ed a temperaturas menores a 20°C; caso contrario
con el biocatalizador de harina de mamey, el cual mostré mejores resuitados
utiizando una temperatura de 20°C. Con esto sélo se pone en evidencia la
sensibilidad que tienen las reacciones biocatalizadas, dado que los procesos
enzimaticos son susceptibles a presentar inactivacion de acuerdo a las
condiciones a las que se vean expuestos y a la naturaleza de la fuente de
oxinitrilasas, presentandose variacion de Ia actividad.
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8. CONCLUSIONES

Se realizé la sintesis del compuesto IBX, empleando la técnica descrita por Marco
Frigerio y colaboradores, obteniéndose el compuesto con mayor pureza y en
menor tiempo, comparandolo con el procedimiento de bromato de potasio (KBrO3).
El compuesto IBX presenta ventajas debido a sus propiedades fisicoquimicas,
mostrando baja solubilidad en la mayoria de los disolventes utiliiados en sintesis
organica. Este compuesto fue utilizado para realizar la oxidacién del compuesto
2',3'-O-isopropilideninosina al aldehido correspondiente 5'-desoxi-2',3"-0O-
isopropiliden-5'-oxo-inosina (2) el cual se obtuvo con un rendimiento de 91.34 %
empleando CH3CN como disolvente y 3 eq. de IBX, ademas de corroborarse
mediante técnicas espectroscopicas la obtencién del compuesto, sin embargo (2)
presenta baja solubilidad teniéndose con ello dificultad en la obtencién de un
producto completamente puro.

La sintesis de la cianohidrina de inosina, 2’, 3’-O-isopropiliden-5'-cianc-inosina (3)
se llevé a cabo por dos métodos. El primero empleande NaCN-NH.CI, y el
segundo usando un sistema micro-acuoso con buffer de KCN/citratos en éter
diisopropilico. En ambos se obtuvo un alto % de conversion, pero baja pureza
Optica. Con estos métodos se pudo determinar los % de conversidn y de exceso
diasteroisomeérico, parametros que sirvieron para determinar en el proceso
biocatalitico la induccién por parte de los biocatalizadores seleccionados.

Con respecto a la sintesis de la amida de inosina (4) se logré la obtencién con una
baja pureza éptica, evidenciada por el alto rango obtenido en el punto de fusion y
la identificacién de impurezas por RMN, sin embargo fue posible su obtencion
usando perdxido de hidrégeno al 30% (6mmol).

Se desarrollaron los métedos analiticos: por CLAR y RMN, para los siguientes
compuestos: IBX, acido 2-iodobenzoico, oxene, 2',3'-O-isopropilideninosina (1), 5'-
desoxi-2',3'-O-isopropiliden-5'-oxo-inosina  (2) y 2',3’-O-isopropiliden-5'-ciano-
inosina (3). Con los resultados obtenidos se confirma que al emplear Resonancia
Magnética Nuclear y Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (empleando

una columna quiral), son métodos analiticos adecuados para cuantificar el % de
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exceso diasteroisomérico, ya que los resultados obtenidos por ambos métodos
son confiables y reproducibles sin diferencia estadisticamente significativa entre
ambos. Lo anterior permite contar con dos métodos rapidos y no destructivos para
la cuantificacion del % ed.

Finalmente el compuesto 5'-desoxi-2’,3’-O-isopropiliden-5"-oxo-inosina (2), resultd
ser un sustrato util en las reacciones de cianacién catalizadas por oxinitrilasas
empleando diversas fuentes vegetales de los géneros Prunus, Pouteria y Annona.
Los bajos excesos diasteroisoméricos obtenidos en el compuesto 2',3-O-
isopropiliden-5'-ciano-inosina (3), se atribuyen principalmente a la adicién quimica
no enzimatica (espontanea), que se lleva a cabo en competencia con la reaccién
enzimatica de cianacion.

De este modo se debe buscar minimizar la reaccion quimica en los procesos
biocataliticos, logrando asi la obtencién de cianohidrinas con una mayor pureza
oplica. El control quimico elaborado para la reacciéon no enzimatica, permitié
evidenciar la inducciéon generada en las diferentes fuentes de oxinitrilasas
empleadas, teniendo los mejores resultados con los biocatalizadores de harinas
de: almendra (Prunus dulcis) y mamey (Pouteria sapota). El biocatalizador de
almendra presentd los mayores excesos diasteroisomericos empleando
temperaturas de 5 y 10°C, mientras que para el biocatalizador mamey la mayor
induccién asimétrica se presenté al utilizar una temperatura de 20°C.

Es importante mencicnar la selectividad que presentan este tipo de reacciones,
pudiendo ser empleadas en la obtencibn de compuestos enantiopuros, para
elaborar compuestos con aito valor agregado, Gtiles en la produccion de diversos
productos farmacéuticos desde antibidticos hasta antivirales, utilizados para
combatir diversas infecciones. Sin embargo las reacciones biocataliticas son
susceptibles a diversos factores, encontrandose que meodificaciones en la
temperatura y pH de la reaccién son fundamentales para conseguir una mayor o
menor pureza optica, sin dejar de lado la concentracién de la solucion
amortiguadora empleada con respecto al aldehido (2), poniendo en evidencia la

selectividad que presentan las reacciones catalizadas por enzimas.
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