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RESUMEN

El nucledsido adenosina, es una compuesto que participa en diversos procesos
fisiolégicos, y sus efectos estan directamente relacionados con la interaccién con
sus receptores (A1, A2a, A2 ¥ As) y otros son independientes de estos receptores;
debido a los distintos efectos terapéuticos que se le han encontrado, es
ampliamente utilizada como intermediario para la sintesis de compuestos con
actividad como: anticancerigenos, antibidticos, antiinflamatorios, antivirales,
antiarritmicos, insecticidas. Estos compuestos por lo general se obtienen por
sintesis quimica, pero hoy en dia, el uso de la sintesis quimica-enzimatica facilita la
obtencién de estos compuestos que por métodos tradicionales son dificiles de
sintetizar. Asi el empleo de biocatalizadores abre una nueva via para la preparacion
de éstos compuestos con una mayor pureza éptica, y reduce el grado de desechos
en comparacion con los métodos de sintesis quimica tradicional, obteniéndose asi

un menor impacto ambiental.

Se plante6 como objetivo principal; la aplicacion de oxinitrilasas como inductoras de
asimetria con la finalidad de obtener la cianohidrina del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-
O-isopropilidenadenosina con alta pureza éptica, para lo cual se seleccionaron las
enzimas oxinitrilasas obtenidas de las semillas de: mamey, almendra, cereza,
ciruela, capulin, guanabana, durazno y zapote en forma de polvos acetdnidos,
utilizando diferentes temperaturas. Se analizaron y cuantificaron los compuestos
obtenidos por cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) y resonancia
magnética nuclear de protén (RMN 'H). Del estudio realizado, encontramos que las
biocatdlisis con el polvo acetonido de mamey presentaron los mejores efectos de
induccion asimétrica, con un %ed (18.6) para la cianohidrina de la adenosina.

Se demostrd la actividad biocatalitica de las diferentes fuentes vegetales de
oxinitrilasas empleando los géneros Prunus, Pouteria'y Annona, con el compuesto
(4D).
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1. INTRODUCCION

Los nucleédtidos y nucledsidos son compuestos endégenos que estan implicados
en diversos procesos celulares, por lo cual, son de suma importancia en
investigacion para el desarrollo de derivados con actividad farmacologica,
utilizados clinicamente como: antibidticos, antivirales, antirretrovirales,
cardiovasculares, oncolégicos, agentes inmunomoduladores y agentes
antiarritmicos.-3

Las areas en las que se ha encontrado mayor aplicacion de estos derivados son
en oncologia y virologia (antirretrovirales), debido a que estos imitan la fisiologia
del metabolismo celular y como consecuencia pueden ser incorporados al ADN o
ARN, inhibiendo asi la division celular o la replicacion viral.'Esto tiene gran
repercusion ya que tanto el cancer como las enfermedades virales son problemas
de salud publica en nuestro pais y a nivel mundial. Estos nuevos analogos
proporcionan farmacoterapias mas eficaces, dirigidas a dianas moleculares
especificas, disminuyendo los efectos adversos.*

En la actualidad los tratamientos antirretrovirales marcan la pauta en el uso de
terapias triples, en las cuales dos de ellos son andlogos nucleosidicos.°Un
ejemplo son los antirretrovirales que han reducido la tasa de mortalidad de 2.2
millones en el 2005 a 1.7 millones en el 2011.6

En anos recientes, se han sintetizado o aislado nuevas estructuras de nucledsidos
con aplicaciones clinicas, por ejemplo: el aciclovir, zidovudina (AZT), clofarabina,
lamivudina, abacavir, entecavir, ribavirina, didanosina, zalcitabina, estavudina,
lobucavir, nelarabina, azacitidina, capecitabina, entre otros.”

Durante el desarrollo de los derivados nucleosidicos, se busca que estos sean
efectivos, selectivos y no téxicos, por lo que se han buscado distintas técnica para
su obtencion. Por otra parte las modificaciones estructurales a las bases
nucleosidicas juegan un papel importante, debido a que estas pueden mejorar las
propiedades farmacologicas de la molécula o presentar una actividad
farmacolégica distinta a la de la molécula lider; estas modificaciones se han
realizado tanto en la base heterociclica como en la pentosa.'°Parte de la dificultad
de los procesos de obtencion de estos derivados radica en la complejidad



molecular que presentan, teniendo problemas en la implementaciéon de procesos
de sintesis organica, donde se generan residuos dificiles de manejar o eliminar,
sin dejar de lado las reacciones no deseadas que son comunes debido a su pobre
especificidad, por lo cual estos procesos se vuelven mas largos y por lo tanto mas
costosos. Estos inconvenientes han estimulado el uso de la combinacion de
sintesis quimica y biocatalitica en sintesis organica en la ultima década, haciendo
énfasis en el uso de biocatalizadores para la obtencidén de las moléculas
requeridas. Los biocatalizadores adquirieron un papel relevante en el desarrollo de
nuevos farmacos y moléculas complejas dificiles de obtener por métodos quimicos
tradicionales, el empleo de estos abre una nueva via para el disefo, elaboracion
de procesos optimizados y obtencion de nuevos compuestos.''-13

En esta area se han realizado modificaciones a los derivados nucleosidicos por
sintesis quimica y con menos frecuencia por catalisis enzimatica, las cuales van
desde hidrélisis enzimatica en la base nitrogenada, protecciones regioselectivas
en la base nitrogenada y en el azdcar de la molécula, dando como resultado
compuestos con una menor toxicidad.'?

Lo anterior ha conducido a un amplio desarrollo en la sintesis de estos analogos
con especial atencion en la derivatizacién y sintesis asimétricas. Ademas la
busqueda de derivados clinicamente eficaces, ha originado enfoques
multidisciplinarios con el objetivo de lograr una produccion mas sencilla, tratando
de desarrollar sintesis enantioselectivas y con menor impacto ambiental en los
procesos de fabricacion.

Dada la compleja estereoquimica de los derivados nucleosidicos es importante
contar con métodos analiticos eficientes que ayuden a caracterizar, identificar,
separar y cuantificar adecuadamente cada intermediario formado, asi como sus
excesos diasteroisoméricos de los productos sintetizados ya sea quimico y/o
enzimatico. Por todo lo anterior, se sintetizaran intermediarios de adenosina con
alta pureza éptica, que sean la base para la obtencién de nuevos compuestos con
actividad farmacéutica; empleando biocatalisis, se controlara la estereoquimica del
nuevo centro estereogénico que se generara a partir del aldehido nucleosidico
sintetizado, utilizando oxinitrilasas de origen vegetal.



2. ANTECEDENTES

2.1 Nucleoétidos

Un nucleotido es un compuesto cuya estructura esta dada por el ensamblaje de
tres componentes: base nitrogenada (purina o pirimidina), pentosa y acido
fosforico.™ La unién del nucleésido con el acido fosférico 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 nucleétido.’Las caracteristicas estructurales de los

nucledtidos son: 4cido fosférico, base nitrogenada y un azucar (Figura 1).

Base HH=
nitrogenada

M H“""“N

Fosfato
a

Nucledsido

Nucleotido

Figura 1.Ejemplo de la estructura de un nucleétido.

Los nucledtidos son componentes estructurales de los acidos nucleicos, también
participan como portadores energéticos (ATP, UTP, GTP Y CTP). Asimismo,
forman parte de coenzimas como el NAD+, NADP+,el FAD y la coenzima A.
También son reguladores metabdlicos, como el AMP ciclico (AMPc) o el GMP
ciclico (GMPc). Algunos nucleétidos participan en los mecanismos de transduccion
de senales celulares, como el GTP, el GDP y el AMPc.'%Debido a que estan
implicados en mudltiples funciones, se han desarrollado analogos aptos para
interferir en la multiplicacién de agentes patégenos, ya que se incorporan en el
ADN y en ARN para inhibir la divisién celular y la replicacion viral.



2.2 Nucleésidos

El término nucledsido fue introducida por Levene y Jacobs en 1909, estos se
clasifican de acuerdo a la base nitrogenada que contienen: puricas (adenina y
guanina) y pirimidicas (citosina, uracilo y timina), (Figura 2).1517

HzM ' ?
) l A
s == NIL S, _I__.J-' ~ pgh || T:4H
i N\ [= ' S
T N ~ N s
(¥ H
P timina uracilo
aden
s ] MH
it |
il Tl
¢ N A=l 0 L
M "N O
H i+
guanina citosina
PURICAS PIRIMIDICA S

BASES NITROGENADAS

Figura 2. Clasificacion de las bases nitrogenadas.

Los nucledsidos son compuestos en los que las bases nitrogenadas (puricas o
pirimidinas) estan unidas a las pentosas (ribosa o desoxirribosa) por medio de
un enlace covalente B-N-glicosidico (Figura 3), formado entre el atomo de
carbono carbonilico de la pentosa ( carbono 1°) y uno de los d&tomos de nitrégeno
de la base nitrogenada el N-1de la pirimidina o el N-9 de la purina.'>!”

2.3 Adenosina

La adenosina es un nucledsido de purina endégeno de origen natural, compuesto
por una molécula de adenina unida a una ribofuranosa a través de un enlace B-N-
9-glicosidico (6-amino-9-b-D- ribofuranosil-9-H purina),(Figura 3).2 En 1929 Drury y
Szent-Gyorgyi de la Universidad de Cambridge,'® descubrieron sus propiedades
como vasodilatador coronario y antiarritmico, en la actualidad se sabe que es un
nucledsido de senfalizacion extracelular, ampliamente distribuido en todas las
células, tanto del Sistema Nervioso Central como del Periférico, donde ejerce un
importante papel como neurotransmisor y/o neuromodulador,'® tiene propiedades

antitrombéticas, reduce la presidén arterial y la frecuencia cardiaca; la adenosina
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intravenosa se ha mantenido como base en la terapia clinica para el diagnéstico o
el tratamiento de pacientes con arritmias supraventriculares desde los anos
ochenta,®® es el antiarritmico mas utilizados en la practica clinica de

anestesiologia.? Ademas la adenosina enddgena esta implicada en la respuesta

N~ XN
AN
Q;Q
.OH

Wb

inmune.?!

O

ey

OH

OH

Adenosina

Figura 3. Nucledsido de adenosina.

Se ha encontrado también que puede regular procesos fisioldgicos por la unién
y/o la activacibn de uno o mas de los cuatro receptores transmembranal de
adenosina acoplados a proteina G.° Algunos de estos procesos donde esta
implicada la adenosina es en la inflamacion, ya que se ha observado su
acumulacién en los tejidos inflamados,?® también durante la hipoxia la
concentracion de adenosina aumenta, debido a la hidrélisis del enlace fosfo-éster
de sus moléculas precursoras (ATP, ADP, AMP).23

La adenosina se forma en el interior de las células mediante dos rutas metabdlicas
reversibles. La primera es la hidrolisis del AMP por acci6on de la enzima 5°-
nucleotidasa. Esta es la ruta principal de produccién de adenosina en el tejido
nervioso y cardiaco, especialmente en situaciones en las que existe una gran
demanda de oxigeno o una disminucién de la disponibilidad del mismo. La
segunda es por la hidrélisis de la S-adenosilhomocisteina (SAH) por accion de la

enzima  S-adenosilhomocisteina  hidrolasa, obteniéndose adenosina vy



homocisteina. La adenosina formada puede ser liberada al exterior de la célula
por difusién facilitada o a través de un trasportador de nucledsidos bidireccional,
dependiendo de su concentracion.?*

Esta adenosina puede ser capturada otra vez por las células endoteliales
vasculares y por eritrocitos, donde se transforma en inosina por accion de la
enzima adenosina desaminasa o en AMP por accion de la enzima adenosina
quinasa, o bien es degradada directamente en el exterior de la célula a inosina

por accion de la ecto-adenosina desaminasa.'®

2.4 Receptores de adenosina

Se han identificado y clasificado cuatro distintos tipos de receptores A1, Az2a, Az Yy
As.Estos pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteina G, pero con
tamano algo menor que el resto de los receptores de esta familia.2> Dependiendo
de la distribucion de los receptores de adenosina se presentan diferentes perfiles
farmacoldgicos, por lo que la expresion de mas de un tipo de receptor su
concentracion y abundancia en la misma célula permite a la adenosina activar mas
de una ruta de sefializacion.?*

La activacion de los receptores A1 y As unidos a la proteina Gi, reduce la
actividad de la adenilciclasa y disminuye los niveles intracelulares del AMPc,
mientras que la activacion de los receptores A2a y A2s unidos a la proteina Gs
presentan el efecto contrario,?® la activacion de los receptores A1 generalmente
tienen una funcién inhibitoria sobre la mayoria de los tejidos (efecto represor del
miocardio).?’

Asi mismo se ha encontrado que los antagonistas de A2a han mostrado
propiedades anti-Alzheimer y se estan estudiando activamente como agentes anti-
Parkinson,?® mientras que los estudios de los antagonistas de los receptores Ass
estan dirigidos para el tratamiento del glaucoma. Los agonistas selectivos de A1
muestran un efecto protector en la enfermedad de Huntington.?® Por todo lo
anterior estos receptores son prometedoras dianas terapéuticas en una amplia
gama de condiciones, incluyendo enfermedades isquémicas cerebrales vy
cardiacas, trastornos del suefio, inmunes y trastornos inflamatorios y cancer.®



2.5 Analogos de nucledsidos con actividad farmacoldgica

La investigacion sobre nucledsidos comenzé hace mas de 100 afios con las
investigaciones estructurales de Emil Fischer. La importancia de estas moléculas y
sus aplicaciones tuvieron un rapido progreso, al principio las bases como nucleo y
luego con los nucledsidos.®® Los anélogos de nucledsidos son una familia de
compuestos con diferentes actividades farmacoldgicas entre las cuales destacan
su actividad como agentes antivirales, antitumorales y como inmunosupresoras. Al
ser moléculas labiles, polifuncionales y quirales su sintesis quimica requiere
multiples pasos incluidos los de proteccion-desproteccion.'?

El primer analogo fue la idoxiuridina el cual fue sintetizado por Prusoff en
195931 utilizado principalmente por via topica para el tratamiento de herpes simple;
otro analogo que se descubrieron dos décadas después son la arabinosido de
adenina usado para el tratamiento de la hepatitis B y el aciclovir (ACV) empleado
para combatir el virus del herpes.”

En la mayoria de los casos los derivados nucleosidicos son selectivos y no
téxicos, ya que estos derivados, se comportan como profarmacos que necesitan
ser activados farmacoldégicamente por enzimas celulares o virales.*

Sin embargo, hay un numero de compuestos con una estructura nucleosidica que
no requieren esta activacion para presentar actividad farmacoldgica. En algunos
casos, estos derivados de nucledsidos se unen en el sitio de union del sustrato de
la diana enzimatica, pero no son reconocidos como sustratos, por lo tanto ejercen
una inhibicibn competitiva con los sustratos naturales. En otros casos, los
analogos de nucledsidos interactian con la enzima diana en un sitio diferente del
lugar de unién (sitios alostéricos) y por lo tanto se comportan como inhibidores no

competitivos con el sustrato natural.?



2.6 Analogos de Adenosina: relacion estructura actividad dependiente de los
receptores A1, A2a, A2s y A3

Las modificaciones estructurales que se le han realizado al nucleésido de
adenosina repercuten en su actividad farmacoldgica, debido a que es dependiente
del sustituyente y la posicidon de dicho sustituyente en la molécula, como se puede
observar en la (Figura 4) y en la Tabla 1.70:32

NH-Alquil o aril ,
selectividad A1 NH;
0- o NH-Alquil o aril, H\ >
selectividad A2 N’f N
JOH=——
0 ' - Agonistas eficaces
N-alquil o “oH—
carboxilamida,
selectividad A2 OH

Figura 4.Relacién estructura actividad de la adenosina.

En la Tabla 1 se presentan tres derivados de adenosina con actividad
farmacoldgica; tienen en el carbono de la ribosa un grupo amida. Por lo que se
considerd interesante explorar la creacién de un nuevo centro estereogénico en
una adenosina protegida, y a partir del aldehido correspondiente incrementar el
namero de carbonos via una cianohidrina, la cual puede ser transformada a la
amida correspondiente por hidrélisis. Asi en este proyecto el intermediario clave
seria el aldehido y por biocatélisis se obtendria la cianohidrina
diastereoisoméricamente enriquecida, utilizando como fuente de oxinitrilasas los
polvos acetdnidos de las semillas de: almendra, capulin, cereza, ciruela, durazno,
guanabana, zapote y mamey. En el Esquema 2, se presenta una amplia gama de
posibilidades de transformacion de cianohidrinas a multiples derivados, donde se



puede visualizar de una mejor manera el gran potencial que se puede tener con la

creaciéon de un nuevo centro estereogénico en este sustrato.

Tabla1l. Ejemplos de anélogos de adenosina con actividad farmacoldgica, dependiente de los

receptores de adenosina.

Nombre del Estructura
analogo
Selodenoson /O
HMN
N= N
| >
Q|
/\NH o
OH OH
! NH
IB-MECA N= N
L, >
N N
_N o
HsC o
OH OH
MRS3997 N ﬂ
HN/ \CO (@]
= N
o >
o N N
|
/\NH ©
OH OH

Informacion

Agente antiarritmico, es un agonista de
los receptores A, disminuye la
frecuencia cardiaca sin disminuir la

presion arterial.33:34

Es un agonista selectivo de los
receptores As, es un inmunomodulador

en las enfermedades inflamatorias.3*

Agonista de los receptores Aza y Azs, y
agonista parcial de los receptores Ar,
es empleado para combatir la

tripanomiasis.3

Asi mismo, existen derivados de adenosina en los cuales, su efecto farmacol6gico

es independiente de los receptores, ya que estos tienen su mecanismo de accién

directamente sobre ADN, ARN o inhibiendo alguna enzima Tabla 2.



Tabla 2.Derivados de adenosina con actividad anticancerigena.

Nombre

Estructura

Informacion

8-amino-adenosina

NH,
N>
HN— ] p
N™ N
o

o}

H

OH OH

Disminuye la sintesis de ARN y ADN e
induce a la muerte celular por la disminucién
de la concentracién de ATP, por lo cual es
un potente agente terapéutico para mieloma

multiple.35:36

8-cloro-adenosina

NH,
= N
N
,J%ﬁ >
cl N N
HO
o

HO OH

Disminuye la sintesis de ARNm, reduccion
de la expresibn de un gran ndmero de
proteinas, es efectivo para el cancer de
mama, su metabolito trifosforilado también
inhibe la polimerizacion de la actina y la
actividad de la topoisomerasa Il ya que esta

enzima es ATP dependiente.37-38

2-cloro-
dexosiadenosina
(Cladribina)

NH,

N7 5N

o

cl” N7 N
~0

HO

Es un farmaco empleado para combatir la
leucemia linfocitica, el mecanismo de accién
es la inhibicién de la sintesis del ADN, lo
cual provoca apoptosis debido a que no se

puede reparar el dafio.3°

9-p-D-arabinosil-2-
fluoroadenina
(Fludarabina)

NH»
OH
(9]

OH

OH

Es un farmaco empleado para combatir la
leucemia linfocitica crénica, su mecanismo
de accién es, inhibir la sintesis del ADN por
intercalacion directa en la cadena, ademas
actla sobre las ribonucleétido reductasas,
provocando el estancamientos de ARN de

traduccién.40
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2.7 Biocatalisis

Los términos biocatalisis y biotransformaciones son utilizados para describir la
metodologia basada en el uso de enzimas para la preparacién de intermediarios y
productos quimicos con alta pureza oéptica.*’ Si la conversion quimica de la
sustancia se lleva a cabo con la ayuda de una enzima libre o inmovilizada, se
emplea el término biocatalisis. Por su parte, si se lleva a cabo con la ayuda de una
célula completa se habla de biotransformacién.?La biocatalisis aplicada a quimica
organica, ha cobrado un gran auge en el mundo, debido a las ventajas que esta
presenta sobre los métodos quimicos tradicionales.*?

En el proceso de biocatalisis se pueden emplear enzimas parcialmente purificadas
0 extractos crudos, tanto de origen animal como vegetal, por ejemplo los polvos
acetonidos. La inmovilizacion de las enzimas hace que estas se pueden reciclar
varias veces sin pérdida significativa de sus propiedades cataliticas.**El medio de
reaccion puede ser acuoso, organico o en dos fases.*'El proceso en medio acuoso
representa una gran limitacion debido a la baja o nula solubilidad de una gran
cantidad de compuestos organicos. Recientemente se ha encontrado que la
termoestabilidad de una enzima se puede mejorar en sistemas bifasicos, también
se ha observado que es posible llevar a cabo ciertas reacciones enzimaticas en
medio organico. Algunas de las ventajas de la biocatélisis en medio bifasico, son
el equilibrio termodinamico para catalizar las sintesis que son desfavorables en

agua y la facilidad de extraccién de algunos productos.*®

2.8 Ventajas y desventajas de la biocatalisis

Los procesos biocataliticos se han considerado como una importante alternativa
practica y ecoldgica en la sintesis de productos organicos,*® sin embargo como
todo proceso presenta ventajas y desventajas con respecto a los procesos
aplicados en quimica clasica. Algunas de las ventajas y desventajas de la
biocatdlisis se pueden observar en los puntos: 2.8.1 y 2.8.2.4749
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2.8.1 Ventajas:

* Especificidad del sustrato.

* Son quimioselectivas: Es la reaccion preferencial de una enzima sobre uno
de dos 0 mas grupos funcionales diferentes.

* Son altamente enantioselectivas.

* Las enzimas son catalizadores altamente eficientes, las velocidades de
reaccion promovidas por enzimas pueden ser mas rapidas que aquellas no
catalizadas con un factor de 102,

* Condiciones suaves de reaccidén (generalmente se llevan a temperatura
ambiente, pH cercano a la neutralidad, presién atmosférica), esto minimiza
los problemas de isomerizacion, racemizacion, epimerizacion vy
transposiciones.

* Permite llevar a cabo diferentes reacciones quimicas sin la necesidad de
pasar por etapas de proteccidén y desproteccidn.

2.8.2 Desventajas:

e El empleo de altas diluciones y el uso de cofactores costosos.

e En algunos casos los procesos tienen rendimientos bajos.

e Altos costos de implementacion de los procesos a escala industrial.
e Se puede presentar baja actividad especifica.

e |nestabilidad a pH extremo.

2.9 Importancia de la biocatalisis para la industria farmacéutica

La sintesis de moléculas enantiopuras es una de las areas mas desafiantes en
quimica organica. La metodologia quimio-enzimatica esta siendo muy utilizada, ya
que la combinacién de procedimientos quimicos con métodos biocataliticos puede
ser una excelente estrategia en la preparacion de moléculas con alto grado de
complejidad,’>48%0  egjemplo es la obtencion del taxol, &cido 6-

aminopenicilanico,vitamina C, abacavir, entre otros.*45'

Para la implementacién de dichos procesos, en la industria farmacéutica es

necesario evaluar diferentes factores como son: (i) la viabilidad econémica en la
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que se enfoca el rendimiento del producto, (ii) la posicién que ocupa el proceso
biocatalitico en la sintesis, (iii) la pureza enantiomérica, ya que el objetivo de un
procedimiento comercial exige que el exceso enantiomérico (ee) sea de un 98% o

mayor.4°

2.10 Enzimas

Las enzimas son catalizadores biolégicos, la cuales tienen dos caracteristicas
muy importantes: la capacidad para reconocer un sustrato y catalizar una
reaccion, para transformar este en un producto.®?La gran mayoria de las enzimas
son de naturaleza proteica y son compuestos de alto peso molecular, pero sélo 3 o
4 aminodacidos estan directamente involucrados en el centro activo y en esta zona

se produce la reaccion, tras un acoplamiento mutuo entre enzima y sustrato.53

Es fundamental que la enzima mantenga su configuracion espacial para que el
sustrato encaje en el centro activo. Un cambio de temperatura, pH o salinidad,
puede provocar la desnaturalizacién de la enzima y la alteraciéon de su estructura

implica pérdida de funcionalidad.>*
Las enzimas pueden ser obtenidas de animales, vegetales 0 microorganismos.

Las enzimas se han agrupado en seis clases diferentes de acuerdo al tipo de

reaccion que catalizan como se muestra en la Tabla 3.53%
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Tabla 3. Clases y subclases de enzimas.

Clase

Isomerasas

Liasas

Ligasas

Hidrolasas

Oxidorreductasas

Transferasas

2.11 Oxinitrilasas

Subclase

Epimerasas

Descarboxilasas

Oxinitrilasas

Deshidratasas

Carboxilasas

Sintetasas

Estereasas

Nucleasas

Proteasas

Deshidrogenasas

Oxidasas

Reductasas

Cinasas

Transaminasas

Tipo de reaccion que catalizan

Isomerizacion de un centro de quiralidad

Formacién de un doble enlace por pérdida de CO:2
Adicion de HCN

Formacion de un doble enlace por pérdida de H20
Union de moléculas por adicion de CO2

Formacién de un nuevo enlace: C-O, C-N, C-C y C-S
con ruptura simultanea de ATP

Hidrdlisis de un grupo éster

Hidrélisis de un grupo fosfato

Hidrélisis de un grupo amida

Introduccién de un doble enlace por eliminacion de Hz
Oxidacion

Reduccion

Transferencia de un grupo fosfato

Transferencia de un grupo amino

En 1837 Friedrich Wohler detectd por primera vez la actividad de las oxinitrilasas

en la semilla de almendra, estas enzimas catalizan la adiciéon reversible y

estereoselectiva de acido cianhidrico a aldehidos y cetonas para formar

cianohidrinas (Esquema 1), la cual contiene el grupo ciano y un hidroxilo.%¢ Se
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conocen dos tipos de oxinitrilasas, las denominadas (R)-oxinitrilasas que catalizan
la formacion de cianohidrinas con configuraciéon “R’ vy la (S)-oxinitrilasas que

favorecen la formacion de las cianohidrinas con configuraciéon “S".%7

O
il o
5

Fy

+ HCN — w  HO
R, R,

Ol
Z

R;: Alquilo, arilo
R,:H, Me o Et

Esquema 1. Formacion enantioselectiva de cianohidrinas a partir de aldehidos y cetonas.

Las oxinitrilasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, se
conoce unas tres mil plantas que pueden producir esta enzima.5¢ Por ejemplo las
(R)-oxinitrilasas se han aislado de las semillas de diversas plantas como la
almendra (Prunusamygdalus), capulin (Prunusserotina), lino (Linumusitatissimun)
cereza (Prunusavium) ciruela (Prunusdomestica), zapote (Pouteriaviridis), durazno
(Prunus pérsica) y mamey (Pouteriasapota);®” mientras que las (S)-oxinitrilasas se
pueden obtener del arbol de caucho (Hevea brasiliensis),
mandioca(Manihotesculenta), cana (Saccharumofficinarum) y sauco negro
(Sambucusnigra).®® De esta manera, se ha empleado la harina desengrasada de
estas semillas como fuentes muy econdmicas para las biocatalisis, presentando la
ventaja de no tener que recurrir a procesos complejos de purificacién e

inmovilizaciéon de la enzima.>®

Se sabe que la actividad catalitica y la enantioselectividad de estas enzimas
depende del pH y la maxima actividad se ha determinado a pH 5 y 6, el
inconveniente de esta reaccién es que se produce la adicién no biocatalizada de
cianuro de hidrégeno, con lo que la cianohidrina obtenida presenta baja pureza
optica,® por lo cual se esta utilizando medios bifasicos para obtener cianohidrinas

enantiopuras con altos rendimientos.5°
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2.12 Cianohidrinas

Las cianohidrinas Opticamente activas son intermediarios importantes en la
preparacién de compuestos quirales (Esquema 2): como a-hidroxiacidos y sus
ésteres, a-aminodacidos, a-hidroxialdehidos, glicoles y a-hidroxicetonas presentes
en farmacos, vitaminas, aditivos alimenticio y agroquimico, ejemplo de ellos es el
(R)-salbutamol, el (R)-terbutilna, los cuales son broncodilatadores o la norstatina la
cual es un intermediario para agentes anticancerigeno e inhibidores de la proteasa
de VIH, todo estos se obtienen a partir de las cianohidrinas.57:58:61.62

NPhth

o
/iOOH R“L\CN be

4y R CN
R OH
OH CONH,

R)\(NHz R)"//OH
R’ /
OR’
R OH >

A

el \\

R CN

Esquema 2. Obtencion de diferentes intermediarios a partir de cianohidrinas.%”

OSO R’

>...m

La sintesis a nivel industrial de cianohidrinas enantiopuras esta basada en el uso
de oxinitrilasas, ya que con el uso de estas enzimas se pueden obtener productos
que son dificiles de preparar por métodos quimicos convencionales, al mismo
tiempo nos permite llevar a cabo transformaciones quimicas diferentes, sin la
necesidad de protecciones y desprotecciones tediosas, especialmente en los
compuestos con varios grupos funcionales.
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2.13 Reaccion de adicion nucleofilica

El grupo carbonilo es muy reactivo debido a que presentan una estructura plana,
polar y en consecuencia, se facilita el ataque de especies nucleofilicas. Este
puede ser en catalisis acida o basica, (Esquema 3).53

=0

e : C . C
R T | Lo il
' =] Ao, T
S T s
Benzaldehido Intermediaria Mandelonitrilo (88%)

tetragdrico

Esquema 3. Ataque del acido cianhidrico al grupo carbonilo del benzaldehido.
2.14 Proteccion de grupos funcionales

La necesidad de lograr selectividad en la sintesis organica ha hecho que se
desarrollen numerosos grupos protectores para determinados grupos funcionales,
cuando se tiene una molécula con varios grupos funcionales y se desea realizar
una transformacion selectiva, por lo cual la proteccion debe cumplir algunas

caracteristicas en especifico:

Modificar temporalmente la naturaleza del grupo funcional del compuesto

gue se desea mantener intacto mientras reacciona el otro grupo funcional.

- Protegiendo una funcion determinada se consigue que esta sea
temporalmente inerte en unas condiciones en las que si reacciona el otro
grupo. La funcionalidad original se recuperara al final del proceso. El grupo
que se introduce modificando la funcionalidad y que luego se elimina se
llama grupo protector.

- La etapa de proteccidbn debe poder realizarse en condiciones suaves,
selectivamente y con buen rendimiento.

- El grupo debe tener la minima funcionalidad posible para evitar reacciones
secundarias.

- La etapa de desproteccion se debe realizar con buen rendimiento y

selectivamente, de forma que no se ataque a otro grupo funcionales

presentes en la molécula.®*
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El desarrollo de intermediarios nucleosidicos para la sintesis de compuestos con
actividad terapéutica como: antibibticos, antimicéticos, antivirales vy
anticancerigenos actualmente tiene gran relevancia, pero son dificiles de obtener
por métodos quimicos convencionales, el empleo de biocatalizadores es una

alternativa para la obtencion de estos compuestos.

En esta investigacion se utilizaran las enzimas oxinitrilasas, liasas, utilizando como
fuentes de dichas enzimas las semillas de: almendra, capulin, cereza, ciruela,
durazno, guandbana, zapote y mamey,5%6566 |as cuales tienen la capacidad de
incorporar un grupo ciano en un aldehido. Por lo anterior, es relevante desarrollar
procedimientos biocataliticos para lograr una induccién asimétrica, que permita el
enriquecimiento de alguno de los estereocisomeros o bien la obtencion exclusiva de
uno de ellos, por lo cual, en este proyecto al trabajar con la adenosina,la cual
contiene ya centros quirales, se pretende obtener un nuevo centro estereogénico
con alta pureza éptica utilizando oxinitrilasas con la finalidad de favorecer la

formacién de uno solo de los diasteroisémeros posibles.

4. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la induccién asimétrica en el nucledsido de adenosina, por medio de la
adicion biocatalizada del ioncianuro al grupo carbonilo, usando oxinitrilasas
presentes en los polvos acetonidos de semillas de: almendra, capulin, cereza,

ciruela, durazno, guanabana, zapote y mamey.
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4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Llevar a cabo la sintesis quimica para la obtencién de los derivados de
adenosina: aldehido, cianohidrina y amida.

Caracterizar e identificar las materias primas adenosina (1A), 2°,3"-O-
isopropilidenadenosina (2B), y los intermediarios 2,5-dimetilpirrol de la
2°,3"-O-isopropilidenadenosina (3C), aldehido del 2,5-dimetilpirrol de la
2°,3’-O-isopropilidenadenosina(4D), cianohidrina del 2,5-dimetil pirrol de la
2°,3"-O-isopropilidenadenosina(5E), amida de la 2°,3-0-
isopropilidenadenosina (6F), asi como el posible producto amida de
adenosina (7G); por espectroscopia de infrarrojo y resonancia magnética
nuclear ("Hy '3C).

Desarrollar los métodos analiticos por CLAR, para cuantificar e identificar
los compuestos A-G.

Aplicar las enzimas oxinitrilasas, obtenidas de diferentes fuentes vegetales
(almendra, capulin, cereza, ciruela, durazno, guanabana, zapote y mamey),
para la preparacion biocatalitica de la cianohidrina del 2,5-dimetil pirrol de

la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (5E).

5. HIPOTESIS

podra inducir la formacion del nuevo centro estereogénico con el

enriquecimiento de uno de los diasteroisomeros de la cianohidrina de adenosina,

utilizando oxinitrilasas provenientes de diferentes fuentes vegetales.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Instrumentos y Equipos

1. Espectrofotdmetro de infrarrojo (IR) Perkin-Elmer Paragon 1600 FT, FT-IR
System.

2. Resonancia magnética nuclear (RMN) Varian Mercury DMX400 de 400
MHz y Agilent DD2 600MHz con OneNMRProbe.

3. Espectrofotémetro UV/VIS, Beckman DU650.

4. Cromatoégrafo de liquidos de alta resolucién (CLAR) Agilent 1100 y 1200
con detector de UV/visible de arreglo de diodos.

6.2 Insumos Quimicos

La materia prima adenosina, 2°,3"-O-isopropilidenadenosina se adquirié de Sigma
Aldrich, los reactivos y disolventes utilizados para las sintesis fueron grado
reactivo (J.T. Baker, Aldrich y Merck), los disolventes grado CLAR (Tecsiquim y
J.T. Baker), Silica Gel para columna flash (200-400 mm) de Merck.

20



7. METODOLOGIA

El grupo amino de la adenosina se decidi6 proteger como derivados del pirrol,
para lo cual se emplearon el 2,5-dimetilpirrol y el pirrol.

En el Esquema 4 se muestra la ruta de sintesis quimica para la obtencion de
cinco derivados de adenosina (2B, 3C, 4D, 5E y 6F) y de cuatro derivados de
pirrol obtenidos durante el proceso de proteccion del grupo amino (I, II, 1l y IV). Se

describiran las diferentes metodologias utilizadas para su obtencion.

NH;
NHz N
N~ ™=
N W o]
S LA <
I g N (o] ™ N o
N OH 'Y i
o TsOH
OH HO
OH
2B

NH2 ) ‘
M
i) KGN I\)\/[

M
0
H 0.
” g = ;,r et X
H

3C

6F

Esquema 4. Ruta de sintesis quimica para la obtencién de los derivados de adenosina.
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7.1 Sintesis de la 2,3 -O-isopropilidenadenosina (2B) (Esquema 5)

Preparacion de Soluciones Ay B:

Solucion A: Se pesé 1 g (1 mmol) de acido p-toluensulfénico (TsOH), se disolvié
en 15 mL de propanona.

Soluciéon B: Se pes6 1.5g (3 mmol) de adenosina (1A), esta se suspendi6é en 20
mL de propanona.

Estas soluciones se mezclaron en un matraz Erlenmeyer de 125 mL con 40 mL
mas de propanona, se agitan durante 8 horas, y se monitoreo por cromatografia
en capa fina (CCF), se neutralizé con una solucién saturada de bicarbonato de
sodio.?”Se filtr6 en un embudo con un tamafo de poro de 0.45 um, se lavé con
metanol (50 mL) y el filtrado se concentré a presion reducida (rotavapor). Se
purificd por cromatografia en columna, utilizando como mezcla de elucion: acetato
de etilo y metanol (99.9:0.1). El producto fue caracterizado por espectroscopia IR,
y RMN de 3Cy 'H.

NH,,
NH., .
N7
NN | »
) i
[ > Z=N
OH )k o G><
O, TsOH O
OH HO
OH
1A 2B

Esquema 5.Sintesis de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (2B).
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7.2 Proteccioén del 6-amino de la 2°,3",-O-isopropilidenadenosina

Para la proteccién del grupo amino del compuesto (2B), se utilizaron 4
métodos: con 2,5-hexanodiona (método A, donde se obtuvo el 2,5-
dimetilpirrol (3C) y por el método B, el 2,5-dimetilpirrol (3C) y el éster (I)) y
con el 2,5-dimetoxitetrahidrofurano (por el método C se obtiene el pirrol (Il) y

el éster (lll) y por el método D, el pirrol de la adenosina (1V)).

7.3 Sintesis del 2,5-dimetilpirrol de la 2',3"-O-isopropilidenadenosina (3C)
Método A (Esquema 6)

Se peso6 1g (1 mol) de la 2,3 -O-isopropilidenadenosina (2B) en un matraz balén
de 25 mL, se le agregaron 4 mL (10 moles) de 2,5-hexanodiona, se calent6 a
150-160°C, con agitacién por 48 horas, la reaccion se monitoreo por CCF. El
matraz con la muestra se colocé directamente al vacio por 12 horas, el producto
se purificd por cromatografia en columna con silica gel, usando como fase mévil
mezclas de hexano: acetato de etilo (75:25, 50:50, 25:75), el disolvente se destild
a presion reducida (rotavapor) y el aire se desplazé con N2 seco.?® El producto
obtenido se caracterizd por espectroscopia IR y RMN ('H y '3C).

A3

NH2 N

) N = N

LD 0 PR

N N M N/‘ N

0 0 o)

HO

OH
2B

3C

Esquema 6. Sintesis del 2,5-dimetilpirrol de la 27,3"-O-isopropilidenadenosina (3C), método A.
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Método B (Esquema 7)

Se peso6 1g (1 mol) de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (2B), se agregaron 2 mL
(5 moles) de 2,5-hexanodiona, y 0.8 a 3 mL de acido aceético, se calent6 a reflujo
de 4 a 6 horas, se neutralizé con solucion saturada de bicarbonato de sodio, se
extrajo con acetato de etilo(5 X 100 mL), el producto se purificd por cromatografia
en columna con silica, empleando como fase mévil, mezclas de hexano:acetato de
etilo (75:25, 50:50, 25:75, 00:100), el disolvente se destilé a presién reducida
(rotavapor) y el aire se desplazd con N2 seco. Las técnicas empleadas®®° fueron
modificadas en el laboratorio (se adiciond, acido acético para reducir el tiempo de
reaccion). Se obtuvieron los productos (3C) y (I) los cuales se caracterizaron por
espectroscopia IRy RMN ('H y '3C).

Pl yaw

NH2 N

L
}I AT >< ;[ e

D
3C I

2B

Esquema 7. Sintesis del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (3C) y el éster (I),
método B.

7.4Sintesis del pirrol de la 2°,3’-O-isopropilidenadenosina (ll)

Método C (Esquema 8)

Se pesaron 25 mg (0.7mmoles) de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (2B) en un
matraz balon de 10 mL, se le adicionaron 21 pyL (1.62 mmoles) de 2,5-
dimetoxitetrahidrofurano y 2 mL de acido acético como medio de reaccion, se
calento a reflujo durante 5 horas, la reaccién se monitoreo por CCF, se neutraliz6
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con una solucién saturada de bicarbonato de sodio, se extrajo con cloruro de
metileno (83X15 mL), se secd con Na2SO4 anhidro. Se filtr6 y se destild el
disolvente a presién reducida; el residuo se purificd por cromatografia en columna
con silica gel, empleando distintas mezclas de hexano:acetato de etilo como
eluyente (75:25, 50:50, 25:75, 00:100 ), el disolvente se destil6 a presion reducida
(rotavapor) y el aire se desplazd con N2 seco.%%7° Se obtuvieron los productos (I1)
y (lll) los cuales se caracterizaron por espectroscopia IRy RMN ('H y 13C).

4N\

- . {;’N\}
NN NN N
LY L Ly o+ YOI

N N O 0, 3! N N l =

0 e 0 NT N
d 1 X - o J X -
o Reflujo H'DJ}_‘_ o 8] D><

HO 9

OH ’i
0
2B I I

Esquema 8. Sintesis del pirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (Il) y el éster (1), método C.

7.5 Sintesis del pirrol de la adenosina (IV)

Método D (Esquema 9)

Se pesaron 30 mg (0.9mmoles) de 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (2B), se
agregaron 21 pL (1.6 mmoles) de 2,5-dimetoxitetrahidrofurano, 2 mL de &acido
acético diluido con metanol y agua (80:20 o 50:50). Se calent6é a reflujo por 15
horas, la reaccion se monitoreé por CCF, se neutraliz6 con una solucién saturada
de bicarbonato de sodio, se extrajo con acetato de etilo (4 X 25mL), se secd con
Na2S04 anhidro. Se filtr6 y se destild el disolvente a presidn reducida; el residuo
se purificd por cromatografia en columna con silica gel, empleando distintas
mezclas de hexano: acetato de etilo (50:50, 25:75 y 0:100), el disolvente se destilé
a presion reducida (rotavapor) y el aire se desplazé con N2 seco.”® El producto se
caracterizé por espectroscopia IRy RMN ('H y '3C).
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Esquema 9. Sintesis del pirrol dela adenosina (IV), método D.

7.6 Hidrolisis del éster (I) para la obtencion del 2,5-dimetilpirrol de la 2,3"-O-
isopropilidenadenosina (3C) (Esquema 10)

En un matraz de 10mL se pesaron 100 mg de (l), se agregaron 2 mL de NaOH al
50%, se calentdé con agitacion a 70°C durante 6 min, se neutralizé con &acido
acético, se extrajo con acetato de etilo (3 X 40 mL), se sec6 con Na2SO4 anhidro.
Se filtré y se destilé el disolvente a presion reducida, el residuo se purificd por
cromatografia en columna con silica, empleando como eluyente hexano:acetato
de etilo (75:25, 50:50, 25:75, 00:100 ), el disolvente se destil6 a presién reducida
(rotavapor) y el aire se desplazd con N2 seco. Los productos se caracterizaron por
espectroscopia IRy RMN ('H y 13C).
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Esquema 10. Hidrdlisis del éster (I) para la obtencién del 2,5-dimetilpirrol de la 2,3"-O-
isopropilidenadenosina (3C).

7.7Hidrdlisis del éster (lll) para la obtencion del pirrol de la 2,3"-O-
isopropilidenadenosina (ll) (Esquema 11)

En un matraz de 10 mL se pesaron 30 mg de (lll), se agregaron 2 mL de KOH al
50%, se calent6 a reflujo durante 25 min, se monitore6 por CCF. Se neutralizé con
acido acético, se extrajo con acetato de etilo (150 mL), se sec6 con Na2SO4
anhidro. Se filtrd y se destil6 el disolvente a presion reducida.

N
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Esquema 11.Hidrolisis del éster (lll) para la obtencion del pirrol de la 2,3-0-
isopropilidenadenosina (I1).
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7.8 Sintesis del acido o-iodoxibenzoico (IBX) (Esquema 12)

En un matraz balén de 1000 mL se pesaron 10 g (1 mmol) de acido 2-
iodobenzoico, con agitacion se adicion6 una solucién de Oxone® 74.3g (3 mmol)
en 400 mL de agua desionizada, la mezcla se calenté a 75°C- 80°C durante 12
horas, se monitore6 la reaccion por CCF. La mezcla se enfrié a 0-5°C por 30 min
con agitacion lenta, se filtr6 en un embudo de vidrio sinterizado, lavando con agua
(6 x 100 mL) y acetona (2 x 100 mL). El sélido se sec6 por 16 horas a temperatura
ambiente.”!72 El producto se caracteriz6 por espectroscopia IRy RMN ('H y 13C).

e )]
K0 /
A 0
5 OH
| fo ~0~ \}KDH
OH Oxone = \O

H,0, 70 - 75 °C

O O
Acido 2 -iodobenzoico IBX

Esquema 12. Sintesis para la obtencion del IBX.

7.9 Sintesis del aldehido del 2,5-dimetilpirrol de Ila 2,3-0-
isopropilidenadenosina (4D) (Esquema 13)

En un matraz bola de 250 mL, se pesaron 400 mg (1mmol) de 2,5-dimetilpirrol de
la 2,3-O-isopropilidenadenosina (3C) el cual se disolvié en 7 mL de acetonitrilo, se
adicionaron 870 mg de IBX (3 mmol). La reaccién se realiz6 en atmésfera de
nitrégeno, calentando a 78°C durante 3 horas, se monitoreo por CCF; la reaccién
se enfrié a -5°C, se filtr6 en vidrio sinterizado para eliminar los residuos de IBX, se
lavé con acetonitrilo a (-5°C) (3 X 20mL), el disolvente se destilé a presién
reducida (rotavapor), el aire se desplazé con N2 seco para evitar la hidratacion.”3-76
El producto se caracteriz6 por espectroscopia IRy RMN ('Hy 13C).
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Esquema 13. Sintesis del aldehido del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3-O-isopropilidenadenosina (4D).

7.10 Sintesis quimica de la cianohidrina del 2,5-dimetilpirrol de la 2’,3’-
O-isopropilidenadenosina (5E)

A partir del aldehido del 2,5-dimetilpirrol de la 27,3 -O-isopropilidenadenosinase
realizo la sintesis quimica para la obtencién de la cianohidrina (5E) empleando los
métodos (A y B).

Método A (Esquema 14)

Se prepararon soluciones acuosas de: cloruro de amonio (2.2 mmol) en 2 mL de
agua y de cianuro de potasio (2.2 mmol) en 2 mL de agua; estas soluciones se
mezclaron en un vial de 25 mL y se adicion6 1 mmol del compuesto (4D) a
30°Cpor 24 horas, se monitoreé por CCF. La cianohidrina se extrajo con AcOEt (6
x 5 mL), se secd con sulfato de sodio anhidro, el disolvente se destilé6 a presién
reducida, hasta la obtencién de un aceite café oscuro.”” El producto se caracterizé

por espectroscopia IRy RMN ('H y '3C).

29



s
o ﬁb

i) KCN i) NH4CI
><
><

4D S5E

Esquema 14. Sintesis quimica de la cianohidrina del 2,5-dimetilpirrol de la 2',3-O-

isopropilidenadenosina (5E), método A.

Método B (Esquema 15)

En un tubo de ensayo con tapa de rosca de 5 mL, se agregaron 0.5 mL de una
solucién amortiguadora de cianuro de potasio (KCN) y acido citrico(pH 4.5 1N), el
HCN se extrajo con éter diisopropilico (2 x 1 mL) y a la fase organica se le
adicionaron 141 mg (0.5mmol) del aldehido del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-
isopropilidenadenosina (4D), la mezcla se agité a: 5, 10, 20 y 30°C (este método
se empled como control quimico para las reacciones biocataliticas). La reaccion
se agité durante 96 horas, monitoreandose por CCF, se extrajo con AcOEt (3 x 5
mL), se secd con Na2SOasanhidro, se filtrd y el disolvente se destild a presion
reducida, el producto obtenido se analizé por CLAR y RMN para determinar el

exceso diasteroisomérico.”°-81
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Esquema 15. Sintesis quimica de la cianohidrina del 2,5-dimetilpirrol de la 2',3-O-

isopropilidenadenosina (5E), método B.

7.1)1 Sintesis de la amida de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (6F) (Esquema
16

En un matraz de bola de 50 mL, se pesaron 50 mg del compuesto (5E), se le
adicion61 mL de H202 al 30%, se mantuvo en agitacién a temperatura ambiente
por 24 horas, se monitore6 por CCF, el crudo de la reaccion se liofilizd para
eliminar el agua, el solido obtenido se purificé por cromatografia en columna con
silica gel, empleando como fase mévil una mezcla de AcOEt:MeOH 75/25 (15 mL)
y 50/50 (10 mL).”®
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Esquema 16. Sintesis quimica de la amida de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (6F).

7.12Preparacion del biocatalizador

Se seleccionaron semillas de plantas de los géneros Prunus, Annona'y Pouteria,
como fuentes de oxinitrilasas: almendra (Prunusdulcis), ciruela (Prunus
domestica), capulin  (Prunusserotina), cereza (Prunusavium), zapote
(Pouteriaviridis), durazno (Prunus pérsica), guanabana (Annonamuricata) y mamey
(Pouteriasapota).”®-82

La semilla de cada uno de los frutos, se lavaron perfectamente, se eliminé el
endocarpio. Posteriormente, se remojaron en agua para retirar el tegumento que
recubren el endospermo, los cuales se molieron con acetona en una licuadora; el
disolvente se elimind por filtracion y este proceso se repitié tres veces. El sélido
se secd a temperatura ambiente. Posteriormente, se tamizé para homogenizar el
tamano de particula y obtener un polvo fino y uniforme. El polvo se almacené en

frascos ambar y en refrigeracion a 4°C.6¢
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7.13Sintesis biocatalitica de la cianohidrina del 2,5-dimetilpirrol de la 2’,3’-O-
isopropilidenadenosina (5E)

7.13.1 Preparacion de la solucion amortiguadora de KCN/citratos INpH 5y
pH 4.5

Se pesaron 6.512 g de KCN se disolvieron en 60 mL de agua destilada, el pH se
ajustd a 5.0 0 4.5 £ 0.05 con acido citrico, la solucién se aforé a 100 mL con agua
destilada. La solucién se guarddé en frascos de 10 mL cada uno, estos se
etiquetaron y se sellaron hasta su empleo, conservandolos en refrigeracién a 4°C.
Nota: Estas soluciones tienen que estar en refrigeracion y selladas dada la

peligrosidad del &cido cianhidrico.

7.13.2 Sintesis de la cianohidrina del 2,5-dimetilpirrol de la 2’,3’-O-
isopropilidenadenosina (5E) por biocatalisis

Se utilizé como fuente de HCN la solucién amortiguadora de KCN/citratos (pH 4.5,
1N) (1 o 6 equivalentes); el HCN se extrajo con éter diisopropilico (2 x 1.5 mL),
se colectd la fraccion organica y se adicionaron 26 o 50 pL de la solucién
amortiguadora de KCN/citratos, se mantuvo en agitacién durante 5 minutos para
saturar la fase organica, se adicion6 la fuente de oxinitrilasas en relacién 1:1
sustrato:biocatalizador. La mezcla se agité magnéticamente durante 10 minutos a
5,10,200 30°C; transcurrido el tiempo, se adicionaron 15 o 20 mg el aldehido del
2,5-dimetilpirrol de la 2',3’-O-isopropilidenadenosina (4D) y se mantuvo con
agitacion a temperatura constante de 5, 10, 20 y 30°C, (ver Esquema 17). La
reaccion se monitoreé por CCF y espectroscopia IR; después del término de la
reaccion se agreg6é una minima cantidad de agua para disolver el HCN y se
extrajo con AcOEt (3 x 4 mL), se sec6é con Na2SO4 anhidro. El disolvente se destild
a presion reducida, el producto se analizé6 por CLAR y RMN para determinar los
excesos diasteroisoméricos (%ed).”3:74.82

A la fase acuosa se le adiciona solucion de NaOCI (para transformar el HCN).
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Esquema 17. Sintesis biocatalitica de la cianohidrina del 2,5-dimetilpirrol de la 2’,3’-O-
isopropilidenadenosina (5E).

7.14 Infrarrojo

Para llevar a cabo el andlisis de los compuestos, se disolvieron o se
resuspendieron en (CHCIs), aplicando la muestra sobre la celda formando una

pelicula.

7.15 UV/Visible

Para el analisis de los compuestos: (1A), (2B), (3C), (4D), (5E) y (6F) se pesaron
2 mg los cuales se disolvieron en 25 mL de metanol. De esta solucion se tomaron
5 puL que se diluyeron en 1 mL de metanol y se leyé en el espectrofotometro
UV/VIS.

7.16 Resonancia Magnética Nuclear

Para el analisis de los compuestos (1A) y (2B), se emple6 DMSO deuterado,
CDs30OD para el compuesto (IV) y CDClspara los compuestos (3C), (4D), (5E), (6F)
(I, 11, 1) yla 2,5 hexanodiona. Se us6 TMS (referencia interna) 8'H = 0, §'3C = 0
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Esta técnica ademas de ser utilizada para la caracterizacién de cada uno de los
compuestos sintetizados, se us6 para: 1) la cuantificacién de los % de exceso
diasteroisomérico (%ed), utilizando las areas bajo la curva (ABC) de las sefiales
caracteristicas del centro quiral formado. Esta informacion la proporciona el equipo
integrando Unicamente las senales de interés de ambos diasteroisdbmeros y 2) en
la determinacién de los porcentajes de conversion del aldehido a la cianohidrina
tanto en la sintesis quimica como en la biocatalitica, se utilizé el area bajo la curva
del proton del aldehido y de los protones de los diasteroisomeros formados. Esta
informacion la proporciona el equipo integrando unicamente las sefales de interés

o se utiliza la siguiente férmula.

1ABC del producto x 100
ABC del producto + ABC del reactivo

% de conversion =

7.17Desarrollo de los métodos analiticos por Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucion (CLAR)

Los analisis por cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) se realizaron
en dos cromatdgrafos Agilent serie 1200 y 1100, para obtener las mejores
condiciones de separacion y cuantificacion de cada uno de los diasteroisobmeros
del compuesto (5E), se utilizaron columnas con fase estacionaria C8, C18 y

quirales.

7.17.1 CLAR Fase Reversa

Se pesaron 2 mg de los compuestos y se disolvieron en 2 mL de metanol y las
muestras se filtraron por membrana de nailon de 0.20 um. El andlisis se realizé en
un equipo Agilent 1200, utilizando las columnasLuna-C8 y Luna-C18 de 150 mm
de largo x 3 mm de diametro interno y 5 um tamano de particula de n-
octadecilsilano como fase estacionaria. Se probaron diferentes variables como:
polaridad de la fase mévil, velocidad de flujo, el volumen de inyeccion 1, 2, 4 uL; la
temperatura fue de 25°C y se utilizaron las longitudes de onda méaxima reportadas

para algunos de los derivados de adenosina,Ar:220, 254, 260, 280 nm.83-88
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7.17.2 CLAR Fase normal

Se pesaron 2 mg de los compuestos y se disolvieron en isopropanol, las muestras
se filtraron por membrana de nailon de 0.20 um. El analisis se realizd en un equipo
Agilent 1100, para la separacion de la muestra se utilizaron las columnas quirales,
OD, OJ-H y OB-H, se probaron diferentes variables como: polaridad de la fase
mévil, velocidad de flujo, el volumen de inyeccién, a una temperatura de 25°C, se
utilizé las longitudes de onda maxima reportadas para algunos de los derivados de
adenosina,\:220, 254, 260, 280 nm.74.89-92
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8.1 Anadlisis de la adenosina (1A)

En el laboratorio se determinaron las propiedades de la adenosina (1A), Tabla 4.

Tabla 4. Propiedades de la adenosina.

8. RESULTADOS Y DISCUSION

NH,

N™ ™=
L

N\
b
N
OH
o
%,
OH
OH

C10H13N504

(6-amino-9-B-D-ribofuranosil-9-H-purina)

Peso molecular

267.25

Apariencia polvo blanco cristalino
P. F. (°C) 234 -237
Solubilidad Soluble en DMSO, agua caliente, ligeramente soluble

en metanol, acetonitrilo, practicamente insoluble en

isopropanol y cloruro de metileno. Se disuelve en

acidos minerales diluidos

La adenosina fue caracterizada por IR y RMN con la finalidad de analizar y

comparar con los derivados nucleosidicos obtenidos al término de cada reaccion.

8.1.1 Caracterizacion por IR del compuesto (1A)

En la Figura 5 se muestra el espectro de infrarrojo de la adenosina. En donde se

puede observar las vibraciones por estiramiento de N-H y O-H en 3307cm™ y su

banda de confirmacién en 753 cm™, asi mismo las vibraciones C-H (sp®) en
2929cm' y la vibracién C-O en 1212 cm™'.
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Figura 5. Espectro de IR de la adenosina.

8.1.2 Caracterizacion por UV-Visible de compuesto (1A)

El compuesto (1A) presenta una longitud maxima en 260 y una minima en 226

nm, como se muestra en la (Figura 6). Esto concuerda con lo reportado por Ting,%

donde la absorbancia maxima es de 260 nm.

0.9000 ; ! — !

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

ADENBSINA

(Abs]

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

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

SAOOLNING: wone

-8.100

198.0 ‘ Haveler;qth (nn)

Figura 6. Espectro de UV-Visible de la adenosina.
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8.1.3 Caracterizacion por RMN del compuesto (1A)

El analisis de RMN para la adenosina se realiz6 en DMSO, en la Tabla 5 se
muestra el desplazamiento quimico para cada hidrégeno y carbono que la
constituyen. En la Figura 7 se muestra el espectro de carbono, '°C y en la (Figura

8) se muestran los espectros de RMN para 'H.

En la Tabla 5 se muestra el desplazamientos quimicos de '*C y 'H asi como los
acoplamientos entre protones; cabe mencionar que para una mejor asignacion, se
emplearon las técnicas en 2D de RMN, DEPT (Figura 9) COSY (Figura 10) y
gHMBC (Figura 11)

Tabla 5.Desplazamientos quimicos de '3C y 'H asi como los acoplamientos entre protones de la

adenosina.
No. Carbono 13C (ppm) TH(ppm)
1 61.7 3.56 (m, 1H)  3.67(m,
NH2 1H)
N/8§7/N\\ 2 86.0 3.97(m. 1)
é'\ 4{0\ >6 3 70.7 4.15 (d.d. 1H)
N N\ OH 4 735 4.61 (d.d. 1H)
Oxs‘il/ 5 88.0 5.88 (d. 1H)
\/2A3\OH 6 140.0 8.35 (s. 1H)
’ 7 119.4 -
“OH 8 156.3
9 152.5 8.14 (s. 1H)
10 149.1
H del OH unido al C1 5.46 (m. 1H)
H del OH unido al C3 5.20 (d. 1H)
H del OH unido al C4 5.46 (m. 1H)
H del NHz 7.35 (s. 2H)
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En la Figura 7se puede observar que el numero total de sefales de carbonos

corresponde con el total presente en la molécula. EI carbono No. 1 de la

adenosina donde se llevaran a cabo las distintas transformaciones se encuentra

en 61.7 ppm y los carbonos 3y 4 en 70.7 y 73.5 ppm, los cuales estan unidos a

grupo hidroxilo, que seran protegidos, formado el cetal, los cuales se veran

modificados en el trascurso de las reacciones.

1nEan

B3 .48

a8, 54

[= =1}

Figura 7.Espectro de RMN de '3C de la adenosina.

En el espectro de RMN 'H Figura 8, se observan las sefales correspondientes a

cada proton presente en la molécula y su respectivo acoplamiento. En especial, se

puede observar que los protones unidos al carbono 1 presentan diferentes

desplazamientos (3.55 y 3.67ppm respectivamente), debido a la conformacion

espacial de dichos protones y que son diasterotépicos.
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Figura 8. Espectro de RMN de 'H de la adenosina.

Ademas del analisis de 3C y 'H se realizaron los analisis en dos dimensiones
DEPT (Figura 9) COSY (Figura 10) y gHMBC (Figura 11) para confirmar la

identificacion de la molécula de adenosina.
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Figura 9. Espectro DEPT de la adenosina.
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En el espectro DEPT (Figura 9), se puede observar la presencia de un grupo CHz2
y 6 grupos CH, lo cual concuerda con la molécula de adenosina, ya que los 3
carbonos restantes de nuestra molécula son carbonos cuaternarios los cuales no

son observables por esta técnica.
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Figura 10. Espectro COSY de la adenosina.

En el espectro COSY de la adenosina (Figura 10) se pueden observar 7
correlaciones homonucleares de los protones presentes en la molécula, ejemplo
de ellos es la correlacion que existe entre el proton 3 (linea morada), con el proton
4 (linea roja) lo cuales se veran modificados por la formacién del grupo acetal.
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Figura 11. Espectro gHMBC de la adenosina.

El espectro gHMBC de la adenosina permite detectar la correlacion del protdén con
el carbono a dos o a tres enlaces de distancia, lo cual nos permiti6 hacer una

identificacion de la molécula de adenosina (ver Figura 11).

En el andlisis de la adenosina por RMN 3C y 'H los resultados son similares a lo

reportado por Ah-Kow.%

8.2 Sintesis de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (2B)

Para la obtencion del 27,3 -O-isopropilidenadenosina (2B) se realizaron 9 lotes
(Tabla 6) tomando como referencia la técnica de Townsend.®’La reaccion se agit6
por 48 horas y se monitore6 por CCF, usando como fase movil acetato de etilo.
En los lotes 1 y 2 se obtuvo un % de conversion bajo (56-62 %), debido a que
cuando se mezclaban al mismo tiempo tanto catalizador y materia prima, se
formaba una suspensién muy viscosa, la cual era dificil de agitar, por lo que se
realizaron modificaciones a la técnica: a) se mezcld por separado el acido p-
toluensulfénico con la propanona y posteriormente se le fue agregando la materia
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prima (adenosina), esto ayudd a que se disolviera mejor la adenosina (solucién
homogénea), que facilité la agitacién, b) asi mismo se modificaron las relaciones
del catalizador (TsOH) de 5 a 3 ya que se obtenian los mismos rendimientos, por
lo cual las mejores condiciones: son materia prima:catalizador 1:3 mol por 24

horas obteniendo un rendimiento del 99% (Lote 7).

Tabla 6.Sintesis dela 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (2B).

NH,

NH, N
NN VLS
RN L =
|LN/ i o NN
OH Py & 1°
r - <<
\ TsOH o
OH HO

OH
1A 2B

Sintesis dela 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (2B)

Lote Adenosina TsOH Propanona Tiempo Rendimiento

mg(mmol) mg (mmol) mL (h) %
1 50(0.19) 10.44 (0.06) 13.5 48 62
2 50(0.19) 32.0 (0.19) 7.0 18 56
3 50.2 (0.19) 32.0 (0.19) 15 24 86
4 300 (1.12) 200.0 (1.16) 16 48 81
5 150 (0.57) 500.0 (2.90) 20 24 77
6 500 (1.88) 840.0 (4.88) 50 24 91
7 100 (0.38) 190.0 (1.10) 25 24 99
8 200 (0.75) 644.0 (3.74) 25 24 96
9 1000 (3.74) 1580.0 (9.18) 35 24 98

44



8.2.1 Caracterizacion delcompuesto (2B)

El producto se caracterizo y sus propiedades se encuentran en la Tabla 7.

Tabla 7. Propiedades de la 2,3 -O-isopropilidenadenosina.

NH, C13H17N504 6-(6amino-9H-purina-9-il)-2,2-dimetiltetrahidrofuro
Nx-kq *’N\\ [3,4-d][1,3]dioxaol-4-ol
S PM 307.31
Oij:ﬂ}{. Apariencia Cristales blancos
- 2, [F. 222-224 °C
HC’J Solubilidad Soluble en DMSO, agua caliente, soluble en metanol,

acetonitrilo, practicamente insoluble en etanol, acetato de
etilo, cloruro de metileno y hexano. Se disuelven en

acidos minerales diluidos

8.2.2 Caracterizacion por IRdel compuesto (2B)

En la Figura 12, se muestra el espectro infrarrojo del compuesto (2B) en donde
se pueden observar las senales correspondientes a las vibraciones de
estiramientos C-H (sp?) del cetal formado 2868 cm™', y se conserva la vibracién de
2936¢cm'ya existentes en la adenosina, asi mismo se observan las vibraciones
OH y NH2 en 3177cm’, 3326 cm' y 3366cm™, la cual es mas fina en
comparacién con la adenosina por la formacion del cetal, también se observa la
vibracion C-O mas pronunciada en 1212 cm'. Esto concuerda con el andlisis de

IR del compuesto (2B) reportado por Enomoto.%
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Figura 12. Especfro de IR de la 2",3'-O—isbpropilidenadehosina (éB).

8.2.3 Caracterizacion por UV-Visible del compuesto (2B)

El compuesto (2B)

nm,

presenta una longitud maxima en 260 y una minima en 226

la cual es idéntica a la materia prima (1A), en la Figura 13 se muestra el

espectro UV-Vis del compuesto (2B).
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Figura 13. Espectro de UV-Visiblede la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (2B).
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8.2.4 Caracterizacion por RMN de 'H y '3C del compuesto (2B)

Para este andlisis, la muestra se disolvi6 en DMSO. En |la Tabla 8 se muestran

los desplazamientos quimicos de '3C y 'H. En la Figura 14y 15 se muestran los

espectros de RMN ('3C y'H) respectivamente.

Tabla 8.Desplazamientos quimicos de 3C y 'H del compuesto (2B).

No. Carbono 13C (ppm) TH(ppm)

1 616

’T‘H2 2 86.4

8 3 81.4
- N

\ ~

’ﬁ T A\ 4 83.3
/

9\N410\N 5 89.7

\ 6 139.8

i TR NT: 7 119.1

o 1 8 156.2

@) 9 152.7

] 10 148.9

OH 11 113.1

12 271

13 252

En la Figura 14 correspondiente al espectro de

3.55 (m. 2H)
4.22 (m. 1H)
4.97 (d.d. 1H)
5.34 (m. 1H)
6.12 (m. 1H)
8.34 (s. 1H)

m.

m.

8.17 (s. 1H)

1.54 (s.1H)
1.32 (s. 1H)
5.27 (m. 1H) del OH
7.36(s. 2H) del NH:

BC de la 2,3-0O-

isopropilidenadenosina, se observa que el numero total de sefales de carbono

corresponden con el total presente en dicha molécula, asi como también se puede

apreciar el efecto del grupo cetal en el desplazamiento de los carbonos 3y 4 a

mayor ppm (81.4 y 83.3 ppm) comparado con la adenosina (70.7 y 73.5 ppm).
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Figura 14. Espectro de RMN de'3C de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina.

En cuanto al espectro de hidrogeno (Figura 15), se observan las sefales
correspondientes a cada protdn de la molécula y su respectivo acoplamiento, asi
como la aparicién de 2 nuevas sefales en 1.54 y 1.32 ppm que integran para 3
protones los cuales corresponden a los hidrogenos del CHs del grupo cetal.
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Figura 15.Espectro de RMN de'H de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina.

Se analizé y caracteriz6 la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina por RMN de: '3C ,'H y

los experimentos de dos dimensiones DEPT

(Figura 16), COSY (Figura 17) y

gHMBC (Figura 18) para corroborar la identificacion de la molécula.
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Figura 16. Espectro DEPT de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina.
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En el espectro DEPT de la 27,3"-O-isopropilidenadenosina (Figura 16) se puede
observar la presencia de 6 grupos CH, 2CHs y 1CHz, los cuales corresponden con

los presentes en la molécula, en dicho espectro se observan 2 sefales en 27.1 y

25.2 ppm caracteristicas del grupo protector (cetal).

/ 4 nA M A

v - v e o — —
6.0 S.S S.0 4.5

F1 (ppm)

Figura 17.Espectro COSY de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina.

En la Figura 17se pueden observar 6 correlaciones homonucleares entre los

protones presentes en la molécula.
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Figura 18. Espectro gHMBC de la 2,3"-O-isopropilidenadenosina.

En la Figura 18, se puede observar la correlacion de los protones de adenosina
con sus carbonos a dos o a tres enlaces de distancia, por ejemplo el protén 13
(linea roja) se correlaciona con el carbono 11 y 12 los cuales pertenecen al grupo

cetal de la proteccion.

Estos resultados son similares a lo informado por Debnath®, Saladino® y los
espectros obtenidos por el compuesto puro (Sigma Aldrich, CAS 122404) por lo
cual nos permite concluir que se obtuvo el compuesto deseado, con un alto grado
de pureza debido a que en los espectros de RMN solo se observan las sefales del
compuesto de interés, por lo cual esta técnica es una alternativa para la obtencién

de la 27,3 -O-isopropilidenadenosina (2B).

8. 3 Caracterizacion de la 2,5-hexanodiona

Debido a que la 2,5-hexanodiona fue empleada para la proteccion del grupo
amino esta se caracterizd por IR y RMN, para poder diferenciar entre la materia
prima y el producto.
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En el espectro de infrarrojo obtenido de la 2,5-hexanodiona, se puede observar las
vibraciones caracteristicas de C=0O 1703 cm, asi como las vibraciones de
estiramiento de C-H (sp®) a 2956, 2910 cm™'(ver anexo 1a).

Para la obtencion de espectro de RMN de'H y '®C la muestra se disolvié en
CDCIs. El compuesto es simétrico por lo cual solo se observan 3 seiales de '3C,
(ver anexo 2a) y 2 sefales del 'H, (ver anexo 3a).

En la Tabla 9 se muestran los desplazamientos quimicos de *C y 'H de la 2,5
hexanodiona, estos son similares con lo informado por Clark.®® Estos resultados
son una base importante para las protecciones posteriores debido a que nos

permite comparar la trasformacion de este reactivo al formar el pirrol.

Tabla 9. Desplazamientos quimicos de '3C y 'H de la 2,5-hexanodiona.

No. 3C (ppm) 'H(ppm) y
Carbono acoplamientos
O 1 29.014 2.164 (s. 3H)
3 |£.|) 2 206.317
|_|3'(1;\2/ \4/ \CH: 3 36.158 2.693 (s. 2H)
I 6 - 4 36.158 2.693 (s. 2H)
O 5 206.317
6 29.014 2.164 (s. 3H)

8.4 Sintesis del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina
(3C)

Para esta sintesis se emplearon 2 métodos (Ay B), con la finalidad de tener un

mejor rendimiento.

8.4.1 Método A

Para este método se realizaron 10 lotes a partir de la 2,3-O-
isopropilidenadenosina para la obtencién del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-
isopropilidenadenosina (3C). Esta técnica se realizé como lo informdNowak®8, con
algunas diferencias en el tiempo (mayor a 48 horas). Cabe mencionar que el
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rendimiento maximo que reportan es del 56%, el rendimiento maximo obtenido fue
de 41% ver Tabla 10.

Tabla 10. Sintesis del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (3C), método A.

N N . N
\ o
L N> P N
N g ——— L P
150-180°C N N
o P o
° o e
OH ©
2B OH

Sintesis del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (3C)

Lote Compuesto 2,5-hexanodiona Tiempo Rendimiento
2B mg (mmol) mL(mmol) (h) (%)
1 100 (0.36) 0.5 (4.26) 48 9
2 100 (0.36) 0.5 (4.26) 48 25
3 152 (0.50) 1.7 (14.50) 68 24
4 100 (0.33) 2.0 (17.06) 72 32
5 25(0.08) 0.3 (2.56) 48 26
6 28 (0.09) 0.3 (2.56) 48 39
7 208 (0.68) 1.0 (8.52) 49 11
8 250 (0.81) 1.0 (8.52) 49 41
9 50 (0.16) 0.5 (4.52) 51 27
10 500 (1.62) 2.0 (17.06) 48 30

Cabe mencionar que con este método se obtienen una gran cantidad de
subproductos, lo cual complica el proceso de purificacién por cromatografia en

columna. El producto obtenido es una pasta oscura dificil de solubilizar.

8.4.2 Método B

Para el método B, se realizaron 23 lotes,%870 cambiando las condiciones de
reaccion, temperatura, relacion molar de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (2B):
2,5-hexanodiona, tiempo de reaccion, y en algunas el catalizador, Tabla 11, con la

finalidad de mejorar el rendimiento.
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Tabla 11.Sintesis del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (3C), método B.

NHz /Q\ /@\
N7 N\ S, 8
mmthg S~ NI(;:IJ % Nt)'\;[:\>
(=] o o] o
e s

OH

HO

o

[e]

2B 36 .

Sintesis del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (3C) y el

éster (I)
Lote = Compuesto 2,5- Acido Tiempo Rendimiento
2B mg hexanodiona aceético (h) 3C (%)
(mmol) mL (mmol) (mL)
1 28 (0.10) 0.4 (3.41) 1.2 8 22
2 20 (0.06) 0.25 (2.13) 0.8 8 50
3 20 (0.06) 0.25 (2.13) 0.8 8 50
4 100(0.33) 1.0 (8.53) 3.0 6 23
5 500 (1.63) 1.0 (8.53) 25 7 22
6 30 (0.10) 0.15 (1.27) 1.2 14 11
7 811 (2.64) 1.5 (12.80) 5.0 8 11
8 30 (0.10) 0.1 (0.85) 0.2 4 27
9 25 (0.08) 0.4 (3.41) 1.2 8 25
10 607 (1.98) 1.5 (12.80) 1.2 6 14
11 500 (1.63) 1.2 (10.24) 1.2 4 37
12 1500 (4.88) 3.6 (30.71) 3.8 4 18
13 500 (1.63) 2.0 (17.06) 0.5 4 59
14 587(1.91) 2.5 (21.33) 2.0 4 14
15 50 (0.16) 0.4(3.41) 2.0 2 46
16 250 (0.81) 0.5 (4.26) 1.2 4 38
17 553 (1.78) 0.5 (4.26) 1.2 4 39
18 200 (0.65) 0.8 (6.82) 1.2 4 55
19 203 (0.66) 0.8 (6.82) 1.2 4 55
20 244 (0.79) 0.5 (4.26) 1.2 4 38
21 263 (0.85) 0.5 (4.26) 1.2 4 38
22 400 (1.30) 1.0 (8.53) 0.8 4 54
23 407 (1.32) 1.0 (8.53) 0.8 4 54




Las reacciones de proteccion del grupo amino se siguieron por CCF, en donde las
muestras primero se neutralizaron con una solucién saturada de bicarbonato de
sodio, y después se eluyeron con la siguiente fase movil AcOEt:hex (50:50), esta
neutralizacion previa se recomienda debido a que el acido acético presente en la
reaccion interfiere en la observacién de los compuestos por CCF. Con el método
B, se mejor6 el rendimiento, del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-
isopropilidenadenosina del 59% vs 41% con el obtenido por el método A, ademas
de que el tiempo de reaccion disminuyé de 48 horas a 4 horas. Otro punto
importante es la cantidad de subproductos obtenidos por dichas técnicas, en el
método A se obtienen 8 diferentes subproductos los cuales dificultan la
purificacién (cromatografia en columna), mientras que por el método B se obtienen
solamente 2 subproductos. Se caracterizaron por RMN e IR los productos
obtenidos en los 2 métodos, y se corroboré que con ambos métodos se obtiene el
producto (3C).

8.4.3 Caracterizacion del compuesto (3C)

El producto obtenido se caracteriz6 en el laboratorio y sus propiedades se
encuentran en la Tabla 12.

Tabla12. Propiedades fisicoquimicas del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (3C).

) C19H23N504 6-(2,5-dimetil-1H-pirrol-1-11)-9-[2,3-O-(1-
] '“l‘ b metiletilideno)-B-D-ribofuranosil]9H-purina
] -'.-..:l -N.-\.
b ru Peso molecular 385.41

N 1

o oo . .
”'j. Apariencia aceite color naranja
L Solubilidad Soluble en metanol, acetonitrilo, acetato de etilo,

o™ cloruro de metileno

2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina
CAS 606957-67-9
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8.4.4 Caracterizacion por IR del compuesto (3C)

En la Figura 19, se muestra el espectro IR del compuesto (3C) en donde se puede
observar la vibracién de estiramiento de OH en 3338 cm, observandose que
desaparece la banda en 3326 cm™ y 3366cm, correspondiente a la vibracion de
estiramiento de NH debido a la formacién del pirrol, y en 1733 cm™! se observan
las vibraciones del pirrol. Conservandose ademas todas las vibraciones del

compuesto (2B).

110

8 g

4 8B R 88 B8R 8RS

2 8 8 3 » 2

s2

000 340 3X0 2500 230 2000 1%0 1800 1400 1200 1000 300 800
<=1

Figura 19. Espectro de IR del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (3C).

8.4.5 Caracterizacion por UV-Visible del compuesto (3C)

El compuesto (3C) tiene una absorbancia maxima de 283 nm y la minima en
247nm (Figura 20) lo cual corresponde con lo que informé Nowak.58:99
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Figura 20. Espectro de UV-visible del compuesto (3C).

8.4.6 Caracterizacion por RMN de 'H y '3C del compuesto (3C)

Para este analisis, la muestra se disolvié en CDCIs. En la Tabla 13 se puede
observar los desplazamientos quimicos en los que aparece cada carbono y protén
del compuesto, los cuales concuerdan con lo informado por Nowak,?89° por lo cual

se concluye que se obtuvo el producto deseado.
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Tabla 13.Desplazamientos quimicos de '3C y 'H del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-

isopropilidenadenosina (3C).

No. Carbono  '3C (ppm) H(ppm)
1 63.3 3.84 4.00
(m. 1H) (d. 1H)
2 86.2 8.91 (s. 1H)
/1/7—{\6 3 81.6 4.59 (s. 1H)
19~ N/15\14 4 83.0 5.24 (d. 1H)
| 5 94.1 7.26 (s. 1H)
N/S%VN\\ 6 144.4 8.34 (s. 1H)
£|9|\N41|0\N/6 7 130.1 .
\5 o 8 151.1
O/ ‘it/ \ 13 9 151.9 8.18 (s. 1H)
\2,3\0/ 12 10 152.1 -
/ 11 114.4
“OH 12 27.6 1.67 (s.1H)
13 25.2 1.40 (s. 1H)
14 13.6 2.20 (s. 3H)
15 129.9
16 109.4 5.99 (S. 1H)
17 109.4 5.99 (S. 1H)
18 129.9
19 13.6 2.20 (s. 3H)

5.27 (m. 1H) del OH

En la Figura 21 correspondiente al espectro de RMN'3C del 2,5-dimetilpirrol de la
2°,3’-O-isopropilidenadenosina (3C), se observa la aparicion de nuevas senales
en 13.6, 129.6, 109.4 y 130.0 ppm, correspondientes al fragmento del pirrol. En
cuanto al espectro de hidrogeno, Figura 22, se observan las sefnales
correspondientes a la molécula (3C),la aparicion de los protones del pirrol en
2.03 y 6.02 ppm, aunque son 8 protones, solo se observan 2 sefiales dado que

el pirrol es simétrico.
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Figura 21. Espectro de RMN de '3C del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (3C).
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Figura 22. Espectro de RMN de 'H del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (3C).
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Las asignaciones en las Figuras 21 y 22, reportadas en la Tabla 13, se
compararon con lo informado por Nowak,® y nos permite concluir que se obtuvo el
compuesto esperado, (3C) por los dos métodos. EI método B es el mas
adecuado, ya que el tiempo de reaccidn es menor (48 a 4 horas), se tiene mayor
rendimiento (59%) y el proceso de purificacion es mas facil (8 a 2 subproductos).
Por éste método se obtiene el éster del 2,5-dimetilpirrol de 2°,3-O-
isopropilidenadenosina (l), que por hidrélisis basica, permite obtener mayor

cantidad del compuesto (3C).

8.5. Analisis de éster del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-
isopropilidenadenosina ()

Este compuesto se obtiene como subproducto en el método B de la proteccién de

grupo amino y sus propiedades se encuentran en la Tabla 14.

Tabla 14. Propiedades fisicoquimicas del éster del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-
isopropilidenadenosina (1).

= C21H25N505 9-[5-0O-acetil-2,3-O-(1-metiletilideno)-B-D-
N ribofuranosil]-6-(2,5-dimetil-1H-pirrol-1-il)9H-
NE“?:[% purina
NN o Peso molecular ~ 427.454
‘i¢[0>< Apariencia Aceite color naranja
#&O Solubilidad Soluble en metanol, acetonitrilo, isopropanol, acetato
0

de etilo y cloruro de metileno.

8.5.1 Caracterizacion por IRdel compuesto (I)

En el espectro de infrarrojo del compuesto (l), se puede observar las vibraciones
del C=0 del éster en 1744cm™'; asi mismo, se observan que desaparecen las
vibraciones caracteristicas de NH2 y OH del compuesto (2B) (3177, 3326y
3366cm ), por la formacién del pirrol y el éster, conservandose ademas todas las
vibraciones del compuesto (2B), (ver anexo 1b).
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8.5.2 Caracterizacion por RMN de 'H y '*Cdel compuesto (1)

Para este analisis, la muestra se disolvié en CDClIs, en la Tabla 15 se muestra el

desplazamiento quimico de 3C y 'H.

Tabla 15. Desplazamientos quimicos de '3C y 'H del compuesto (1).

No. Carbono
1
2
3
4
17—16
5
/A
19~ 8\N/ <14 6
| 7
8
8
N/%VN\\
[T B 9
9\N410\N 10
Y 0 11
/ Ny~ \ 13 12
o 1
1/ 14
O\\ \o 15
N 16
/
21 17
18
19
20
21
Con base a la asignacion del éster del

3C (ppm) 'H(ppm

63.9 4.40 (m.1H)  5.07 (m.
1H)

84.7 4.28 (m. 1)
81.4 4.43 (d.d. 1H)
84.1 5.50 (d.d. 1H)
91.0 5.99 (d. 1H)
143.6 8.90 (s. 1H)
129.4 -
150.6
152.5 8.19 (s. 1H)
152.5 -
115.0
27.2 1.42 (s. 3H)
25.4 1.66 (s. 3H)
13.5 2.20 (s. 3H)
129.8 _
109.1 5.99 (d.1H)
109.1 5.99 (d. 1H)
129.8 o
13.5 2.20 (s. 3H)
170.3
20.7 2.02 (s. 3H)
2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-

isopropilidenadenosina () por IR, y RMN ('H y '3C),(ver anexo 2b y 3 b) y al

comparar estos espectros con los comunicados por Nowak,%8nos permite concluir

que correspondenal compuesto (1).
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8.6. Hidrolisis del éster (I) para la obtencion del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3°-O-
isopropilidenadenosina

El éster () se hidroliz6 con la finalidad de obtener el compuesto (3C). Se
realizaron 4 lotes, cambiando las condiciones de reaccidn: temperatura y la base

utilizada, Tabla 16.
Tabla 16. Hidrdlisis del compuesto (1).

LD I a
NS N N)TN\
LL/:J:]: N> O Base al 50% LLN/ N> L]
3}']:0>< OP:OK
@]
,,.go OH
i 3C
Hidrdlisis del compuesto (l)
Lote Compuesto Base (mL) Temperatura Tiempo Rendimiento
(Hmg (mmol) (°C) (min) (%)
1 20 (0.05) 5.0 de NaOH 80 20 8
al 30%
2 23 (0.05) 1.2 KOH al Reflujo 5 34
50%
3 56.4 (0.13) 1.5 de KOH 70 12 20
al 50%
4 117 /0.28) 2.0 de KOH 80 15 12
al 50%

Para las hidrélisis del éster () el mejor rendimiento fue en el lote 2 (34%) donde
se utiliz61.2 mL de KOH al 50% durante 5 minutos.

8.7. Sintesis del pirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (ll)

Para la proteccion del grupo amino del compuesto (2B), se desarrollé el método C
con la finalidad de contar con otra técnica diferente para la proteccién del grupo
amino, empleando 2,5-dimetoxitetrahidrofurano (DMTHF).
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8.7.1 Método C

Se realizaron 10 lotes. Utilizando &cido acético como medio de reaccidén vy
catalizador, a diferentes condiciones: temperatura, tiempo y relacién molar, Tabla
17.

Tabla 17. Sintesis del pirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (ll).
NH,

7N

i V4 N N
N N
(o o
N 0.0 o N N N/ N
o o o &
- O>< Reflujo H g}‘ L2 O>< ?OK
HO

OH o
—&

o]
2B I m

Sintesis del pirrol de la 2',3"-O-isopropilidenadenosina (ll) y el éster (lll).

Lote Compuesto DMTHF Acido Tiempo Rendimiento
2B mg mL (mmol) aceético (h) del compuesto
(mmol) (mL) (I
(%)
1 22 (0.07) 0.01 (0.07) 3.0 11 14
2 20 (0.06) 0.01 (0.07) 3.0 12 17
3 26 (0.08) 0.015(0.11) 1.2 8 37
4 51 (0.17) 0.04 (0.31) 2.0 6 32
5 223 (0.72) 0.9 (6.94) 2.0 3 56
6 500 (1.63) 1.5 (11.57) 1.0 4 45
7 320 (1.04) 1.0 (7.71) 1.2 3 14
8 160 (0.52) 0.05 (0.38) 1.2 14 10
9 500 (1.62) 1.5 (11.57) 1.2 5 69
10 615 (2.00) 1.8 (13.90) 1.2 & 43

Las condiciones en las cuales se obtuvo el mayor rendimiento (69%) fueron donde
se empled una relacion de la materia prima (2B) con el DMTHF (1:7), con 1.2 mL
de acido acético, durante 5 horas a temperatura de reflujo. Ademas del producto
(1), ver Tabla 18, se obtuvo el éster (llI).
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8.7.2 El compuesto (ll) se purificé y se determinaron sus caracteristicas
fisicoquimicas.

Tabla 18. Propiedades fisicoquimicas del pirrol de la 2,3 -O-isopropilidenadenosina (ll)*.

I C17H19N504 {(6R)-2,2-dimetil-6-[6-(1H-pirrol-1-il)-9H-purin-9-
h iljtetrahidrofurano[3,4-d][1,3]dioxol-4-il}metanol
-
g y [ N‘.' Peso molecular = 257.36
n":j 'D:r Apariencia Aceite color naranja
© Solubilidad Soluble en metanol, acetonitrilo, isopropanol, cloruro
oH

de metileno y acetato de etilo.

* Compuesto no reportado en la literatura.
8.7.3 Caracterizacion por IRdel compuesto (ll)

En el espectro de IR (anexo 1c) correspondiente al pirrol de la 2°,3-O-
isopropilidenadenosina se pueden observar las vibraciones de estiramiento
caracteristicas de OH en 3310 cm™, y la banda caracteristicas del pirrol en 1733
cm, las bandas C-H (sp?) en 3151 cm™', C-H (sp®) 2987, 2943 y 2872 cm™, las
vibraciones de C=C y C=N 1595y 1581 cm™' y la vibracién C-O en 1214cm-".

8.7.4 Caracterizacion por RMN de 'H y '3Cdel compuesto (ll)

Para este andlisis, la muestra se disolvi6 en CDCIs. En la Tabla 19 se puede
observar los desplazamientos quimicos en los que aparece cada carbén y protdn
del compuesto, comparando con el compuesto (3C) hay mucha similitud pero con

la ausencia de los metilos en el pirrol.
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Tabla 19. Desplazamientos quimicos de'3C y 'H, del compuesto (l1).

No. Carbono 13C (ppm) TH(ppm)
1 63.2 3.83 (d. 2H)
2 86. 1 4.00 (d. 1H)
3 81.6 5.13 (d. 1H)
82.7 5.26 (d. 1H)
(615 93.9 5.94 (s. 1H)
/[ \\
{7 \14 6 143.1 8.30 (s. 1H)
A
N
| 7 123.8
8
- -N
I\III \T/ Ne 8 148.6
/
9\N410\N\ 9 152.0 8.67 (s. 1H)
10 152.0
/5‘4/0\ _13
o b 1 11 114.3
2 @)
1/ 12 277 1.66 (s. 1H)
AN
OH 13 25.2 1.39 (s. 1H)
14 113.2 8.07 (s. 1H)
15 121.0 6.43 (s. 1H)
16 121.0 6.43 (s. 1H)
17 113.2 8.07 (s. 1H)

4.55 (s. 1H) del OH

En el espectro correspondiente a los desplazamientos de 'C (anexo 2¢) del pirrol
de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina, se pueden observar las senales en 113.2 y
121.0 ppm correspondientes al pirrol. Se asignaron las sefnales a cada hidrégeno
presentes en la molécula (1) (anexo 3c), asi como la desaparicién de los protones
del grupo amino (NH2) y la aparicion de 2 senales correspondientes a los
protones del pirrol en 6.43 y 8.07 ppm.
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La asignacion realizada de los grupos funcionales por IR y la asignacion por RMN
(Tabla 19) nos permiten concluir que se obtuvo el compuesto esperado (lI).

8.8. Anadlisis y caracterizacion del éster del pirrol de la 2',3-O-
isopropilidenadenosina (lil)

La caracterizacién del éster del pirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (lIl). Se

observa en la Tabla 20.

Tabla 20. Caracterizacion fisicoquimica del éster del pirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina

(ny.

ﬂ C19H21N505 {(6R)-2,2-dimetil-6-[6-(1H-pirrol-1-il)-9H-purina-9-

N ilJtetrahidrofurano[3,4-d][1,3]dioxol-4-il}metil
NS N
II:Jj; > acetato

N N

0))10>< Peso molecular ~ 399.40
o S . .
o Apariencia Aceite color naranja
’\ko Solubilidad Soluble en metanol, acetonitrilo, isopropanol acetato

de etilo y cloruro de metileno

8.8.1 Caracterizacion por IR del compuesto (lll)

En el espectro de infrarrojo se puede observar que desaparecen las vibraciones
de estiramiento caracteristicas de OH y NH2 en 3177, 3326 y 3266 cm,y se
observan las vibraciones de estiramiento C-H (sp?) en 3150, C-H (sp®) 2936y
2851 cm, la vibracién C=0 en 1743 cm™', C=C, C=N en 1594 y 1578cm™' vy la
vibracion C-O en 1212 cm,ver anexo 1d.

8.8.2 Caracterizacion por RMN de '*C y 'H del compuesto (lll)

Para este analisis, la muestra se disolvié en CDCIs, en la Tabla 21se muestra el
desplazamientos quimicos de '®C y 'H. Estos desplazamientos y acoplamientos
son muy parecidos con el pirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina, con la
diferencia en el carbonilo presente en el éster (C-18) el cual se observa en 170

ppm.

66



Tabla 21. Desplazamientos quimicos de '3C y 'H, del compuesto (lll).

No. Carbono  '3C (ppm) TH(ppm)
16—15 1 64.0 4.25 (d.d. 2H)
N\, 2 85.0 4.39 (d.d. 1H)
N7 3 81.6 452 (d. 1H)
Elg 4 84.3 5.47 (d. 1H)
N/%T/N\\6 5 91.3 6.19 (s. 1H)
slal\Ném\N/ 6 142.2 8.30 (s. 1H)
\ 7 122.9 -
P~—0 13 8 148.0
O, )5\0/11\12 9 152.4 8.72 (s. 1H)
/ 10 152.3 -
O\\ 1§O 11 114.8
/18 12 27.2 1.64 (s. 3H)
19 13 25.4 1.42 (s. 3H)
14 112.6 7.26 (s. 1H)
15 120.6 6.43 (d. 1H)
16 120.6 6.43 (d. 1H)
17 112.6 7.26 (s. 1H)
18 170.3
19 20.7 1.99 (s. 3 H)

La asignacion realizada de los grupos funcionales por IR y el desplazamiento
observado en los espectros de '°C y'H (ver anexos 2d y 3d) nos permite concluir
que el subproducto obtenido por el método C corresponde al éster de pirrol de la

2°,3"-O-isopropilidenadenosina (111).

8.9. Sintesis del pirrol de la adenosina (IV)

8.9.1 Método D

El método D, se realizé para obtener el pirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina
(), la reaccién se llevd a cabo en agua y metanol en diferente proporciones, pero
no se obtuvo el compuesto (ll). Se logrd la proteccion del grupo amino como pirrol,
pero se favorecié la hidrélisis del cetal, presente en el compuesto (2B), por lo cual
el producto obtenido bajo estas condiciones, es el pirrol de adenosina (IV). En la
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Tabla 22 se muestran las diferentes condiciones de reaccion: tiempo, relacion

molar, y las reacciones se llevaron a cabo con reflujo.

Tabla 22. Sintesis del pirrol de la adenosina (V).

7N
MNH, N
LR U e 0 L
O

le] Refluio

>< MeOH:AgUa o
(&

OH oH
2B [\

Sintesis del pirrol de la adenosina (IV)

Lote Compuesto DMTHF Acido Agua: Tiempo Rendimiento
2B mg (mmol) mL acético Metanol (h) (%)
(mmol) (mL) (mL)
1 30 (0.97) 0.2 (1.54) 2 1:1 20 11
2 30 (0.97) 0.05 1 1:1 12 19
(0.38)
3 20 (0.065) 0.1 (0.77) 1.2 3:2 12 70

Aunque se obtuvo un mayor rendimiento (70%) en la proteccién del grupo amino

con respecto a los otros métodos, no se obtuvo el compuesto con el grupo cetal

(1) ya que también se favorecié la hidrélisis del cetal, proteccion necesaria para la

oxidacién del alcohol (3C) al aldehido (4D). Este compuesto fue caracterizado,

Tabla 23.

Tabla 23. Caracterizacion del pirrol de la adenosina (1V).

OH

Q
.

OH

OH

C14H15N504

6-(1H-pirrol-1-il)-9-B-D-ribofuranosil-9H-purina

Peso molecular
Apariencia
solubilidad

317.30
polvo blanco cristalino
Soluble en DMSO,

soluble en

agua caliente, ligeramente

metanol, acetonitrilo, practicamente

insoluble en hexano vy cloruro de metileno.
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8.9.2 Caracterizacion por IR del compuesto (1V)

En el espectro de IR del compuesto (IV) (ver anexo 1e)se puede observar la
vibracion en 3334 cm,de estiramiento de los grupos OH presentes en la
molécula, las cuales tiene gran similitud con la del compuesto (1A), confirmando la
eliminacién del cetal, y en 1733 cmla vibracién correspondiente al pirrol, se

conservan las demas senales de la molécula (1A).

8.9.3 Caracterizacion por RMN de '*C y 'Hdel compuesto (IV)

Para este andlisis, la muestra se disolvi6 en DMSO. En la Tabla 24se muestran
los desplazamientos quimicos de 3C y 'H asi como los acoplamientos entre
protones. Estos desplazamientos y acoplamientos son muy parecidos a los
observados en la adenosina (1A), la diferencia es la aparicion de 2 sefiales en 3C
correspondiente a los 2 carbonos del pirrol, 112.0 y 120.1 ppm ver (ver anexo 2e),
otra diferencia es la observada en el espectro de 'H (ver anexo 3e) donde se ve la
desaparicion de los metilos presentes en el compuesto (2B) y la sefal de los OH
libres en 4.85 ppm.
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Tabla 24.Desplazamientos quimicos del compuesto (IV) de 'C y 'H, con sus respectivos

acoplamientos.

No. Carbono  '3C (ppm) TH(ppm)
1o 1 61.5 3.78 (d. 2H)
1/4/ \\11 2 86.3 3.92 (d. 1H)
N7 3 741 4.36 (d.d. 1H)
! 4 70.7 4.75(d. 1H)
NN 5 89.4 6.11 (d. 1H)
|| | 6 . . .
9\N410\N/ 6 143.6 8.63 (s. TH)
\
5y OH 7 122.1
o 1 8 152.0
\/Z‘S\OH 9 151.4 8.67 (s. 1H)
N 10 147.7
OH 11 112.1 8.29 (s. 1H)
12 120.2 6.41 (s. 1H)
13 120.2 6.41 (s. 1H)
14 112.1 8.29 (s. 1H)

3.30 (s. 1H) del OH
4.85 (s. 1H) del OH
4.85 (s. 1H) del OH

8.10. Sintesis del reactivo IBX

Se realizaron 4 lotes, Tabla 25, este compuesto se empleé para realizar la
oxidacién del compuesto (3C), dado que es un oxidante que se puede separar

facilmente por filtracidbn y nos ayuda a oxidar alcoholes solo hasta aldehido o

cetona.
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Tabla 25. Sintesis del compuesto IBX.

Kt (@]
I O\,‘/{-o/DH C\J}/OH
O
H,0, 70 - 75 °C
Acido 2 -iodc::?enzoil:o 1BX =
Sintesis de IBX
Lote Ac. 2-iodobenzoico Oxone Tiempo Rendimiento
d (moles) g (moles) (h) (%)
1 20 (0.08) 148.6 (0.48) 8 70
2 10 (0.04) 74.3 (0.24) 7:30 28
3 10 (0.04) 74.3 (0.24) 12 82
4 10 (0.04) 74.3 (0.24) 8 82

8.10.1 Caracterizacion por IR del compuesto IBX

El espectro IR del compuesto IBX(ver anexo 1f), se observan las bandas
correspondientes a las vibraciones por estiramiento de C-H (sp?) en 2924 y 2853
cm, las vibraciones del grupo carbonilo en 1599y 1555 cm™' y las del O-H en
3396 cm™.

8.10.2 Caracterizacion por RMN del compuesto IBX

El analisis de RMN para el IBX se realizo en DMSO, en la Tabla26 se muestra el
desplazamiento quimico del IBX.

Tabla 26. Desplazamiento quimico para RMN '3C y 'H del compuesto IBX.

No de ™C H (ppm) vy
Carbono (ppm) acoplamientos

o)
2 WOH P R —
37x1-K
o1 0 2 130.5 8.1 (d.d. 1H)
4\ 56\7'
5 S 146.9 7.9 (t. d. 1H)
4 131.9 7.8 (t d. 1H)
5 133.8  8.0(d, d. 1H)
6 < p—
7 167.9 e

3.4 (s, 1H) del OH
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En el anexo 2f, correspondiente al espectro de '3C del IBX, se observan las 7
sefnales de los carbonos presentes en la molécula, donde el carbono 7 en 167.9
ppm es del carbonilo.

Asi mismo, en el anexo 3f, correspondiente al espectro de 'H del IBX, se observan
5 senales, 4 de ellas correspondientes a los metilos presentes en el compuesto y
el 5 corresponde al O-H de esta molécula. Estos resultados, comparando con lo
comunicado por Fallis,'® se puede concluir que el producto obtenido es el
compuesto IBX.

8.11 Sintesis del aldehido del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3-0-
isopropilidenadenosina (4D)

Se realizaron 14 lotes para la obtencion del aldehido del 2,5-dimetilpirrol de
la2",3"-O-isopropilidenadenosina (4D). Se oxidd el compuesto (3C) utilizando
como agente oxidante el IBX, como disolventes al acetonitrilo (A) o propanona (B),
la reaccion se llevo a cabo a diferentes temperaturas, en atmédsfera de nitrégeno y
a diferentes tiempos de reaccion, Tabla 27.
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Tabla 27. Sintesis del aldehido del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (4D), con
ACN (A) y con propanona (B).

AN A
<:E [ IBX = N
D N CI

b
N o ACHN o propanona o)
o) 0>< o 0><
S
o]
4D

OH
3C

Sintesis del aldehido del 2,5-dimetilpirrol de la 2,3-O-isopropilidenadenosina (4D)

Lote = Compuesto IBX ACN (A) o Tiempo Tempetaruta Rendimento

3C mg mg (mmol) propanona (h) (°C) (%)
(mmol) (B) (mL)

1 48.0 (0.12) 109.0 (0.40) 15 (A) 8 80 Crudo150

2 51.2 (0.13) 138.0 (0.50) 8 (A) 8 80 82

3 20.0 (0.05) 46.0 (0.16) 8 (A) 6 80 82

4 30.0 (0.07) 70.0 (0.25) 4 (A) 6 80 56

5 108.9 (0.28) 250.0 (0.90) 5 (A) 3 80 90

6 50.0 (0.13) 178.0 (0.63) 7 (A) 2 80 70

7 159.0 (0.41)  485.0 (1.73) 8 (A) 2 80 38

8 291.0 (0.75) 560.0 (2.00) 8 (A) 6 78 63

9 188.0 (0.48) 500.0 (1.80) 12 (A) 80 86

10  111.0(0.30)  258.0 (0.92) 7 (A) 3 78 Crudo 120

11 500.0 (1.30) 1157.0 (4.13) 15 (A) 3 78 90

12 27.0 (0.07) 73.0 (0.26) 12 (B) 6 55 70

13 20.0 (0.05) 46.0 (0.16) 5 (B) 6 55 60

14  152.0 (0.40)  232.0 (0.83) 10 (B) 6 55 65

Los mayores rendimientos (90%) se obtuvieron cuando se utiliz6 como medio de
reaccion el acetonitrilo, a temperaturas mas altas y en menor tiempo. Con la
propanona, los rendimientos son menores (60%) y el tiempo es mayor, pero el
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exceso de IBX es mas facil de eliminar, lavando con éter diisopropilico debido a
que la propanona se evapora a temperatura ambiente y se tiene que resuspender
el sélido con éter isopropilico. Lo cual esto ayuda a que el IBX no se solubilice y
en el filtrado eliminarlo. Debido a que el aldehido (4D) se hidrata con facilidad, se
tiene que almacenar en atmdsfera de N2 (seco) y en refrigeracion (-5°C), Tabla 28.

Tabla 28.Caracterizacién fisicoquimica del aldehido del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-
isopropilidenadenosina (4D).

C19H21N504 (3aS,6R,6aR)-6-[6-(2,5-dimetil-1H-pirrol-1-il)-9H-
AN purina-9-il]-2,2-dimetiltetrahidrofuranol[3,4-
-’T d][1,3]dioxole-4-carbaldehido
N '”\
U“N'l' N> Peso molecular 383.41
0 Almacenamiento  Atmosfera de nitrégeno seco debido a que se hidrata
“ ﬁ0>":\ y es sensible a la luz
\ Apariencia Polvo aceitoso color café
o Solubilidad Soluble en metanol, acetonitrilo, acetato de etilo,

cloruro de metileno

8.11.1 Caracterizacion por IR del compuesto (4D)

En el espectro IR del compuesto (4D) (Figura 23) se observa la desaparicion de la
banda correspondiente al OH en 3339 cm™', vibraciones de estiramiento de C-H
(sp?) en 3118 cm', vibracion por estiramiento del grupo carbonilo formado en
1786 cm', y las vibraciones de C=Ny C=C en 1711y 1558 cm™'.
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Figura 23. Espectro de IR del compuesto (4D).

8.11.2 Caracterizacion por UV-Visible del compuesto (4D)

El compuesto (4D) presenté una absorbancia maxima de 270 nm y la minima en
250nm Figura 24.

vmus ey o
0.6500 L T Y ! ! . 1 T
ALPISA : )
[Abs] : ; J
........ 250 ..
-0.150 ;

190.8 ' Wavelength (nm) ’ 800.0

Figura 24. Espectro de UV-Visible del compuesto (4D).

75



8.11.3 Caracterizacion por RMN del compuesto (4D) por 'Hy '3C.

Para el andlisis de RMN, el compuesto (4D) se disolviéo en CDCls, en la Tabla 29,
se pueden observar los desplazamientos quimicos de carbono e hidrogeno. Se
compararon los valores experimentales con los calculados por el programa
ACD/Labs CNMR y HNMR Predictor versién 5.11. En las Figuras 25 y 26 se

muestran los espectros de RMN'C y 'H.

Tabla 29. Desplazamientos quimicos de RMN 3C y 'H del compuesto (4D).

No.de '3C (ppm) Predictor H(ppm)
Carbono (ppm)
1 208.3 207.9 10.05 (s. 1H)
2 83.6 85.4 4.28 (m. 1H)
17—16 3 76.0 75.8 5.13 (m. 1H)
19,1{3/\N>\15\14 4 82.0 83.4 5.28 (m. 1H)
| 5 86.8 88.8 6.27 (m. 1H)
N/8§7/r\1\\ 6 142.3 143.1 8.95 (s. 1H)
S|9| /1|0 6 7 128.5 121.9 -
NN 8 146.1 148.4
S~-0 13 9 153.0 153.7 9.42 (m. 1H)
0\2)!\0/” " 10 152.6 152.1 -
j 11 114.9 113.8 -
'\ 12 27.7 24.9 1.63 (s. 3H)
© 13 25.3 26.6 1.37 (s. 3H)
14 13.6 13.4 2.23 (s. 3H)
15 129.5 129.6
16 109.9 109.8 5.90 (m. 1H)
17 109.9 109.8 5.90 (m. 1H)
18 128.7 129.6 -
19 13.6 13.4 2.23 (s. 3H)
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Figura 25. Espectro de RMN de'3C del compuesto (4D).
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Figura 26. Espectro de RMN de 'H del compuesto (4D).

En la Figura 25 correspondiente al espectro de '3C del compuesto (4D), se
observa en 208 ppm la sefal caracteristica del carbono del carbonilo, y en el
espectro de 'H, en la Figura 26 se observa en 10.05 ppm el hidrégeno del
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aldehido formado. Con base en la caracterizacion realizada mediante IR, UV vy
RMN se puede concluir que se obtuvo el compuesto de interés (4D) intermediario
en nuestro estudio para obtener por biocatalisis el compuesto (5E).

8.12 Sintesis quimica de la cianohidrina del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-
isopropilidenadenosina (5E)

8.12.1 Sintesis del compuesto (5E)

Se realizaron 5 lotes con % de conversion del 68 al 83%, estos fueron
determinados por la integracion del protén del aldehido y de los protones de los
diasteroisomeros de la cianohidrina formada (5E).Caracterizdndose por IR, UV y
RMN (Figuras 27- 30).

8.12.2Propiedades fisicoquimicas del compuesto (5E)

Tabla30. Propiedades fisicoquimicas del compuesto (5E).

A\ C20H22N6O4 (3aR,6 R,6aR)- 6-[6-(2,5-dimetil-1H-pirrol-1-il)-9H-
/Q\ purina-9-ilJtetrahidrofurano[3,4-d][1,3]dioxol-4-

il}(hidroxilo)acetonitrilo
O
m I ~N Peso molecular 410.42

N
o) Apariencia Aceite color café
o - — :
Solubilidad Soluble en metanol, acetonitrilo, acetato de etilo,
NC cloruro de metileno
OH

8.12.3Caracterizacion por IR del compuesto (5E)

El espectro de IR del compuesto (5E), Figura 27, se observa la vibraciéon por
estiramiento del grupo -C=N(ciano) en 2234 cm', la banda de estiramiento de O-
H en 3215 cm™ y las vibraciones correspondientes a la unién C-H (sp®) 2855,
2928 y 2862 cm™',
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Figura 27. Espectro de IR del compuesto (5E).

8.12.4Caracterizacion por UV-Visible del compuesto (5E)

El compuesto (5E) tiene una absorbancia maxima de 270 nm y una minima en

250nm, observandose una inflexién en 230 nm, Figura 28.

Smoothing: NOne
! d

0.6500 ; ; " T ' ; ;

: : CNPISA :
230 e b essniaiaanasnsciintrs] ST———— kb ik S N A i
[Abs] : : : §
................................... L. T NN T - 5 A
-0.150 :

198.0 ' Wavelength (nm)

Figura 28. Espectro de UV-Visible del compuesto (5E).
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8.12.5Caracterizacion por RMN 'H y '3C del compuesto (5E)

Para el analisis de RMN, el compuesto (5E) se disolvié en CDCls, en la Tabla 31,
se pueden observar los desplazamientos quimicos de carbono e hidrégeno estos
se compararon con los calculados por el programa ACD/Labs CNMR y HNMR

Predictor version 5.11.

Tabla 31. Desplazamientos quimicos de RMN '3C y 'Hdel compuesto (5E).

No. de 3¢ Predictor "H(ppm)
Carbono | (ppm) (ppm)
1 60.8 58.4 47y48
2 82.0 76.6 4.39
3 83.3 79.8 5.03
17—16 4 86.6 81.9 5.54
A\ 5 94.6 875 6.29
[ N 6 1452 143 1 8.72
flg 7 129.4 120.7 .
N XN
|| AV 8 151.4 148.4 —
9\Né10\N/ 9 152.7 153.7 9.05
\5 0 10 152.9 154.3 .
A /A K
o | ] 11 - 113.9
\, a3~ 12
20 12 25.3 25.1 1.38
NC—1 13 27.8 26.8 1.53
»
20 OH 14 13.7 13.4 2.20
15 130.6 129.5 _
16 110.0 109.8 5.90
17 110.0 109.8 5.90
18 130.6 129.5 .
19 13.7 13.4 3.20
20 115.0 116.8 .

En las Figuras 29 y 30 se muestran los espectros de RMN de * Cy 'H (600
MHz), en donde se asignaron las sefnales correspondientes a los protones
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presentes en la molécula, observandose la duplicidad de senales por la formacién
del quinto centro estereogénico H1, 4.75 y 4.83 ppm las cuales se utilizaran para
determinar el % edy el % de conversion (Figura 30). Con base en la
caracterizacion realizada por IR y RMN se puede concluir que el compuesto
sintetizado es la cianohidrina del 2,5-dimetilpirrol de la 2,3-O-
isopropilidenadenosina (5E). Esta caracterizacion nos sirve de referencia para las

biocatalisis.

CARBON_01

13.67

— 115,02
—110.01
94.62
—86.56
_~8335
—82.01
—65.95
—63.67
—60.76
—27.75
—25.34

Ligy
X

152.91
152.71
151.90
—145.23

17 —16

1=K s 14,19

! /
~NZ kr\{ 16,17

. . . . . . . . . . . . . . . . .
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Figura 29. Espectro de RMN de '3C del compuesto (5E).
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H del compuesto (5E).

8.13 Sintesis quimica de la amida de la 2°,3 -isopropilidenadenosina (6F)

Se realizaron2 lotes, empleando un exceso de H20:2 al 30%, (6 eq). Obteniéndose

un polvo blanco que al tomarle su Pf. Solo se obscurece a 210°C.

8.13.1 Propiedades fisicoquimicas del compuesto (6F)

Tabla 32. Propiedades fisicoquimicas del compuesto 6F.

NH,
NS
LA~y

0
H,oN

0]

<

(0]

C20H22N604

2-[(3aR,6 R,6aR)-6-(6-amino-9 H-purina-9-il)-2,2-
dimetiltetrahidrofurano[3,4-d][1,3]dioxol-4-il]-2-
hidroxiloacetamida

Peso molecular
Apariencia
Solubilidad

350.33
Polvo blanco
Soluble en metanol, poco soluble en acetato de

etilo, insoluble en cloruro metileno, éter etilico.
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8.13.2 Caracterizacion por IR del compuesto (6F)

El espectro de IR de compuesto (6F), en la Figura 31, se observan las vibraciones
correspondientes a los grupos O-H, y N-H en 3357 cm', la vibracién del C=0 de
la amida en 1708 cm, y las vibraciones del C-H (sp®) en 2855, 2928, 2862 cm"!
y se observa la desaparicion del grupo C=N en 2234 cm™.

00

40000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 300 650.0
em-1

Figura 31. Espectro de IR del compuesto (6F).

8.13.3 Caracterizacion por UV-Visible del compuesto (6F)

El compuesto (6F) tiene una absorbancia maxima en 260 nm y una minima en 245
nm, (Figura 32). Donde se puede observar que el espectro presenta gran similitud
con el compuesto 1A y 2B, ya que, con las condiciones empleadas se elimina la
proteccion de grupo amino del compuesto (5E).01-103
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Figura 32. Espectro de UV-Visible del compuesto (6F).

8.13.4 Caracterizacion por RMN 'H y '3C del compuesto (6F)

Para el analisis de RMN, el compuesto (6F) se disolvié en CDCls. En la Tabla 33,
se pueden observar los desplazamientos quimicos de cada carbono y se
compararon con los calculados por el programa ACD/Labs CNMR y HNMR
Predictor version 5.11.

En la Figura 33, correspondiente al espectro 'H de la amida de 2°,3"-O-
isopropilidenadenosina, se asignaron las senales correspondientes a los protones de la
molécula, en donde se observa duplicidad de sefiales por la formacién del quinto centro

estereogénico, lo cual concuerda con lo informado por Wang.””
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Tabla 33. Desplazamientos quimicos de RMN 13C y 'H del compuesto (6F).

No. de 3C Predictor 'H desplazamiento
Carbono (ppm) (Ppm) (ppm)
1 68.9 68.1 419
2 81.1 79.3 4.73
'}“"2 3 75.4 76.6 4.84
NN 4 83.9 82.9 5.54
6
s'al\Nwlo\N/ 5 86.9 88.7 6.29
\ 6 138.9 140.2 8.30
5y O
/ 4 \ 13
o 1 7 123.6 120.2 -
- \/2‘3\0 2 g 146.8 151.5 L
2
\/}4/1‘ 9 152.2 152.9 8.25
o 10 151.4 152.6
11 113.9 113.9
12 26.4 26.8 1.53
13 24.2 25.1 1.38
14 175.7 174.7
7.35 de NH
6.90 del OH
GF ¥ 55 o i 7 U
H=
T
\Né ~|\#
ol 1. on
H2N\ 1/2/ o
747 Somn
H3 NH
HE H5 H4

T T T v T T
&} Y &0 ] Gl ] & 0

T v
5.5 =.0

.....

T T T
ENs] 3.5 3.0

T T T L T
=.o 1.8 ia ot [= W]

Figura 33. Espectro de RMN de'H de la amida de la 2,3 -isopropilidenadenosina (6F).
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8.14. Analisis de la adenosina y sus derivados por CLAR en fase reversa

Con la finalidad de identificar la adenosina (1A), ysus derivados (2B), (3C), (4D) y
los diasteroisomeros de la cianohidrina (5E), se desarrollaron los métodos
analiticos por CLAR en fase reversa.Se probaron 2 columnas:A) XDB Luna C8 de
150 mm x 4.6 mm, 5 ym, y B) Luna C18 de 150 mm x 3.0 mm, con un volumen de
inyeccion de 5 pL,a 25°C, modificando la velocidad del flujo y utilizando como fase
mévil Agua:MeOH en diferentes proporciones como se observa en la Tabla 34.

Tabla 34. Desarrollo del método analitico por CLAR fase reversa.

Método Columna Fase movil Flujo A (nm)
Agua:MeOH mL/min
AA XDB-C8 90:10 0.8
AB 80:20 0.8
220
AB 70:30 0.4 254
c 260
BA L 1 70:30 0.4
una C18 280
BB 80:20 0.6

Las mejores condiciones de separacion se obtuvieron con el método BB, Tabla 34.
En la Tabla 35se observan los tiempos de retencién para cada derivado de la adenosina
y en la Figura 34el cromatograma de la adenosina y sus derivados, en el que es de
resaltar la separacion de los diasteroisémeros de (5E).

Tabla 35. Resultados con el método BB, tr de los derivados nucleosidicos (1A, 2B, 3C, 4D y5E).

Compuestos (mtirn)
(1A) 22.08
(2B) 35.96
(3C) 8.94
(4D) 11.34

35.67
(SE) 40.68
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Figura 34. Cromatograma de la adenosina (1A) y sus derivados (2B, 3C, 4D y 5E), columna Luna
C18, flujo 0.6 mL/min, A= 260 nm, T= 25°C, Agua:MeOH (80:20).

8.14.1 Analisis de la adenosina y sus derivados por CLAR en fase normal

Con la finalidad de identificar la adenosina (1A), y sus derivados (2B), (3C), (4D) y
los diasteroisémeros de la cianohidrina (5E), se desarrollaron tambien los métodos
analiticos por CLARen fase normal, se probaron 3 columnas quirales OB-H, OJ-H
y la OD, con un volumen de inyeccion de 5 uL,a 25°C, utilizandd como fase mévil

n-hexano: isopropanol en diferentes proporciones y velocidades de flujo, Tabla 36.
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Tabla 36. Desarrollo del método analitico por CLAR fase normal.

Método Columnas Fase movil Flujo A(nm)
Quiral Hex:iPrOH mL/min

1A OB-H 85:15 1.0 220
254

2A 80:20 1.0 260
280

1B OJ-H 80:20 1.0 220
254

2B 70:30 1.0 260
280

1C oD 95:5 1.0 220
254

2C 90:10 0.8
260

3C 85:15 1.2 280

4C 80:20 1.0

5C Con gradiente 1.2

Las mejores condiciones de separacion se obtuvieron con el método 5C (columna
OD 4.6 X 250 mm), con gradiente de 90:10 hexano:isopropanol durante 16 min, 80:20 a
los 20 min y se mantiene hasta los 55 min; 78:22 a los 56 min y se mantiene hasta los 65
min, bajando 90:10hasta los 70 y se mantiene a los 75 min. En la Figura 35 se observa

que por este método se logro la separacion de la adenosina y sus derivados.
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Figura 35. Cromatograma de los derivados de adenosina (2B, 3C, |, 4D y 5E), columna OD,
gradiente de disolventes, con un flujo de 1.2 mL/min.

Con el disefio de estos dos métodos analiticos (CLAR Y RMN) se puede cuantificar e
identificarla separacion de los diasteroisomeros del nuevo centro estereogénico de la
cianohidrina (5E).

Con el método fase reversa los tiempos de retencion de la adenosina y sus derivados
son menores, es mejor la resolucion de los diasteroisomeros (DA y DB), y el gasto de
los disolventes es menor (flujo 0.6 mL/min vs 1.2 mL/min), ademas del costo de las

columnas quirales, comparandolo con el método fase normal.

8.15 Sintesis biocatalitica para la obtenciéon del compuesto (5E)

Una vez sintetizado el compuesto (4D), se llevaron a cabo las biocatalisis para la
obtencién del compuesto (5E), empleando como fuentes de oxinitrilasas las
semillas de las plantas como polvos acetonidos de: mamey, durazno, ciruela,
guanabana, almendra, capulin, zapote y cereza, con la finalidad de preparar la
correspondiente cianohidrina con exceso diasteroisomérico (%ed.)

Cabe mencionar que estas reacciones se realizaron en medio bifasico (éter
isopropilico / soluciones acuosas de citratos), a pH de 4.5, usando una relacion de
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los polvos aceténidos con el sustrato, de1:1, a diferentes temperaturas, 5,10, 20 y
30°C.

Se elaboraron 14 lotes por triplicado, con la finalidad de encontrar la mejor
alternativa para la obtencién de la cianohidrina (5E).

Con base en lo reportado con los polvos acetonidos de mamey a 30°Cpor
Martinez,”*yLuna,'%* se seleccionaron los polvos acetdnidos de las semillas de:
almendra, ciruela, capulin, cereza, durazno, guanabana, zapote y mamey como
fuente de oxinitrilasas, para catalizar la adicion del cianuro al aldehido de
adenosina (4D). A continuacion se muestran los resultados de las biocatalisis con
los diferentes polvos acetonidos seleccionados, a diferentes temperaturas, Tabla
37y en las Tabla 38 y 39 el andlisis estadistico.

Tomando como referencia lo obtenido por Martinez,”* primero se realizé la adicion
de cianuro al aldehido (4D)utilizando como biocatalizador los polvos acetonidos
de mamey, a 10, 20 y 30°C durante 96h y con su respectivo control quimico
(compuesto 4D con medio bifasico: éter diisopropilico/solucién acuosa de citratos,
a pH 4.5, sin biocatalizador).

Tabla 37. Obtencién de (5E), empleando polvo acetonido de mamey a diferentes temperaturas.

Temperatura Lotes *DA *DB %ed %
conversion
por RMN

10°C Control Q 46.8 53.1 6.8 85
quimico

Biocatalisis 1 42.5 57.4 14.9 80

2 44.6 55.4 10.8 81

3 44.2 55.8 11.6 85

20°C Control Q 45.0 55.0 10.0 80
quimico

Biocatalisis 1 42.0 58.0 16.0 86

2 42.2 57.7 15.5 85

3 43.4 56.5 13.1 83

30°C Control Q 48.5 51.4 2.9 81
quimico

Biocatalisis 1 40.1 59.8 19.7 80

2 40.6 59.6 19.9 85

3 41.5 58.5 17.0 86

*DA diasteroisémero 1, **DB diasteroisdbmero 2
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18.6

% ed

10°C 20°C 30°C
Temperatura

B CQ ™ Biocatalisis con mamey Biocatalisis con mamey

Grafica 1. % ed del compuesto (5E) con mamey a pH 4.5 y su control quimico (CQ) a 10, 20 y 30
°C.

En la Tabla 37 se muestran los resultados de los %ed y los % de conversion. Con
1 equivalente de la solucién de citratos a pH 4.5 a 10, 20 y 30°C, se obtuvieron
similares porcentajes de conversiébn con respecto al control quimico. En este
proceso de formacién de la cianohidrina por biocatélisis, hay que considerar que
en ciertos casos se puede inducir también el proceso no enzimético (quimico).
Con respecto al %ed, se observa cierto enriquecimiento del diasteroisomero DBa
las diferentes temperaturas empleadas en los dos procesos.

En la grafica 1 se puede observar que las mejores condiciones para la biocatalisis
de (4D) es con mamey en comparacion con su control quimico a la temperatura
de 30°C, por lo cual se decidié hacer el andlisis estadistico (ANOVA) de todos los
resultados (ver Tabla38), donde se obtuvo una significancia estadistica entre las
temperaturas de 10 y 30°C, de 0.014 (>p=0.05). Se realiz6 un analisis TUCKEY
para comparar entre estas dos temperaturas, Tabla39. Con base en estos
resultados, se puede decir que existe una diferencia significativa entre las
temperaturas de 10° y 30°C.
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Tabla 38. ANOVA de las biocatélisis de (4D) con mamey.

ANOVA (Biocatalitica)

Temperatura (°C) Media Desviacion Error
Estandar estandar
10 12.43 217 1.25
20 14.86 1.55 0.89
30 18.56 1.40 0.80
F=0.014

Tabla 39. Prueba de TUCKEY de 10°vs 30°C.

TUCKEY (Biocataliticas)
Temperatura (°C) pencontrada  p de referencia

10° vs 30°C 0.011 0.05

Asimismo, se realiz6 una comparacién entre los controles quimicos y los
biocataliticos, donde a 30°C presenta una diferencia significativa, Tabla 40, por lo
cual con base en estos resultados y los obtenidos en |la Tabla 39, se puede decir
que a 30°C se favorece la biocatalisis.

Tabla 40. Prueba de Student del control quimico vs biocatalisis con mamey.
“t “ Student (Quimica vs Biocatalitica)

Temperatura t Ref.

30°C 0.0052 0.05

Para corroborar que no existe induccién quimica, sino biocatalitica, se realizaron
las biocatalisis con los polvos acetdnidos de mamey, ciruela y almendra con el
benzaldehido, dado que este compuesto ha sido ampliamente estudiado.!05.106
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8.15.1 Diferentes condiciones (refrigeracion, autoclave y estufa) de los
biocatalizadores para la reaccion con benzaldehido

Con base en los resultados anteriores (Grafica 1) y para asegurar que la reaccién
fuera enzimatica y no por el efecto del soporte de los polvos lo cual podria
favorecer la reaccidn quimica, se hizo reaccionar al benzaldehido para la
obtencién del R-mandelonitrilo con las condiciones informadas por Solis,'%y
Hernandez,'% utilizando los polvos acetdénidos de mamey, almendra y ciruela
sometidos a estrés en autoclave(121°C/15min a 20 Ib/in?) (EIA), en la estufa
(70°C/4dias) (EIE) y en (refrigeracion a 4°C) (ER). Cada prueba se realiz6 por
duplicado encontrando los siguientes resultados ver Tabla 41 y Gréfica 2.

Tabla 41. Resultados de las biocatalisis del benzaldehido, relacién sustrato:biocatalizador 1:1 a
5°C a pH 5.0, 1 eq. de HCN durante 24 horas.'02.103

Fuente % R- % S-
Prueba mandelo mandelo Benzaldehido
nitrilo nitrilo

S/E - - 100%

ER-1 99.0 1.0 *

ER-2 99.5 0.5 *
Mamey EIA-1 50 50 >90%
ElIA-2 50 50 >90%

EIE-1 97.0 3.0 *

EIE-2 99.3 0.7 *

ER-1 97.0 3.0 *

ER-2 98.0 2.0 *
EIA-1 61.0 39.0 > 90%
Almendra EIA-2 52.0 48.0 > 90%

EIE-1 98.0 2.0 *

EIE-2 99.0 1.0 *

ER-1 98.3 1.7 *

ER-2 98.5 1.5 *
Ciruela EIA-1 57.7 42.3 > 90%
EIA-2 48.6 51.4 > 90%

EIE-1 98.9 1.1 *

EIE-2 96.6 3.4 *

S/E= Sin Enzima, ER=Enzima Refrigerada, EIA=Enzima Inactivada en Autoclave,
EIE=Enzima Inactivada en Estufa, *trazas
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Grafica 2.Comparacion de las biocatalisis para el benzaldehido con los polvos acetonidos
refrigerados (ER), en autoclave (EIA) y en estufa a 70°C (EIE).

Con los resultados de la Tabla 41 y la Grafica 2 se puede concluir que al menos
en los polvos acetdnidos sometidos a estrés en la estufa a 70°C durante 4 dias no
se desnaturaliz6 la enzima, observandose % ee similares a los polvos
refrigerados, en éstas dos biocatalisis se obtuvieron trazas del benzaldehido. Sin
embargo, en los polvos sometidos a estrés en autoclave la enzima se inactiva, ya
que se recupera benzaldehido (>90%) y los %ee fueron cercanos a 50:50 lo que
probablemente ocurrié fue la reaccién quimica, ya que en las otras condiciones de
los biocatalizadores (EIE y ER), hay enantioselectividad obteniéndose el R-
mandelonitrilo (>97%). Por lo anterior, se concluye que la reaccién con los polvos
acetonidos de mamey y (4D) estan siendo biocatalizados.

8.15.2 Biocatalisisdel compuesto (4D) a 5°C, pH 4.5, con diferentes fuentes
de oxinitrilasas

Con la finalidad de comparar los distintos biocatalizadores, se realizaron pruebas
biocataliticas a 5°C, con 8 polvos acetdnidos:mamey, ciruela, almendra, capulin,

cereza, durazno, zapote y guanabana, ver Gréfica 3.

Se observa que con el polvo aceténido de mamey se favorece la obtencién del

diasteroisémero B (DB), mientras que durazno, capulin, guanabana, cereza y
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zapote se favorece la obtencién del diasteroisémero A (DA);asimismo, se observa
que para ciruela y almendra es poco el enriquecimiento de uno de los

diasteroisbmeros.

80 17238 7138 7001 gg31
70 - 64.59——63:34
o
2 60 - 52 47 g5 52.67
N
g 5o - 47.24
2 40
o T |
3 0.62
© i |
° 20
10 —
0 A
o e 2\ > 2 >
'\ x& e % N &
A 9 & & ‘S o ®
> ) RS QO
N % N & N &K o «F
o e
B DA=Diasteroisomero A DB=Diasteroisomero B

Grafica 3. %ed por CLAR fase normal del compuesto (5E).

En la grafica 4, se comparan los % del exceso diasteroisomerico de la
cianohidrina (5E), en donde se puede observar que usando ciruela y almendra
como fuente del biocatalizador es baja (<10%), mientras que con durazno y zapote
son los que presenta una mayor % de exceso diasteroisémerico (>40%).
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Grafica 4. % de exceso diasteroisomerico de la cianohidrina (5E) con los distintos catalizadores a
5°C

Se realizé el analisis estadistico ANOVA para ver la diferencia significativa entre la
obtencién de los diasteroisémeros A y B por biocatalisis con las diferentes fuentes
de oxinitrilasas, en donde el diasteroisbmero A con los polvos aceténidos de
mamey tiene diferencias significativas con los otros polvos aceténidos dando como
resultado una p<0.05 (p=0.05), por lo cual se decidi6 realizar la prueba de
TUCKEY donde se encontré que si hay diferencia significativa p<0.05 (p=0.05).
Asimismo, almendra y ciruela presentan diferencias significativas en los % de
conversion con todos los polvos acetonidos p<0.05 (p=0.05), pero no presentan
gran diferencia entre ellas (almendra-ciruela) p=0.961 (p=0.05). Sumado a esto se

observé que los controles quimicos no presentaban conversién.
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9. CONCLUSIONES

Por sintesis quimica se obtuvieron la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (2B), el 2,5-
dimetilpirrolde la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (3C), el aldehido del 2,5-
dimetilpirrolde la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (4D), la cianohidrina del 2,5-
dimetilpirrolde la 2,3 -O-isopropilidenadenosina (5E) y la amida de la 2°,3"-O-

isopropilidenadenosina(6F)

La proteccidén del compuesto 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina
(3C) empleando 2,5-hexanodiona y acido acético, fue la que dio mejor resultado,
aportando asi una alternativa para la proteccién del grupo amino de la adenosina.

Se logré inducir un nuevo centro estereogénico en el aldehido del 2,5-dimetilpirrol
de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (4D) por sintesis quimica y biocatalitica para
la obtencibn de la cianohidrina del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-

isopropilidenadenosina (5E).

Se caracterizaron e identificaron con técnicas espectroscopicas (UV, IR y
RMN),los compuestos: adenosina (1A), la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (2B), el
2,5-dimetilpirrol de la 27,3"-O-isopropilidenadenosina (3C), el aldehido del 2,5-
dimetilpirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (4D), la cianohidrina del 2,5-
dimetilpirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (5E) y la amida de la 2°,3"-O-
isopropilidenadenosina (6F),IBX, 2,5-hexanodiona, asi como los subproductos (l),

(), (1), (V).

Se desarrollaron los métodos analiticos por CLAR fase normal y reversa de los
compuestos adenosina (1A), la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (2B), el 2,5-
dimetilpirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (3C), el aldehido del 2,5-

dimetilpirrol de la 2,3 -O-isopropilidenadenosina (4D).

Se desarrollaron los métodos analiticos por CLAR fase normal y reversa de la
cianohidrina del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina(5E)para
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cuantificarlo y compararlo con RMN de 'H el % de conversion y el %ed del nuevo

centro estereogénico formado.

Se demostro la actividad biocatalitica de las diferentes fuentes vegetales de
oxinitrilasas empleando los géneros Prunus, Pouteria y Annona, con el aldehido
del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-isopropilidenadenosina (4D).

Se mejoraron los %ed de la cianohidrina del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-
isopropilidenadenosina (5E), con los biocatalizadores de los polvos acetonidos de:

mamey, cereza, capulin, durazno y zapote.

El biocatalizador de mamey fue el que presenté los mejores %ed a 30°C, de la
cianohidrina del 2,5-dimetilpirrol de la 27,3 -O-isopropilidenadenosina (5E), con
respecto al obtenido por el control quimico.

10. PERSPECTIVAS

En este estudio fue posible determinar que el empleo de agentes biocataliticos son
una herramienta Gtil en la induccidén asimétrica para la obtencion de la cianohidrina
de la adenosina (5E), favoreciendo la obtencion de compuestos enriquecidos en
uno de sus diasteroisomeros de potencial utilidad en la Industria Farmacéutica. Lo
cual confirma que la biocatélisis es una gran alternativa en el campo de la sintesis

organica.

Estos resultados podrian ser la base para la elaboracién de futuros procedimientos
biocataliticos, en donde el conocer las condiciones adecuadas mejorara la
induccion asimétrica en el sustrato de estudio y abre nuevas rutas para la

obtencién de nucledsidos de manera estereoselectiva.

Al obtener el compuesto 2,5-dimetilpirrol del 2,3-O-isopropilidenadenosina nos
permite visualizar una serie de modificaciones (en la protecciéon del grupo amino)
para realizarse a la base nucleosidica, con la finalidad de tener alternativas para la
obtencion del aldehido de adenosina.
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Un elemento a considerar es la oxidacion del alcohol del 2,5-dimetilpirrol del 2,3-
O-isopropilidenadenosina, donde se plantee buscar otros oxidantes el cual nos
permita obtener con un mayor grado de pureza el aldehido.

Otro enfoque a estudiar, seria el ampliar las fuentes de oxinitrilasas
(biocatalizador), buscando catalizadores en los que se obtenga mayor o igual %ed
al obtenido con mamey, también se puede considerar a las oxinitrilasas con
conocida capacidad de formar (S)-cianohidrinas, para ver como influyen en la
relacion del %ed.

Sin duda la hidrélisis del grupo ciano a la amida, es un tema que puede
desarrollarse por catalisis enzimatica y esto no se pudo llevar a cabo en este

trabajo.
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12. ANEXOS

Anexo 1a. Espectro de IR de la 2,5-hexanodiona
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Anexo 3a. Espectro de RMN de 'H de la 2,5-hexanodiona
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Anexo 1b. Espectro de IR del éster del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-
isopropilidenadenosina
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Anexo 2b. Espectro de RMN de '3C del éster del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-

isopropilidenadenosina
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Anexo 3b. Espectro de RMN de 'H del éster del 2,5-dimetilpirrol de la 2°,3"-O-

isopropilidenadenosina
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Anexo 1c. Espectro de IR del pirrol de la 2°,3’-O-isopropilidenadenosina
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Anexo 3c. Espectro de RMN de 'H del pirrol de la 2°,3"-O-

isopropilidenadenosina
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Anexo 1d. Espectro de IR del éster del pirrol de la 2°,3°-O-

isopropilidenadenosina
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Anexo 2d. Espectro de RMN de '3C del éster del pirrol de la 2°,3"-O-
isopropilidenadenosina
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Anexo 1e. Espectro de IR del pirrol de la adenosina
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Anexo 2e. Espectro de RMN de 3C del pirrol de la adenosina
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Anexo 2e. Espectro de RMN de 'H del pirrol de la adenosina
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Anexo 2f. Espectro deRMN de '*C dellBX
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