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RESUMEN

Actualmente la biocatdlisis es un area con gran auge en [a obtencion de
intermediarios o principios aclivos enantiopuros y/o en la transformacion de grupos
funcionales aquirales, obteniéndose compuestos con alto valor agregado; a través de
procesos simples, selectivos, de bajo costo y generando un menor impacto ambiental,

los cuales pueden ser dificiles de obtener por métodos quimicos convencionales.

Los derivados nucleos_idicos de undina pueden obtenerse por: sintesis quimica y
biocatalisis, son considerados diasteroisdmeros, debido a que cuentan en su
estructura con mas de Lm centro quiral. Estos compuestos son de gran interés para la
industria farmacéutica debido a que son intermediarios en la preparacion de diversos
compuestos con propiedades farmacoldgicas como: antivirales, antitumorales,
antimicéticos,  antibidticos y antihelminticos, los cuales son empleados en el
tratamiento de diversas enfermedades que afectan a la poblacién en general. Por lo
que es importante desarrollar procedimientos de sintesis, via biocatalisis, que
favorezcan una induccidn asimétrica, para obtener estereocisdmeros de los denvados

de la uridina con alla pureza éptica.

Por lo anterior se planteé como objetivo principal “estudiar la induccidbn asimétrica
aplicando enzimas, en la preparacién de nucledsidos de urdina”, empleando
oxinitrilasas como biocatizadores, caracterizando y separando los diasteroisomeros del

derivado 2°,3"-O-isopropiliden-5-ciano-uridina creando un nuevo centro estereogénico.

Para la obtencion del nuevo centro estereogénico se emplearon polvos acetonidos de:
mamey, almendra, capulin, cereza, ciruela, durazno y guanabana a diferentes
temperaturas (5, 10, 20 y 30°C), distintos pH (4 y 5) y diferentes equivalentes de la
solucién amortiguadora de KCNfcitratos (1.0 y 1.5). Se desarrollaron los métodos
analiticos por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR) y Resonancia Magnética
Nuclear (RMN 'H) para la cuantificacion, caracterizacion, separacion e identificacion de
los diasteroisdmeros del 2°,3"-0-isopropiliden-5"-ciano-uridina obtenidos tanto por sintesis

quimica como por biocatalisis,

Se cuantificd la relacion diasteroisomérica por CLAR y RMN 'H, con base en los
resultados del %ed se realizaron los analisis estadisticos de; ANOVA, t-pareada y Tukey-



Kramer, encontrandose: 1) que los datos obtenidos por ambos métodos (CLAR y RMN 'H)
no presentan diferencia estadisticamente significativa, por lo que es confiable y
reproducible utilizar cualquiera de estos métodos para la determinacion del %ed.; 2) se
logrd determinar la diferencia estadistica al modificar factores como la temperatura o el pH

en los diferentes experimentos, consiguiendo de esta forma un mayor ¢ menor %ed.

Por otro lado, al utilizar los diferentes biocatalizadores se hizo evidente la susceptibilidad
enzimatica que presenta este tipo de reacciones, ya que el cambio de temperatura, pH y/o

concentracion de la solucién, se refleja en su capacidad de induccién asimétrica (%ed).

Se lograron altos excesos diasteroisoméricos del 2°,3"-O-isopropiliden-5"-ciano-uridina,
con los biocatalizadores de: almendra (FPrunus dulcis) y mamey (Poulteria sapota),
empleando temperauras de 20 y 30°C y pH 5.0, el mejor resultado se obtuvo a 30°C,
donde se presentd una mayor induccion en el proceso enzimatico con respecto a la
registrada en los controles quimicos, las mejores relaciones diasteroisémencas son las
siguientes: mamey 82.9/17.0 por CLAR y 83.4/16.6 por RMN 'H; mientras que para
almendra 78.6/21.4 y 81.1/18.9 por CLAR y RMN 'H respectivamente.

De esta manera se cuenta con un procedimientc enzimatice, para preparar un importante
intermediario quiral para la sintesis de derivados de uridina con potencial actividad

biolbgica.
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1. INTRODUCCION

Tradicionalmente la industria guimica se ha destacado como uno de los sectores
economicos mas grandes y de mayor desarrollo a nivel mundial, esto en gran parte es
debido a su capacidad y eficiencia para la busqueda e introducciéon de tecnologias
novedosas y sustentables. En este sentido, es importante resaltar el gran nimero de
aplicaciones exitosas que en el sector de la sintesis organica ha tenido el uso de

biocatalizadores en la ultima década.

La biocatalisis es una herramienta muy importante dentro de la sintesis organica,
basada en el empleo de enzimas que pueden provenir de células microbianas,
vegetales o animales. Las enzimas son catalizadores capaces de aceptar una amplia
gama de sustratos, realizando biotransformaciones para preparar compuestos
crganicos, debido no sélo a las caracteristicas regio, quimio- y enantioselectivas que
presentan las reacciones enzimaticas, sinc también por la bondad de las condicicnes

de reaccion con que se llevan a cabo.’

Estudios recientes indican que los vegetales disponibles a nivel local pueden ser
utilizados como biocatalizadores, ya que ofrecen una alternativa para la investigacion
de sus recursos y para la ejecucién eficaz de las principales transformaciones

sintéticas con importantes repercusiones econémicas y ecologicas.”

Actualmente, la biocatalisis tiene un gran campo de accién en la farmoquimica, como
son las biotransformaciones para la preparacion industnal de farmacos, en los
procesos de obtencidon de compuestos enantiopuros y la transformaciéon de grupos

funcionales aquirales.**

La biocatalisis ha adquirido un papel relevante en el desarrollo de nuevos farmacos y
moléculas complejas dificiles de producir por métodos quimicos tradicionales. De este
modo, el empleo de biocatalizadores abre una nueva via para el disefio y elaboracién

de procesos y compuestos mas optimos.®

Los derivados nucleosidicos de uridina poseert mas de un centro quiral y son

denominados diasteroisémeros, los cuales son caracteristicos por tener propiedades

1



fisicas y quimicas diferentes,®’ como por ejemplo la 27,3 -O-isopropilidenuridina, la
cual es un producto obtenido por sintesis quimica y biocatalitica. Este compuesto es
de interés farmaceéutico, ya que es intermediario en la preparacion de
anticancerigenos, antivirales, antimalarnicos, antibidticos y antimicoticos como son las
polioxinas y nicomicinas, los cuales son dos familias de antibidticos y antimicoticos
nucleosidicos, que tienen actividad selectiva para ciertos hongos fitopatégenos y
algunas bacterias patégenas, como es el caso de Candida albicans, un importante
patoégeno para el humano. Estos antibiéti(_:os inhiben la sintesis de quitina en las
paredes celulares, por lo cual, es una meta atractiva para la terapia quimica de
antifingicos y antiparasitarios, ademas de tener actividad como insecticidas®® y

acaricidas siendo los mas conocidos el fosfonioxin B1 y B2.'°

Los derivados nucleosidicos son intermediarios de una gran variedad de productos
con actividad farmacolégica. Debido a su compleja estereoquimica es importante
caracterizarlos, identificarlos, cuantificarlos y analizar su toxicidad y la eficiencia de
cada diasteroisomero, por lo que sera importante contar con métodos analiticos
eficientes que ayuden no solo a identificar, sino también a cuantificar adecuadamente

los excesos diasteroisoméricos de los productos sintetizados.

Por lo anterior, se sintetizaron intermedianos quirales para la obtenciéon de nuevos
compuestos con actividad farmacéutica, ademas de caracterizar y separar los
diastereoisémeros de los derivados nucleosidicos del compuesto 2°,3-0O-
isopropilidenuridina formando un nuevo centro estereogénico utilizando biocatélisis,

mediante el uso de oxinitrilasas.



2. ANTECEDENTES
2.1. Biocatalisis

La biocatalisis es un proceso biolégico, donde un sustrato es modificado mediante
reacciones catalizadas por enzimas, las cuales pueden ser: puras, parcialmente
purificadas o extractos crudos. Estas enzimas pueden provenir de celulas
microbianas, vegetales 0 animales (organismos vivos),; una ventaja de las enzimas es
que pueden seguir funcionando in vitro,"" siendo esta una herramienta utilizada dentro
de la sintesis organica. Los primeros biccatalizadores, fueron valorados y se

comenzaron los estudios cinéticos en 1900."2

La biocatalisis es considerada una disciplina que forma parie importante de la
biotecnologia, siendo esta un area gue utiliza células vivas, cultivo de tejidos o
moléculas derivadas de un organismo, como son las enzimas, para obtener o

modificar un producto dtil para la humanidad.

La biocatalisis y |a biotecnologia son multidisciplinarias, es decir requieren de varias
ciencias y a la vez tienen aplicacién en diferentes areas de la industria como se

describe en el esquema 1.""

Medieina
Microbiclogia = " il.

Biologia Molecular
Enzimologia

Bioguimica BIOTECNOLOGIA
Quimica Organica 3
Ingenieria Quimica -
BIDCATALISIS

Cinetica
Ingenieria de reaceion
Diseno de reactores

*

Esquema 1. Papel central de la biocatalisis y la biotecnologia.

La biocatalisis tiene un enorme impacto en la industria, utilizandose el 65% en la
preparacion de detergentes, almidén, textiles, papel, un 25% es utilizado en el
procesamiento de alimentos y el 10% restante en los suplementos de alimentacion

animal.™



Las tres principales areas de la catalisis enzimatica son: las biotransformaciones, la
biorremediacion y la biocatalisis, todas estas areas se basan en una comprension
profunda de los principios bioquimicos basicos de las enzimas que
catalizan reacciones quimicas, en el esquema 2 se observa la interdependencia que

existe entre ellas, ademas de que éstas forman parte de la biotecnologia. ™

Nuevas rutas
y enzimas

BIOTRANSFORMACION

Heducclon de los reskduos en los pro-ducts
Procesos sn desamollo

Sustraté modificado especificamente
Mecanismos de reaccidn
Descripcion mateméticayfisica

Esquema 2. Interdependencia de tres principales dareas de aplicacién de |a catalisis

enzimatica.'?

La diferencia entre biocatalisis y los procesos de biorremediacion y biotransformacion
es que estos utilizan células completas para la transformacion del sustrato, aungue
ambas usan las enzimas de estas células y por lo tanto usan |la biocatalisis dentro de

sus procesos.'*"

Hoy en dia el biocatalizador ideal, debe ser capaz de transformar un gran numero de
sustratos quimicos, ya que el desarrollo de un catalizador especifico para un solo

compuesto no es econdmicamente viable.*®
2.2. Proceso de Biocatalisis

El proceso de biocatalisis se puede realizar con enzimas parcialmente purificadas o
extractos crudos como pueden ser los polvos aceténicos de plantas o animales (en

estas no es necesario purificar la enzima involucrada ya que se tiene la enzima



inmovilizada sobre un soporte natural)."""'" Las enzimas libres pueden estar en

solucién, en un reactor de membrana, en suspensién, "cross-linked” o inmovilizadas.'

Adicionalmente, cuando los biocatalizadores estan inmovilizados se pueden reciclar
varias veces sin pérdida significativa de sus propiedades cataliticas. Las enzimas para
la biocatdlisis pueden usarse de varias maneras, pueden ser naturales, recombinadas,

o genéticamente modificadas para incrementar su actividad o especificidad.™®

El medio de reaccion puede ser acuoso, organico o en dos fases. El proceso en medio
acuoso representa una gran limitacidén debido a la baja o nula solubilidad de una gran
cantidad de compuestos hidrofébicos. Recientemente se ha encontrado que la mejor
termoestabilidad de una enzima se puede lograr en sislemas bifasicos y gque es
posible encontrar una mayor actividad en el medio organico, también utilizando
técnicas de ingenieria de proteinas, unidn covalente de los compuestos anfipaticos
{moléculas no solubles en agua), la interacciéon no covalente con los lipidos o de los
tensoactivos, formacion de micelas, inmovilizacién de enzimas y la utilizacién de

enzimas liofilizadas."> "

Los sistemas bifasicos utilizan una fase organica y agua, estos sisteras se emplean
con el fin de solubilizar los reactivos y/o productos. Los disolventes generalmente
utilizados son poco solubles en solucidén acuosa, los disolventes mas utilizados son
moléculas organicas; alcoholes, éteres, aldehidos, hidrocarburos y sus derivados
halogenados.?® Algunas de las ventajas de la biocatalisis en medios bifasicos, son el
equilibrio termodinamico para catalizar las sintesis que son desfavorables en agua y la
facilidad de extraccién de algunos productos, teniendo una mejor termoestabilidad

evitando asf la contaminaciéon microbiana,®'?

2.3. Ventajas y Desventajas de la Biocatalisis

Durante las tres Gltimas décadas, los procesos de biocatdlisis se han considerando
como una importante altemativa en la sintesis de productos orgdnicos; 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 biocatalisis

se muestran en la tabla 1.2



Tabla 1. Ventajas y desventajas de la biocatalisis.

| VENTAJAS

 DESVENTAJAS

Reaccnones mas amlgables con el ambiente
' (generalmente se realizan en medios acucsos)

| Condiciones suaves de reaccion (generalmente se
llevan a temperatura ambiente, pH cercanc a la
neutralidad, presion atmosférica), esto minimiza
los problemas de isomenzacién, racemizacion,
epimenzacién y transposiciones, las cuales se
presentan frecuentemente en la metodologia
| quimica tradicional.

Especificidad del sustrato (Ias enzimas catalizan
solamente la transformacidon de un tipo de
sustrato}.

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

San altamente enantioselectivas: En presencia de
una mezcla racémica como matenal de parlida,
solamente un enantidbmero es convertido (pureza
opt;ca)

Son altamente regioselectivas: La especificidad
estructural de las enzimas permite efectuar
reacciones en donde se tiene preferencia para
romper o crear un enlace en parlicular por encima
de todos los demas p03|bles

Las enzimas son catalizadores altamente
eficientes, las velocidades de reaccion promovidas
por enzimas pueden ser mas rapidas que aguellas
| no catalizadas con un factor de 10"

La biocatalisis es extremadamente versatil y
cataliza un amplio espectro de reacciones, |
encontrando aplicacion en la preparacion de
algunos compuestos que son dificiles o imposibles
de realizar usando tecmcas de quimica organica.

‘Permite llevar a cabo diferentes reacciones
quimicas sin la necesidad de pasar por etapas de
proteccion y desproteccion.

| Se facilita la obtencion de compuestos gquimicos
de alta pureza optica y quimica, minimizando
reacciones laterales y subproductos.

El empleo de altas dllu0|ones y el
uso de cofactores costosos.

i

Limitada estabilidad térmica y su
incompatibilidad con  algunos
disolventes organicos.

En algunos casos los procesos de
biotransformacion tienen
rendimientos bajos.

Altos costas de implementacion de
los procesos a escala industrial.

| Se puede presentar baja actividad

especifica.

Inestabilidad a pH extremos.



2.4. Importancia de la Biocatalisis para la Industria Farmacéutica

Junto a la separacion cromatografica y la catalisis quimica, la biocatdlisis se esta
convirtiendo en un componente clave en la caja de herramientas de la sintesis

quimica.??

En los ultimos afos hay una creciente tendencia al uso de uno solo de los
esteroisomeros de [os farmacos quirales, en lugar de emplear la mezcfa racémica. La
razén mas importante para el desarrollo de compuestos estereoisomericamente

puros, es la diferente actividad biologica que presenta cada esteroisémero.

La quiralidad es un factor clave en la segundad y eficacia de los farmacos y por lo
tanto la produccion de un solo enantiomero en los intermediarios y productos

farmacéuticos, es de gran importancia para la industria farmacéutica. %%

Las ventas mundiales de farmacos quirales enantiopuros crecieron en una tasa anual
de mas del 13% en la década de los 80 hasta los $133 biliones de ddlares en el 2000
y para el 2008 llegaron a $200 billones. Un 40% de todas las ventas de productos

farmacéuticos lo son en forma de un (nico enantioméro.®

Aunque la principal aplicacion de la biocatalisis en sintesis organica esta en la
preparacion de compuestos enantiopuros, éstas también se usan para efecluar
transformaciones de grupos funcionales aquirales; ya que las biotransformaciones se
llevan a cabo generalmente a temperatura ambiente y presion atmosfénca, evitandose
con ello el uso de condiciones de reaccién extremas, las cuales pudieran causar

isomerizaciones, racemizaciones, epimenzaciones 0 transposiciones.18

Las biocatalisis son reconocidas como una excelente estrategia para la preparacién
de productos farmacéuticos. Sin embargo, en muchos casos, la combinacién de
procedimientos quimicos con métodos biocataliticos puede ser una excelente
estrategia para la produccién de quimica fina.'® Por ejemplo, la cefalexina un
antibiético, ha reducido su sintesis de 10 hasta 6 pasos usando un procedimiento

quimico-enzimatico.’



La sintesis de moléculas enantiopuras es una de las areas mas fascinantes y
desafiantes en quimica organica. La metodologia quimio-enzimatica esta siendo muy
utilizada en la preparacién de moléculas opticamente puras. Las enzimas puras son

a1 . v o 24
muy caras, por o que se han utilizado las enzimas sin purificar (crudas).

La biocatalisis continla ganando impulso, sobre todo en la industria por ejemplo, la
industna farmacéutica, en donde se demanda velocidad y selectividad en un proceso,
lo que depende de ponerla en paralelo a la quimica convencional con compuestos

complejos con multiples centros quirales, buscando productos de alta pureza c')ptica.25

Se han obtenido una gran cantidad de farmacos por biocatdlisis, los cuales son
usados para diferentes tratamientos como: antidepresivos, antidiabéticos,
anticancerigenos, antileucémicos, anticolesterol, antibacteriales, antiinfecciosos,
antihipertensivos, antivirales {en tratamientos contra el virus del herpes y hepatitis B),

farmacos para el tratamiento de VIH, influenza y para el Alzheimer.?

Para diversas empresas farmacéuticas, las etapas de sintesis son el punto central en
el descubrimiento y formulacion de un compuesto. Sin embargo, independientemente
de que dichos procesos biocataliticos desarrollen los intermediarios quimicos, estas

requieren métodos de implementacion de estos procesos biocataliticos.

Para la implementacion de dichos procesos, en la industria farmaceéutica es necesario
evaluar diferentes factores como son; (i) la viabilidad econémica en la 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, (iv) que se
pueda identificar rapido y facilmente al catalizador {menos de un dfa) y que se
generen cantidades iniciales de gramos {menos de tres dias), para que el producto
(forma y concentracidn) se evalle con rapidez y pueda encajar en la via de sintesis, si

este es un intermediario.’?

Las reacciones de proteccion y desproteccion en sintesis organica de farmacos,
representaron mas del 20% de todas las reacciones de sintesis. Estos son retos

importantes para desarrollar tecnologias biocataliticas de alto rendimiento y optimizar
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la actividad catatitica, la estabilidad y la selectividad de las enzimas evitando el uso de

grupos protectores.

Durante los ultimos 10 afos, muchas empresas de quimica fina han
estado explorando el uso de los procesos de biocatdlisis en la sintesis de
sus productos, lo que es un indicador de las multiples ventajas que se pueden

obtener.?
2.5. Enzimas

Las enzimas son catalizadores biologicos, estas sustancias favorecen las reacciones
al disminuir la energia de activacion, catalizan un gran numero de reacciones
necesarias para la sintesis, modificacion y degradacion de compuestos organicos que

constituyen a los seres vivos.

Todas las enzimas son de naturaleza proteica y son compuestos de alto peso
molecular, que contienen desde 62 a mas de 2500 aminoacidos, pero solo 3 o 4
aminodcidos estan directamente involucrados en la catalisis; este sitio es denominado
centro activo y en esta zona se produce la reaccidn, tras un acoplamiento mutuo entre

enzima y sustrato.

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

perdida de funcionalidad.*®?

2.6. Mecanismo de las reacciones enzimaticas

Todas las enzimas actdan en general de la misma manera, ain cuando el mecanismo
de accion de cada enzima es Unico. Los reactivos y los productos estan en
concentraciones cientos o miles de veces mayores que las enzimas en una reaccion
enzimatica tipica. Por lo tanto, cada molécula de enzima cataliza la conversién en

producto de varias moléculas de reactivo.



Para la obtencion de! producto, primero se forma el complejo enzima sustrato {(ES),
algunas veces mas de un sustrato diferente se adhiere al centro activo, en este sitio el

sustrato es transformado en producto.

Cuando se lleva a cabo [a reaccion, se libera el producto del centro activo y la enzima
queda disponible para unirse a otra molécula de sustrato, e iniciar nuevamente el
proceso, por lo tanto como las enzimas no se consumen en el proceso, se reutilizan y

la cantidad que se requiere es muy baja.*

Recientemente, se ha propuesto que las enzimas catalizan las reacciones por un
acoplamiento dinamico entre los movimientos conformacionales y las coordenadas
quimicas (longitud de enlace, angulos de enlace y angulos de torsidon) el cual ha

atraido gran interés tedrico y experimental.?’

Varics factores afectan la velocidad de las reacciones enzimaticas como pueden ser
la temperatura, el pH, la concentracién de la enzima o el sustrato y algunos

inhibidores y activadores de la enzima.

Efecto de la temperatura: Al igual que en las reacciones quimicas, la velocidad
de las reacciones catalizadas por enzimas se incrementa al aumentar la
temperatura; un aumento de 10°C puede incrementar la actividad de la enzima
de un 50 a un 100%; aunque muchas enzimas se pueden ver afectadas
negativamente con un aumento de la temperatura y algunas son

desnaturalizadas a temperaturas maycres a 40°C.

Efecto del pH: Las enzimas son afectadas por los cambios de pH; el valor de
pH adecuado es en donde la enzima es mas activa y se conoce como pH
optimo; pH en extremos (aitos o bajos) inactivan la enzima y el pH 6ptimo varia

de una enzima a otra.®
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2.7.

Clasificacion de las enzimas

Las enzimas se clasifican de acuerdo al tipo de reaccién que catalizan:

Oxidoreductasas: Catalizan reacciones de oxido-reduccion y se les llama

tambien deshidrogenasas.

Transferasas: Transfieren grupos funcionales (grupos acilo, glucosilo, fosfatos

y equivalentes de aldehidos y cetonas) de una molécula a otra.

Hidrolasas: Rompen un enlace adicionando una molécula de agua, por
gjemplo: la ruptura de enlaces peptidicos en las proteinas, los enlaces

glucosidicos en los carhohidratos, enlaces tipo éster en los lipidos.

Liasas: catalizan la adicion de grupos a enlaces dobles o la formaciéon de
enlaces dobies a traves de la eliminacion de grupos, asi los enlaces dobles se
rompen por mecanismos distintos a fa hidrélisis o la oxidacién. Las

descarboxilasas, las aldolasas y las oxinitrilas son ejemplos de liasas.
Isomerasas: catalizan reacciones de interconversién de isbmeros.

Ligasas: unen moléculas utilizando energia proveniente del ATP. También se
flaman sintetasas (adicién o eliminacidon de moléculas pequenas en uniones
C:C, C:N y Czo).4.26,23.29

El nombre especifico de una enzima hace referencia al sustrato y al tipo de reaccién

que cataliza.

Las enzimas se pueden usar de dos formas:®

Enzimas aisladas: enzimas purificadas o inmovilizadas sobre diversos soportes 0 a

través

de entrecruzamiento de la enzima, lo cual permite emplear medios con una

minima cantidad de agua, haciéndose asi posible el uso de una mayor variedad de

sustratos y dependiendo del método de inmovilizacién de la enzima, la actividad

enzimatica del biocatalizador va desde un 90 hasta el 100%.3%
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Células completas: Al emplear este método se dispone como ventaja que los
cofactores son reciclados por el propio sistema celular. La principal limitacién reside
en la necesidad de que el sustrato sea soluble en los medios de cultivo acuosos y sea

captado al interior de la célula.”
2.8. Oxinitrilasas

Las oxinitrilasas o nitrlo hidratasas son liasas, son enzimas con mayor aplicacién
dentro de este grupo. Catalizan la adicién reversible esterecselectiva de acido
_cianhidrico a aldehidos y cetonas para dar o-hidroxinitrilos enantiopuros, ver
esquema 3.>* Dependiendo de la estereoquimica de la oxinitrilasa, e! ataque
nucledfilo, HCN, podra darse por una cara u otra del compuesto carbonilico,

obteniéndose la (R)- o la (S}-cianohidrina.

R1 O Rj H
cHON e 5
Rz Tt R CN

R1: Alquile, Arile
R2: H, Me ¢ Et

Esquema 3. Formacion selectiva de cianohidrinas de aldehidos y cetonas.

Las oxinitnlasas se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, se cree que
unas 3000 plantas poseen estas enzimas, ademas de un gran namero de bactenas y
hongos, son utilizadas por estos como defensa frente a un dafio externo o como

fuente de nitrogeno para la posterior biosintesis de aminoacidos y cianogcéncasis."’?”s5

Una de las primeras sintesis efectuadas por oxinitrlasas fue publicada por L.
Rosenthaler en 1908, obteniendo mandelonitrilo a partir de benzaldehido y HCN,

utilizando emulsiones con fuentes de enzimas que catalizaban la reaccién.®

Las oxinitrilasas se han encontrado en la semillas de diversas plantas, principalmente
del género Prunus.>"* Por ejemplo las (R)-oxinitrilasas se han obtenido de semillas
de almendras, manzanas, cerezas, durazno, capulin, ciruela; mientras que las (S)-

oxinitritasas se pueden obtener del caucho, mandioca, cafia y sauco negro ver tabla
2-32.37
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Tabla 2. Diversas fuentes de oxinitrilasas, tipos de sustrato y selectividad.*

Fuente de oxinitrilasa | Especificidad por sustrato Selectividad
| Alifaticos, Aroméaticos, Heteroaromaticos, o,p-
Arbol de cauchr.a _________ hestursdos: (S)
; Alifaticos, Aromaticos, Heteroaromaticos, a,- 3
Warndinga a insaturados {i
Cana Aromdticos, Heteroaromaticos = {8)
| 4 5 . .
Alifaticos, Aromaticos, Heteroaromaticos, a,f3-
Almsrid | insaturados - _ (R) ‘
[_ Lino | Alifaticos, Aromaticos, a,f-insaturados _ (R)
= Manzana 3 _ Aromdlicos . (R) |
Cereza, Durazno, Ciruela, | Alifaticos, Aromaticos, Heteroaroméaticos, a,f3- (R)
Capulin | insaturados ) ]
Sauco negro | -~ B Aromaticos (S}

En la actualidad, se han purificado y caracterizado oxinitrilasas de 11 plantas
cianogénicas (de seis familias), encontrando por ejemplo en Prunus sp, el cofactor
flavina adenina dinucledtido, ayudando a elucidar la funcionalidad de dichas

enzimas.*®

Se sabe que la actividad catalltica y la enantioselectividad de estas enzimas depende
del pH y la méaxima actividad se ha determinado a pH 5.5, pero a ese pH la reaccion
quimica de adicidn de cianuro al aldehido es significativa, lo cual conduce a una
disminucién de la actividad éptica del producto, por lo que la disminucién del pH para
minimizar la reaccion quimica se refleja en un aumento en la pureza enantiomérica del

producto. ¥4

Las enzimas trabajan adecuadamente en rangos de temperatura de -10°C a 40°C. La
mejor temperatura reportada para las oxinitrilasas se encuentra de 15 a 25°C
utilizando benzaldehido como sustrato, a 40°C decrece su actividad significativamente

produciendo cianohidrinas racémicas.

El utilizar medios bifasicos da un facil acceso para obtener cianohidrinas enantiopuras
con altos rendimientos, los disolventes mas utilizados son: el diisopropiléter, fert-
butilmetiléter y di-n-butiléter, en los cuales se ha encontrado mas de 95% de
enantioselectividad.*****° También se han encontrado reportes de medios bifasicos
pero utilizando liquidos iorticos, estos se consideran altamente polares y son utilizados
como disolventes con buenas transformaciones catalizadas por enzimas.*'
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Hoy en dia los medios bifasicos son los mas utilizados y recientemente se han
empleado enzimas inmovilizadas, existen varias formas para inmovilizarlas i) como
harina desengrasada, ii) si las enzimas se encuentran purificadas, se han desarrollado
soportes diferentes al natural como los intercambiadores iénicos basados en celulosa,
gel de sllice, celulosa microcristalina, nitrocelulosa y celita, iii) método CLEA {enzimas
entrelazadas por agregados), iv) enzimas atrapadas en gel de alcchol polivinilico
formando lentejas de tamano macroscépico (micrometros), evitando la lixiviacion del
catalizador, en donde se habilité la aplicacion de disolventes organicos, abriendo

nuevas posibilidades.*®*?

En los ultimos afios se ha aplicado con éxito el método de CLEA por gjemplo: Se
utiliza las (R) oxinitrilasas de Prunus amygdalus {almendra) para la formacién de
cianohidrinas en medios microacuosos y estas enzimas se han reciclado 10 veces sin
pérdida de actividad, obteniéndose buenos resultados en transformaciones con
disolventes organicos, que puede dar mayor enantioselectividad comparado con las
enzimas libres, debido a la supresién practicamente completa de la competencia no
enzimatica por el acido cianhidrico en estas condiciones,; la supresion de la reaccion

no enzimatica se da en rangos de pH 4cidos y en medios organicos.

La inmovilizacibn de estas enzimas se realiza por la precipitacibn con 1,2-

dimetoxietano y se inmovilizan con glutaraldehido como se observa en la esquema 4.

[T

NHy
Qe v o@c‘@‘w' R )

{R)}-Oxintirilasa Ry GhOH {RYOxinltrilasa

[ Q

HWH

Glutaraldehido

= Pl

Bl

g ol >\°,,
= S -+

/’"'\1
[ ko
| a

Alcohal Pollvinilico

Polivinilico

Esquema 4. Procedimiento para inmovilizar (R)-oxinitrilasas.
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Ademas si se incrementa la enzima y se reduce el volumen de la fase acuosa,
aumenta la competitividad de la reaccion enzimatica incrementandose la pureza
enantiomérica del producto. La reaccion enzimatica en medio organico microacuoso
en combinacion con enzimas inmovilizadas, tienen muchas ventajas pero pueden
estar limitadas al contenido de agua de un 4 a 8% (v/v), si se utilizan grandes
cantidades de agua resulta problematico reciclar la enzima, ademas la velocidad de
reaccion de la enzima reciclada baja, encontrandose que la enzima anhidra tiene una
alta actividad y aumenta la catalisis, al colocar una cantidad de agua adicional en el

sistema, 43

29. Aplicacion de las oxinitrilasas en sintesis organica para la obtencién

de compuestos dpticamente activos

La sintesis a nivel industrial de cianohidrinas enantiopuras esta basada en el uso de
oxinitrilasas, ya que este tipo de biocatdlisis son versatiles, estables vy
econdémicamente atractivas; pudiéndose obtener productos que son dificites 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, aunado a que son intermediarios importantes en la sintesis de
compuestos como precursores de aminoacidos, aminoalcoholes y otros compuestos

con actividad biolégica como farmacos y agroquimicos (Esquema 5).3%44
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Esquema 5. Obtencién de diferentes intermediarios a partir de cianohidrinas.**

Hace algunos afos, fue reportado el proceso de ftranscianacion de un o-
bromoaldehido y cianohidrinas racémicas ulilizando HCN como fuente de cianuro,
esta reaccion fue el primer ejemplo de la posible obtencidn, en un solo paso, de
compuestos opticamente activos como (R)-w-bromocianohidrinas, utilizadas como
materia prima para la obtencion de (R)-2-cianotetrahidrofurano y (R)-2-

cianotetrahidropirano, importantes compuestos con actividad biologica.**

El uso de las oxinitrilasas se ha explotado en sintesis organica para la obtencién de

3,33,45

una gran variedad de cianohidrinas, algunos ejemplos se muestran en la tabla 3.
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Tabla 3. Ejemplos de cianohidrinas obtenidasafgr oxinitrilasas a partir de aldehidos y

cetonas.™
[ Fuentede | _ | oo o o |
Estructura Oxinitrilasas (‘;e) Rend(lu;n)lento | Condiciones de reaccion
| (-] ) (2] B B B
= {R)-Cianohidrinas
OH | |
Etanol/solucién amortiguadora de
i Q‘N : Almendra ‘ 89 | 95 | acetatos (pH 5.4), KCN/OHACc, 0°C.
i |
| | | |
|ee—— | Jo= cee— s
: HO H Oxinitrilasa adsorbida en avisel,
3 diisopropiléter/solucién amortiguadora
i = = Almendra | 97 ol de acetatos (pH 4.5), HCN,
N ) temperatura ambiente.
(S)-Cianohidrinas__
Enzima adsorbida en nitrocelulosa,
| : ' diisopropiléter/solucion amortiguadora
Mandloca 99 o de citratos {pH 4.3), HCN, temperatura
| ambiente.
Arbol de 99 94 Solucién amortiguadora de citrato (pH |
caucho 4.0), KCN, 0°C
|
Ritiol da Metil tert-butiléter/ solucidn
&aticho 96 99 amortiguadora de citratos (pH 5.5),
HCN, temperatura ambiente.
Arbol de 74 95 Solucién amortiguadora de citratos
caucho (pH 4.0}, KCN, 0°C

Algunos ejemplos de la aplicacion de estas enzimas es en la obtencion de los

siguientes compuestos: broncodilatadores adrenérgicos como (R)-terbutalina o (R)-

salbutamol; (R)-pantolactona utilizado en la sintesis de (R)-acido pantotenico

constituyente importante de la coenzima A; (R)-pantenol un bactericida; (R)-

pantoteina, un factor de crecimiento.>*®

Otro grupo importante son los ésteres, obienidos a partir de cianohidrinas, estos son

utilizados en la sintesis de insecticidas.
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El antitrombético Clopidrogel conocido como Plavix, preparadoc apartir del 2-
clorobenzaldehido, la cianohidrina se forma utlizando enzimas genéticamente
modificadas del género Prunus amygdalus (PaHNL), obteniéndose alta pureza
enantiomérica del principal intermediaric para la sintesis; utilizando esta enzima
también se obtiene la cianohidrina del principal intermediaric altamente

enantienriquecido para la sintesis de Enalapril (Esquema 6).

EtOOC
0
PaHNL modificada
T pH3&.an +wCOOH

conv. = 38%
ee > 96% Enalapril

Esquema 6. Sintesis de Enalapril catalizada por oxinitrilasas.

También se pueden obtener compuestos estimulantes del sistema nervioso central o
agonistas adrenérgicos, como es la efedrina a partir del mandelonitrilo con una

excelente enantioselectividad y diastereoselectividad.”’

La aplicacion de oxinitrilasas en la sintesis enantioselectiva para formar cianohidrinas
comenzo 100 anos atras, continuando su desarrollo y con el avance actual de Ja
bioguimica y la genética, las enzimas son una herramienta ineludible en quimica

organica.*
2.10. Estereoquimica y Actividad Optica

La estereoquimica es la quimica en tres dimensiones. Sus fundamentos fueron
establecidos por Jacobus van't Hoff y Joseph Achille Le Bell en 1874 y propusieron
que los cuatro enlaces al carbonc estaban dirigidos hacia los vértices de un tetraedro.
Una consecuencia de un arreglo tetraédrico de los enlaces de carbono es que dos
compuestos pueden ser diferentes debido a que el arreglo de sus atomos en el
espacio es diferente. Los isdbmeros que tienen la misma constitucion pero difieren en

el arreglo espacial de sus atomos se llaman esterecisémeros.
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2.10.1. Estereoisomeria.

Dos compuestos con igual férmula molecular pero con propiedades fisicas y/o
quimicas diferentes se denominan isomeros. LLa palabra isémero se emplea, a modo
de término general, para designar aquellos compuestos que estan relacionados entre
si de alguna de las siguientes formas: como isdmeros estructurales o como

estereoisdmeros.

Estereoisomeros son sustancias cuyas moléculas tienen el mismo namero y tipo de
atomos colocados en el mismo orden, diferencidndose Unicamente en la disposicion
espacial que ocupan. En la esquema 7 se muestra un esquema de la isomeria y sus

diferentes divisiones.

Lxomera
| Lsomeria esoructural o coastirarional Estereoisomer
6 en fa conectividad Dhfiertn en la onentacién espacial
| |
. idé de cadena Configuraciogal Coufo fonal
de de posiclén 3 snformaciona
X foncion o fmcronst e el msme | | o g fmcional pero . Nose puedes Poeden interconvertirse
mmﬂ ml',m pero estin en otra posicién In forma de Ln cadena varia intercouverty mediante por £iro sobre enlace senclle
un gire
Op:ir: Geomérrica
Isémeros cis v trane
Emantiomeros unmd‘,j:t“,de

Son umd gemes T.hrﬁ No 160
oo Superpombles mmagen especnlar

Esquema 7. Esquema de isomeria.

El tipo de estereoisomeria mas interesante es el que da lugar a la actividad optica. A
pnncipios de siglo XIX Biot sefalo que algunas sustancias organicas de origen natural
poseian la propiedad de girar el plano de la luz polarizada. Este fendmeno consiguio
explicarse cuando los quimicos comenzaron a considerar la disposicién tridimensional
de las moléculas en el espacio y la configuracion tetraédrica del atomo de carbono.
Las propiedades geométricas de un carbono con hibridacion sp3 hacen que, en el
caso de que esté unido a cuatro atomos o grupos de atomos diferentes, la molécula

no tenga plano de simetria y que existan dos maneras diferentes de ordenar a los
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cuatro atomos o grupos de atomos. Estas dos ordenaciones o configuraciones

generan dos formas isoméricas denominadas enantiomeros.
2.10.2. Diasteroisémeros y Enantiomeros

Los enantiomeros son moléculas con imagenes especulares no superponibles, estas
sustancias son capaces de desviar el plano de un haz de la luz polanzada. A esta

propiedad se la conoce con el nombre de “actividad optica”.

Los enantidmeros presentan idénticas propiedades fisicas y quimicas, pero pueden
tener diferente actividad biologica. Ademas hacen girar el plano de la luz polarizada

en diferentes sentidos.

Los diasteroisdbmeros son esteroisémeros que tienen dos o mas centros quirales, no
son imagen especular en el espejo, presentan propiedades fisicas diferentes y

algunas diferencias en su comportamiento quimico.

Para una constitucion particular, el nimero méaximo de estereoisémeros es 2", donde
n es el nimero de unidades estructurales capaces de variacion estereoquimica; por lo
reguiar es el numero de centros quirales pero pueden utilizarse también para enlaces

dobles como cis o frans, o usando la nomenclatura £ y Z.%%4°

2.10.3. Uso de la formacidén de diasteroisémeros

La formacioén de diasteroisémeros puede ser til en la resolucidn de enantiomeros. Si
la mezcla racémica a ser resuelta contiene un grupo carboxilo y carece de un grupo
fuertemente basico es posible formar una sal con una base opticamente activa. Si la
base utilizada es por ejemplo la forma S, existid una mezcla de dos sales con
configuracion SS y RS. La mezcla de sales diastereoméricas se cristalizan en
disolventes adecuados, como las solubilidades son diferentes, los cristales formados
inicialmente seran ricos en un diasteredmero. La filtraciéon en este punto habra llevado
a cabo una resolucion parcial. Aunque la cristalizacidon fraccionada es el método
comin mas usado para la separacion de diasteredmeros, lo tedioso y el hecho de
estar limitado a sélidos ha inducido a investigar otros métodos. La destilacion

fraccionada ha dado solamente separaciones limitadas, pero la cromatografia de
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gases y la cromatografia liquida preparativa han probado tener mayor utilidad, por lo

que pueden sustituir a la cristalizacién fraccionada. >

2.11. Nucleosidos

Los nucledsidos estan formados por una pentosa unida a una base nitrogenada en
C1, que puede ser una purina o pinmidina y un azucar ciclico, con mayor frecuencia
D-ribosa o 2-desoxi-D-ribosa, ligada a través de un enface covalente B-N-glucosidico,
ya sea al N-9 de una purina o al N-1 de una pirimidina. La numeracién de los atomos
de azicar emplea el signo de prima (por ejemplo, 3'- o 5-) para distinguir los atomos
de aziucar de los de la base heterociclica. Los nucleGsidos se denominan
nbonucledtidos o desoxirribonucleétidos, con base en si el azdcar es una ribosa 0 una

2-desoxirribosa.*®®

En la tabla 4 se pueden observar las principales bases nitrogenadas (puricas o

pinmidicas) asi como su formacion en nucledsidos.”

Tabla 4. Diferentes bases nitrogenadas y nucledsidos.

Purinas Pirimidinas
_ Adenina |  Guanina | Citosina |  Timina Uracilo I‘
[ BASE NH, 0 NH; [ 0] (o) I
. </N | XN /N N | Xy i NH | N
A ol A A A Ay |
N N : N™ N7 NH, N o N0 N o

Adenosina | Guanosina Citidina ~ Timidina [ Uridina |

‘NUCLEOSIDO | Desoxiadenosina Desoxiguanosina | Desoxicitidina Desoxitimidina | Desoxiuridina i

La unién del nucledsido con el acido fosforico se realiza a través de un enlace de tipo
éster entre el grupo OH del carbono 5™ de la pentosa y el acido fosférico, originando
un nucledtido. Los nucledtidos son las unidades o mondmeros utilizados para

construir largas cadenas de polinuclestidos.®?
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2.12. Derivados de nucledsidos con actividad farmacoldgica

Los derivados de nucledsidos y nucledtidos son utilizados clinicamente como agentes
medicinales y constituyen una imporiante contribucion en: la quimioterapia, antivirales,
agentes cardiovasculares, contra enfermedades del sistema nervioso central y como

inmunomoduladores.®>%

La investigacidon de nucledsidos comenzé hace mas de 100 afios con las
investigaciones estructurales de Emil Fischer. La importancia de estas moléculas vy
sus aplicaciones tuvieron un rapido progreso, al principio con las nucteobases y luego

con nucledsidos.””

Consecuentemente se han realizado extensivas meodificaciones tanto a la base
heterociclica como al azucar, dando una gran variedad de derivados nucleosidicos
con ciertas aplicaciones; estas modificacicnes han sido mediante la aplicacién de la
quimica organica o la catalisis enzimatica, con procesos que van desde hidrolisis
enzimaticas en purinas y pirimidinas, protecciones regioselectivas en ambas partes de
la molécula, disminuyendo la toxicidad al modificar quimicamente los nucledsidos. Un
importante descubrimiento se dio al remplazar el oxigeno, en la fraccion de la azucar,
sustituyéndolo con un grupo metilo en el carbono ciclico obteniendo compuestos

altamente resistentes a las fosforilasas.*®

El pimer analogo sintetizado, después de multiples estudios, fue la idoxiuridina
utilizado principalmente por via topica para el tratamiento del herpes simple en 1959,
tras este descubrimiento los derivados de nucleésidos han tomado mayor auge en la

investigacion clinica durante las Gltimas décadas.®

En la preparacioén y desarrollo de estos denvados, se ha encontrado actividad antiviral
y antitumoral, son efectivos, selectivos y no toxicos, por lo cual estan sujetos a una

9380 ge han realizado extensivos estudios como agentes

intensa investigacion.
anticancerigenos, lo cual han originado la expléraci()n de nuevas estructuras de
nucledsidos con aplicaciones clinicas, aigunos ejemplos representativos son: el 9-[(2-
hidroxietoxi)metil)]guanina mejor conocido como aciclovir desarrollado por Elion en
1977 como agente antiviral;, el 3'-acido-3'-desoxitimidina (AZT) descubierto por
Mitsuya y colaboradores en 1985, utilizado en el tratamiento del VIH y citosina 3-D-
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arabinofuranosina (citarabina o capecitabina) el cual mostré actividad antitumoral,

aprobado por la FDA en 1969 (Figura 1).°

[&]
o oy
N/g() i/ﬁ'IN\> N\;/I\F o

S %N ﬁ

Ny Aclclovir

Capecltabina

OH

AZT
Figura 1. AZT, Aciclovir y Capecitabina derivados nuclecsidicos pinmidicos y puricos.

Algunos ejemplos recientes de nucledsidos aprobados por la FDA como
anticancerigenos y antivirales son: nelarabina, un profarmaco que es desmetilado por
la enzima desaminasa y es utilizado en leucemia linfoblastica, entecavir es un antiviral
prescrito en el tratamiento de hepatitis B, clofarabina y algunos derivados presentan
actividad anticancerigena para el tratamiento de leucemia linfocitica crénica estos son

derivados nucleosidicos de la adenina y azacitidina, algunos se ilustran en la figura
o 556162

Hy

(o]
N N Cl
N 'H/ NH Y N
[on - e e Sy
N7 SN N , Ho W = = Y Nooz
V- Vi Y/, N
HO' HN__N v ~7 7
o h _ ’
NH; “OHPO oy HO o on

o+ HO Ho HO
Nelarabina Entecavir Fludarabina Cladribina Clofarahina
Figura 2. Farmacos nucleésidicos aprobados por la FDA.
El lobucavir es un analogo del nucledsido ciclobutilguanina, el cual se encuentra en
desarroilo como un agente antiviral para el tratamiento del virus del herpes y del virus
de |z hepatitis B.%% La ribavirina es un efectivo antiviral nucleosidico utilizado para el
tratamiento de la infeccion por el virus de la hepatitis C crénica (VHC) en combinacién
con interferén alfa-2p:% otros derivados de nucledsidos de adenina e inosina han
encontrado utilidad en terapias combinada contra infecciones del herpes simple,
algunos derivados de citidina se utilizan en tratamientos antitumorales probados
contra la leucemia en células de ratén.®” En la figura 3, se muestra el compuesto 4'-
azidocitidina R1479, derivado de citidina, que funciona inhibiendo la sintesis de RNA,

siendo éste uno de los mas potentes y no tiene actividad citotoxica.®
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Figura 3. Estructura de R1479, antiviral obtenido de derivados nucleosidicos.

En la mayoria de los casos, los derivados de nucledsidos, se comportan como
profdrmacos o bioprecursores que necesitan ser activados farmacologicamente por
enzimas celulares o virales. Sin embargo, hay un numero cada vez mayor de
compuestos con una estructura nucleosidica que no requieren esta activacion para
presentar actividad farmacolégica. En algunos casos, estos derivados de nucledsidos
se unen en el sitio de unién del sustrato de la diana enzimatica, pero no son
reconocidos como sustratos, por lo tanto ejercen una inhibicidén competitiva con los
sustratos naturales. En otros casos, los analogos de nucleodsidos interactuan con la
enzima diana en un sitio diferente del lugar de union (sitios alostéricos) y por lo tanto
se comportan como inhibidores no competitivos con el sustrato natural. Los
inhibidores alostéricos de las enzimas pueden ofrecer algunas ventajas en
comparacion con los compuestos que interactlan en el sitio de unién del sustrato,
debido a que no es necesario ser relacionados estructuralmente con los sustratos de

las enzimas, superando probiemas de selectividad y competencia con el sustrato.

Un ejemplo tipico de inhibidor alostérico estd representado por el
inhibidor nucleosidico de transcriptasa inversa de la inmunodeficiencia humana
(VIH).

Aln con la mejora en los tratamientos para el VIH utilizando analogos de nucleédsidos,
como el AZT o zidovudina, didanosina, zalcitabina, d4t o estavudina, 3tc o
lamivudina y abacavir, se han atnbuidc raras complicaciones provocando la apancién

de acidosis lactica asociada a disfuncion hepatica en pacientes.®®

Debido a que los nucledsidos y nucledtidos tienen multiples tareas en todos los

organismos, es probable que sus analogos interfieran con la regulacion de muchos
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procesos celulares in vivo. Sin embargo, debido a las pequefias cantidades usadas
para trabajar, no se han reportado riesgos para la salud. Se tiene que tomar en cuenta

que las propiedades de estos compuestos no estan bien caracterizadas hasta ahora.*
2.13. Aplicacion farmacéutica de los derivados nucleosidicos de uridina

2.131. Anticancerigenos

Se han sintetizado nuevas moléculas de tiosemicarbazonas con propiedades
antiviraies, antibacteriales y antitumorales, derivados de citronellal, citral,
xilopentadialdofuranosa, gliceraldehidos y nucledsidos de urdina, estos nuevos
compuestos se han probado en la inhibicion de la proliferacién y la apoptosis en lineas

celulares cancerigenas U937.

Se utilizd el derivado nucleosidico de uridina debido a que cualquier modificacién en
los nucleésidos es de gran interés en la biomedicina, ya que pueden conducir a
obtener compuestos con actividad antitumoral y antiviral. Ademas el grupo
isopropilideno que protege a los hidroxilos, podria favorecer el paso de la molécula a

través de la membrana celular.

El compuesto tiocarbazona, derivado nucleosidico de uridina (Figura 4) sintetizado a
partir del 2°,3’-isopropilidenuridina-5°-aldehido, demostré inhibir la proliferacion
celular, pero no induce la apoptosis; se ha encontrado que la parte del azicar, no es
la responsable de la actividad bioldgica de la molécula, por lo cual el nicleobase

determina !a actividad bioldgica.”

HNT g 1 5 0

Figura 4. Tiosemicarbazona del derivado nucleosidico de uridina.
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2.13.2. Antivirales

La mayoria de los agentes antivirales que han tenido éxito en medicina, son resultado
de un bajo perfil de efectos secundarios, por su alta eficacia y a que estan dirigidos a
evitar la sintesis enzimatica de los virus. El grupo mas grande de agentes antivirales
aprobados por las autoridades reglamentarias, actuan inhibiendo la polimerizacién de
los acidos nucleicos virales, dentro de ese grupo se encuentran los derivados de
nucleosidos y se han autorizados para tratar el VIH, la hepatitis B, C y enfermedades

como el herpes simple.”""

|. Antivirales contra el Herpes Simple

El analogo 2°,3'-didesoxinucleosido-3'-tia y los oxo sustituidos, son una clase
importante de farmacos antivirales y anticancerigenos. Por ejemplo, los dioxolanos
nucleosidicos como: a,B-L-dioxolano 5-(2-bromovinil)uracilo y (o / B-L-dioxolano-BVU),

ver figura 5, inhiben al virus del herpes simple (VHS) tipo 1y 250

o}

a/p-L-dioxolano-BVU [{t)dioxolanos-T
(cis diasteroisémeros)

Figura 5. Derivados dioxclanos de nucledsidos de undina.
ll. Antivirales contra la Hepatis C

El virus de la hepatitis C (VHC) es un importante agente causal de la enfermedad
hepatica cronica y se estima que mas de 170 millones de personas en todo el mundo
estan infectadas con esta enfermedad. Actualmente, las terapias con interferon son

los (inicos regimenes aprobados por la FDA para el tratamiento del VHC.”

Informes recientes han demostrado que algunos analogos nbonucledsidos
modificados en 2" inhiben la replicacion del VHC. En la figura 6 se muestran algunos
ejemplos: 2’-desoxi-2-a-flioronucleosido (1), 2'-O-metilcitidina (2), 2'-B-desoxi-2"-B-
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metil-2 -a-fluorocitidina (5), 7-deaza (3), 2'-B-metilcitidina {4}, denominados NS5B, los
cuales se encuentran en ensayos fase Il {desarrollo clinico), para el tratamiento de la

infeccién por el VHC.*®

NH,
</ \(
N—<

N
0 o]
u,F

HO OH
1

Figura 6. Nucledsidos inhibidores de NS5B.

lll. Antivirales Nucleosidicos Monofosfatados contra la Hepatitis B

Varios derivados de nucletsidos (monofosfato, ésteres y amidas) se han desarroliado
como profarmacos. Se han desarrollado nuevos profarmacos denominados
"HepDirect” que ofrecen la ventaja de ser especificos en hepatocitos, utilizados para la
hepatitis B, por ejemplo el compuesto MB07811 (nucledsido de citosina) y el
profarmaco nucleosidico de uridina (Figura 7), se ha utilizado para el carcinoma
hepatocelular, estan siendo evaluados en ensayos clinicos en humanos y se ha

encontrado que el profarmaco se activa especificamente en el higado.”’

OH
Ho, & Q ho,  f
/
N el yN '\l__- \ /__:_
xn oo . N N OO L /N —0
SpATNWTTNg — 2 g - N NH
| | -1
0 o) o
A 8

Figura 7. A) Profarmaco MB07811(derivado del nucledsido monofosfatado de

citosina), B) Profarmaco nucleosidico monofosfatado de undina

Los nucledsidos modificados tienen la habilidad de actuar como antivirales,
interfiiendo con la polimerasa o transcriptasa reversa, sin embargo un gran nuamero
de analogos sintéticos tienen baja actividad o toxicidad excesiva. La modificacién mas

- . . .. 7
simple y comun es la metilacion.”"®
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Finalmente las aportaciones para la salud que estos analogos nucleosidicos tienen en
el combate de las infecciones provocadas por el virus de inmuncdeficiencia adquirida

(VIH), ya que este representa un problema soctal.”

2.13.3. Antibidticos

Los antibi6ticos nucleosidicos representan una clase interesante de productos

. 7
naturales con estructuras inusuales.””’®

Isano clasificé a los antibioticos nucleosidicos con base en su estructura, existen mas

de 163 antibigticos nucleosidicos, divididos en cuatro grupos, que a su vez se

subdividen en distintas clases de compuestos.’*%®

1. Analogos de Base {modificaciones en la base heterociclica)
2. Nucleodsidos simples:

I} Analogos de adenosina

I} Analogos de guanosina

IlI) Analogos de uridina

IV) Nuciedsidos derivados de pirrolpirimidina

V) Nucleésidos derivados de tetrahidroimidazediazepina

VI) C-Nucledsidos

VII) Nucleosidos inddlicos

V) Otros. Compuestos que presentan un heterociclo diferente al de cualquier
base nitrogenada o que conlienen anillos azucarados distintos al de
rbofurancsa, y que ademas, no estan en ninguna otra categoria.

3. Acil y Glicosil Nucleodsidos:

1) Sulfamoil nucleésidos

Il) 3’-Aminoacil-3"-deoxiadenosinas

I} 4"-Aminoacil-4 -deoxihexosa (piranosil) citosinas

IV) Glicosil nucledsidos

V) Peptidil nucledsidos

V1) Nucledsidos que contienen un azlucar de cadena larga
VII) Nuclebsidos que contienen una cadena de acido graso.

4. Nucleodtidos

Algunos derivados nucleosidicos de undina son utilizados en diversos compuestos

farmacéuticos por su actividad antibidtica. Estas moléculas son capaces de inhibir la
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translocasa | (MraY), enzima involucrada en la biosintesis de peptidoglicano,?’ y los

cuales tienen como blanco especifico la reaccién catalizada por la enzima MraY.®

Otro tipo de antibidticos nucleosidicos son los amino peptidicos y los antibidticos 5°-

dipeptidil nucleosidicos,® se ilustran en la tabla 5.

Tabla 5. Antibidticos nucleosidicos derivados de uridina.

Nombre de la
familia de
antibioticos

Tunicamicinas

| Liposidomicinas
|

Pacidamicinas

Estructura

R0

HO NH,
LIPOSQDOMICINA

Informacion

Fue aislado en 1971 por Takatsuki y |
Tamura, del caldo de fermentacitn |
de Streptomyces glysosuperificus '
nov. sp, puede inhibir la replicacion

de los virus, bacterias y hongos #+#°

| Son producidos por Streptomyces |
_ l:]rfseosporeus,82 aislado de muestras

de tierra recogidas en Misaka, |

| Yamanashi-ken, en Japon. Se han |

reportado 4 tipos de
liposodomisinas. 8488

o
R

1 CH:'-I--;'- Ty

PACIDOMICINA

e}

HzN\/U\pI;/'\E/H\I-(-\H/u\H/[\COZH 5

Rj

Es una familia de antibidticos uridil
tetra/pentapéptido, aislado de
Streptomyces coeruleorubidus. En
1989, por lo menos 10 compuestos
relacionades han sido reportados los
cuales comparten un esqueleto
estructural comin con un nuclecsido
3'-desoxiuridina, conectado a un
acido N-metil-2,3-diaminobutirico
(DABA) a través de residuos de 4',5'"-
enamida.”’
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Capuramicinas

Mureidomicinas

CAPURAMICINA

H

0P
\?NH I

o)\'i,_H H;"on. How P A
HN \\/\H (_{
Y

MURE{DOMICINA

ey o. | °
L/.\H\ P
TBDMSO OTBDMS
[¢] NH
)'\/WW L
Rl = f‘i NHz
OH
HaN o
R2=
HO O~

2R3 =i-Pr, R4= H. R5= PMB
3 R3 = i-Pr, R4= OH, R5= PMB

4 R3 = R4=H, RS= PMB

5 R3 = H,N (CH,),, R4= H, R5= PMB
6 R3 =i-Pr,R4=H, R5=H

ANALOGOS 5°-EPI-MUREIDOMICINA

I

: Antibioticos aislados de cullives de
Streptomyces griseous 466-S3 y
tienen la capacidad de inhibir la
enzima ftranslocasa |, sin embargo
su espectro de accion es bajo. Se
han sintetizado diversos analogos
realizando madificaciones en
diferentes grupos funcionales con ia
finalidad de mejorar su actividad
farmacologica 3 848

Antibidticos nucleosidicos, aislados
de Streptomyces flavidoviridens
SANK60486 en 1989 por Isono e
Inukai, actigan como un potente
inhibidor de la membrana bacleriana
translocasa | (MraY), enzima clave
en las primeras etapas de Ila
biosintesis de peptidoglicano %2888
Estos analogos han reportado |
actividad notable contra bacterias
Gram-negativas como
Staphylococeous aureus.
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Napsamicina

Amino- peptidicos

Dipeptidil
nucleosidico

O
SMe
}NH COO|
(& NH
e NH O>/—_
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0 >_$7 |SEI
NMg NH ol o T
O \=«: r !,_'7
M i R
HO
NAPSAMICINA A
- o
NOH
HiyC (CHzIn
o ]
Ry Nt o —cH,

o HCHQM-NOH

CH;
o
' \ F
Ry= grupe prolegido N
A= Et g \
n= 3 o4 l‘(i N/;:‘t-(‘
12}
H
O=<
5 NH
/
HaC Ri
N o
I
R i
Ry
i .. Ay Pt F
a) Ry= Ry= CHyCH,CHy, Ry=H . Ay
b) Ry=R3=CHZCH,CHy, Ry=H o4

€) R\=CHj, Rp=CH,CH(CHj), Ry=H
@) Ry=H, Ry=Ry=CH,

" Nadkarni patent6 la produccion y el |

uso como antibiodtico, fue aislado de
cepas de Sfrepfomyces candidus,
exhiben actividad antimicrobiana
dirigida a la enzima {ranslocasa
MraY para bloquear la formacion de
lipidos en la pared de la célula
bacteriana. Tienen un espectro muy
corto de accion, siendo
particularmente activa contra las
cepas de Pseudomonas, y muy poco
activo frente a baclerias Gram-
negativas y Gram-positivas, que
puede ser explicado por el hecho de
que eslos compuestos poseen
acceso restringido a la célula
bacleriana, debido a su polaridad y a
su gran potencial para formar

puentes de hidrégeno con el agua ®
84

Marvin  sintetizé acidos amine-
péptidos nucleosidicos  que
contienen de 5-fluorouridina y 5-

fluorocitidina como  antibidticos
potenciales. Inhiben bacterias Gram-
positivas, resistentes a estafilococos

y algunos organismos  Gram-
negativos.®
‘Recientemente, Pei y  col.

sintetizaron 5'-dipeptidil derivados de
5-flikoro-desoxiuridina,  profarmaco
activado por la enzima petidil
deformilasa para liberar el farmaco
activo  5-flllorodesoxiuridina. Esta
enzima elimina el grupo N-terminal
de formil polipéptidos sintetizados en
ciertas bacterias eucariotas. Debido
a que la deformilasa esta ubicado en
bacterias y ausente en las células de
mamiferos, estos derivados
proporcionan una nueva clase de

potenciales agentes antibacterianos.
a3
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Caprazamicinas

213.4.

Antifungicos

Son  antibidticos liponucleosidicos
pertenecen ala clase de antibidticos
6 N-alquil-5"-B-0O-
iminoribosilgliciluridina, producido
por Strptomyces sp., utilizados en el
tratamiento de Ila tuberculosis.
Muestran excelentle actividad contra
bacterias Gram-positivas:
Mycobacterium tuberculosis 'y M.
avium complex (MAC).#*® Hirano y
colaboradores  sintetizaron  varios
analogos de caprazamicina,
incluyendo caprazol y
palmitoilcaprazol, los cuales fueron
probados frente a Mycobacterium
sp.*¥ Los grupos alquilo en la
molecula son fundamentales para la
permeabilidad de |la célula
bacteriana.® Palmitoilcaprazol es el
farmaco que puede ayudar en
enfermedades como tuberculosis vy
es un excelente antimicrobiano de
bacterias Gram-positivas ademas
de ser un agonista de farmacos
como es [a vancomicina resistente a
Enterococcus.’

Por otro lado, las infecciones oportunistas causadas por hongos patdgenos han

aumentado progresivamente hasta el grado de convertirse en un grave problema

terapéutico, debido principalmente a la creciente resistencia hacia los farmacos, la

toxicidad a estos compuestos antimicoticos y a un nUmero mayor de huéspedes

inmunodeprimidos.”™

Los antibiéticos peptidil nucledsidos son metabolitos secundarios con gran actividad

antifingica frente a diversos hongos patdgenos. Asi, los derivados de los compuestos

aceténidos como los (2°,3"-O-isopropiliden), es un grupo protector para cis-1,2-dioles,
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y han demostrado tener Gtiles caracteristicas, para su empleo como intermediarios en

la sintesis de antifingicos como las polioxinas y nicomicinas. %%

A principios de 1970, Moffatt y Emoto, estudiaron la sintesis de polioxinas y
nicomicinas derivadas de estos compuestos naturales. Emoto desarrolld la sintesis del
antibiético dipeptidil polioxina J en 1973, tres anos mas tarde Sorm logré sintetizar la
thuringiensina, un compuesto utilizado como insecticida y Moffatt en 1982 realizo la
sintesis de sinefungina un agente antimicético. A partir de la década de los 80's se
incrementé el desarrollo e investigacion de derivados de nucledsidos con actividad
farmacologica,® ver figura 8.

HyN 0

HO COM HO,C g Ho

Hi- HOw,. 0 COgH

e} OH N d ° o Ny
0=< ~ N PO(OH},
NH, ¥ No HO HO 4
‘-) T e : N/) H
(Y: N - HaN THURINGIENSINA HO H
POLIOXINA J Hy SINEFUNGINA tN/ WH; HOLC

Emoto, 18973 Ogawa Moffatt, 1982 Fourey 1983 Soem 1976

Figura 8. Antihiéticos con actlividad antifungica derivados de nucledsidos.
. Polioxinas y Nicomicinas

Las polioxinas y nicomicinas, son un grupo de anlibidticos peptidil nucledsidos
derivados de uridina, producidos por especies de Streptomyces y dichos compuestos
inhiben la sintesis de quitina, el segundo polisacarido mas comun encontrado en la
naturaleza, presente en la pared celular de una vanedad de hongos fitopatogénicos.
Las polioxinas también inhiben la sintesis de quitina de Candida albicans, un
importante patégeno humano en sistemas celulares libres, pero poco activo contra la

célula entera ¥

E! procedimientc usual para la sintesis de los derivados de polioxina es [a
condensacién del amincacide del nucleéside con polioxamicos, ver figura 9. E!
nucledsido se puede obtener por aislamiento y degradacion de polioxinas naturales
con proteccion adecuada de los derivados de hexosa, con bases de pirimidina y por

elaboracion de derivados de undina 5'-carboxialdehidos. La generacién de un centro
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asimétrico por este Ultimo procedimiento da una mezcla de un derivado del acido 3-D-

alofuranurénico y su diasteroisdmero, (un derivado del acido a-L-talofuranurénico).®

o) R O COM R
HZN J\O/\l/'\(u\ m/\ J\__..Nr’ </":
OH  NH; ey >/.~-NH
RO %
on O
Polloxina L, "R=0H, R=H
Polloxina D, R=0H, R=COsH
COH
‘-0
RS/\E>__R1
Ho' %
CH
R, Rz R; R, Rs
Polioxina B o CH;OH
R ol R, ©
Polioxina D 5 NH o JL 7.‘1 CcH COzH
| HoNT 0 NH ¥
Polioxina L Pl‘ 0 OH  NH, H
Polioxina C o CH;OH
DesoxipolloxinaC NH CHy
| ,k OH NH, —
Uracll PolioxIna 'i" © H

.

Figura 9. Estructura y vanacion en los tipos de Polioxinas.

Las nicomicinas, denominadas neopolioxinas, estan estrechamente relacionadas con
las polioxinas. Las nicomicinas al igual que las poliocxinas inhiben la biosintesis de

quitina, ver figura 10.¥
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Figura 10. Estructura de los tipos de Nicomicinas.
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Es indispensable tener una comprension detallada de la farmacologia de estos
compuestos, para entender la capacidad y dificultades estructurales hacia la
optimizacion del potencial antifangico y mejorar los aspectos farmacodindmicos en la
busqueda de aplicaciones clinicas. En vista de su gran potencial antifingico, las
nicomicinas y polioxinas siguen siendo punto de enfogue, dénde aun se sigue

investigando el proceso de sintesis considerando la relacién estructura-actividad.**""

Il. Fosfonoxinas

Son derivadas de nucledsidos fosfatados que presentan actividad antigiardial y
antifingica, debido a su parecido con las polioxinas fueron llamados fosfonoxinas B1 y
B2, son derivados de segunda generacién, como se observa en la figura 11. Estos
derivados se ensamblan de un andlogo de acido fosférico o de acido polioxamico y

uridina.

inhiben la sintesis de quitina al igual que las polioxinas y las nicomicinas, muestran
actividad como antimicéticos, insecticida y acaricidas. En contraste con la nicomicinas
y polioxinas, las fosfonoxinas no son péptidos, son nucledsidos fosfonados y son

capaces de penetrar en las células, siendo quimica y enzimatica estables. '

Ac\
HO NH Z ‘f: o
HO o 0 k-0 N N
NARVAN O \‘.‘.
0 P—C OCH L)
\ & oH
HO L
UDPGIcNAC Fosfonoxina B1
OH
RO : //O
Bl g e & TR
Fy em = OH NHHO k s
HaN o H/\\T \'__-r.l = ~r.-"U\ B =
OH N’_‘2 _I__ _ :_.- \II’} i | j.-a——|-. \ - I‘
O = '; . _x‘i =~ g
R: CHy, Pollioxina J v iy e 0
R: H, PolloxinalL Fosfonoxina B2

R=G{O)NH2 o H

Figura 11. Estructrura de Fosfonoxina B1 y B2 comparada con la estructura del
sustrato de la enzima sintasa de quitina (UDPGIlcNac) y el antifingico polioxina.
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2.13.5. Antimalaricos

Las enfermedades parasitarias son las afecciones mas importantes de la humanidad.
De las once enfermedades pricritarias en la lista del Tropical Diseases Research
(TDR) de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), siete son parasitarias. Muchas
de estas infecciones son causadas por parasitos protozoarios entre las que se
encuentra la malaria. Entre los antimalaricos efectivos se encuentran los derivados de
uridina 6  sustituidos, son inhibidores de la enzima orotidina-5-monofosfato
decarboxilasas, la cual esta investigandose como diana para combatir cancer, malana
y algunos antivirales. Se encuentra una larga lista de derivados de uridina, sustituidos
con diferentes grupos funcionales como: bromo, cloro, flior, metilos, grupos ciano,

grupos fosfato entre otros en la figura 12 se observa la estructura base uridinica.'®

Rao Rg R5
Rs” Ra’
Figura 12. Estructura base de los antimalaricos.

214. 2°.3"-O-isopropilidenuridina

Es un derivado de undina, sintetizado por Hampton A. en 1961, con peso molecular
de 284.26 g/mol. Existen 3 tautébmeros, ademas contiene 4 centros quirales, todos de
configuracion (R). Son cristales blancos obtenidos por recristalizacion con acetona y
eter, con un punto de fusion de 172-174°C. Soluble en acetonitrilo, acetona y éter

(Figura 13).

Figura 13. Molécula 2°3"-O-isopropilidenuridina.
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2.15. Oxidacion quimica de alcoholes

La oxidacion de los alcoholes es una de las reacciones mas comunes para dar
compuestos carbonilo, depende del tipo de alcohol y el compuesto oxidante para que
el compuesto carbonilico resultante sea un aldehido, una cetona o un acido

carboxilico.

Los alcoholes primarios se oxidan a aldehidos o acidos carboxilicos (Esquema 8}, ia
oxidacién conduce a la formacion del dcido carboxilico, pero existen algunos métodos
que permiten detener la oxidacion en el aldehido, por lo general los reactivos que mas
se usan se basan en metales de transicion con estados de oxidacion altos, en

particular cromo.

-H,0 = Z°
R - CH, - OH +[0] —= R-C + [O] — = R-C
NH N OH
Aloshol Primarlo Adebido Acido Carboxilico
[0] = Agewte Oxidarrix

Esquema 8. Oxidacion de alcoholes primarios para la formacion de aldehidos y

acidos carboxllicos.

Este tipo de métodos presentan desventajas ambientales sobre todo a escala
industrial, ya que la cantidad utilizada es grande y el cromo es considerado como
carcinbégeno y aparece en la lista de fa EPA de compuestos que requieren métodos
de eliminacion especiales y altamente toxicos al ambiente, una opcién es utilizar
agentes oxidantes menos peligrosos como las oxidaciones biolégicas metabolizadas

por enzimas.*®
2.15.1. Oxidacion quimica de alcoholes utilizando IBX

Un ejemplo de oxidacién de alcoholes para la obtenciéon de aldehidos y cetonas, con
métodos menos daiinos para el ambiente es el agente oxidante denominado acido 2-

iodoxibenzoico (IBX}.

Este reactivo, se descubrié en 1893 por Hartmann y Meyer y fue olvidado durante casi

un siglo, probablemente debido a su notable insolubilidad en la mayoria de los
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disolventes organicos y en agua. En 1983, Dess y Martin, utilizaron el IBX para
preparar un reactivo oxidante mas soluble conocido como periodinano de Dess-Martin
(DMP), se hizo muy popular en la sintesis organica como uno de los mas utilizados

para la oxidacion de alcoholes.'®

O 0
‘(“;OH /I:‘OAC
BX DMP AcO OAc

Figura 14. Estructuras de IBX y DMP.

Frigerio y Santagostino en 1994 obtuvieron el primer éxito de una variedad de
oxidaciones de alcoholes con IBX en dimetil sulféxido (DMSQ), el Unico disolvente en
el que su solubilidad es apreciable. EI IBX es comercial, no téxico y no se
descompone con la presencia de aire o de humedad. Puede prepararse por la
oxidacibn de A&cido 2-ipdobenzoico con monopersulfato potasico (Oxone®).
Desafortunadamente el IBX y el DMP se descomponen violentamente a temperaturas

mayores de 200°C, lo que limita claramente su aplicacién industrial. %1%

O O
OH DMSO, ta 0
R |/l\ R, " CE‘(’O R ,)L R, * ©::<,0

+ OH 1
BX 0 R2 = H o alquil IBA F)H
Acido
iodosobenzoico

Esquema 9. Oxidacion quimica de alcoholes con IBX.

A elevada temperatura, el IBX es soluble en la mayoria de los disolventes para llevar
a cabo la oxidacién de alcoholes. Los mejores resultados se han obtenido con acetato
de etifo (AcOEt) como disolvente, los subproductos de reaccion, como el [BA, ver
esquema 9, son insolubles en este y se eliminan por simple filtracion.

Entre los beneficios de utilizar este reactivo para la oxidacion de alcoholes, esta la

obtencion de altos rendimientos, como se muestra en la figura 15,19
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<Oj©/‘OH 3 equiv IBX <OD/“0
—_.+
o o

disolvente, A

Rendimiento

Disolvente Tiempo Temperatura (° C)

(%)"
Acetato de Etilo 90 3.25 br 80
Cloroformo 80 6.5 hr 55
Acetona 100 45 min 55
Benceno 91 6.5 hr 80
Acetonitrilo 94 25 min 80
Tetrahidrofurano 0° - 80
Tolueno 0° - 80

2Todas las reacciones se realizan a escala de 1 mmol. ® Rendimiento aislado.
¢ Disolvente de oxidacion

Figura 15. Condiciones de reaccion utilizadas en la oxidacion de alcoholes con IBX.

2.16. Aldehidos
216.1. Caracteristicas del grupo carbonilo

Dos aspectos notables del grupo carbonilo son su geometria y su polardad. El
carbonilo lo contienen un gran namero de compuestos organicos impertantes tales
como los aldehidos, las cetonas, los acidos, los derivados de acido como ésteres,

haluros de acilo, amidas y anhidridos.

El grupo carboniio es aquiral por lo que no puede proporcionar propiedades quirales a
la molécula. Aunque las moléculas que contienen al grupc carbonilo pueden ser
quirales, logran existir en formas enantiémeras debido a los centros asimétricos

existentes en alguna parte de esta.

Por lo que algunos compuestos carbonilicos con excepcion de las cetonas simétricas
y el formaldehido, generan un nuevo centra asimétrico cuando experimentan una
adicidn nucleofilica. Como el precursor carbonilo es plano, el ataque se puede dar en
cualquier lado, dando como resultado una mezcla equimolar de enantidmeros, que es

optimamente inactiva, como se muestra en la esquema 10.
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atagque en (1) R”I-,,_C /NU R’-’fm_ C/ Nu
o
S w7 6 w om
’;C—O TNu —] +
e, e )
2) ’/I‘"C /O I-@ /’/)'"C /OH
atague en (2) 'R/ \Nu 'R/ \Nu

Esquema 10. Ataque nucleofilico al carbonilo, para ia fermacién de moléculas con

quiralidad.
2.16.2. Reaccién de adicion nucleofitica

El grupo carbonilo es muy reactivo debido a que presentan una estructura plana polar
y en consecuencia, se facilita el ataque de especies nuclecfilicas (rica en electrones).
Asi, como se observa en la esquema 11, quien inicia el atague es el agente
nuclecfilico, de ahi que, este tipo de reacciones se denominan de adicién nuclecfilica
y al originarse sobre el oxigeno una carga negativa, ésta se neutraliza por adicion de
una parte positiva del agente nucleofilico. Es decir, al hacer reaccionar un aldehido o
cetona con HCN por ejemplo, éste primero se disocia en H+ y CN- , enseguida estas

particulas se adicionan al aldehido.

20

C=0 H T ———

S8 3 CN —C—N
base de Lewis |
(agente nucleolilico)
OH

R\ o R/

/C:O + HCN il 7 \CN
H H

Ataque de un agente nucleofilico

Esguema 11. Ataque de acido cianhidrico al grupo carbonilo
2.17. Sintesis quimica de cianchidrinas a partir de aldehidos

El producto de la adicion del 4cido cianhidrice a un aldehido o una cetona contiene un
grupo hidroxilo y un grupo ciano, al mismo tiempo, enlazados al mismo carbono. Los
productos obtenidos son denominados cianohidrinas; estas se pueden producir

empleando acido cianhidrico (HCN). Sin embargo, como el HCN es peligroso muchos
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métodos emplean un equivalente de cianuro de potasio o de sodio disuelto en algdn

disolvente donador de protones.
2.18. Sintesis quimica de amidas a partir de nitrilos

Las amidas son comunes en la naturaleza y se encuentran en sustancias como los
aminoacidos, las proteinas, el ADN y el ARN, hormonas, vitaminas. Es utilizada en el
cuerpo para la excrecion del amoniaco (NHj3). Muy utilizada en la industria
farmacéutica y en la industria del nailon.

Una sintesis para obtener amidas es la hidrolisis de nitrilos en medios basicos o
acidos con calentamiento durante varias horas, esta reaccién es irreversible, la

reaccion general se muestra en el esquema 12.%8

0
R—CN H20 R—/<
NH,

Nitrilo

Amida
Esquema 12. Reaccién general de hidrélisis de nitrilos para obtener amidas.

2.19. Métodos analiticos empleados en la determinacion de estructuras

Es importante contar con técnicas analiticas como: UV, IR, RMN y CLAR, que nos
ayudan a caracterizar, identificar y cuantificar compuestos con alta pureza éptica,
como son los diasteroisdmeros nucleosidicos, sobre todo si presertan acividad
biologica o son intermediarios de compuestos con actividad terapéutica, ya que dicha

actividad para cada diasteroisomero no necesariamente es la misma para ambos.

La espectroscopia estudia las interacciones que suceden entre la radiacién y la
materia, los métodos espectrofotométricos miden la cantidad de radiacion producida o
absorbida por las especies atdmicas o moleculares que se analizan y estos métodos
se clasifican de acuerdo con la regién del espectro electromagnético que se utilice en

ia medicion.
2.19.1. Espectroscopia UV-Visible

Es una técnica espectroscopica de absorcion en donde la materia absorbe energia

para pasar de un estado fundamental a uno excitado.
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Esta técnica es muy utit para la identificacion de especies quimicas organicas,
inorganicas y bioquimicas, es utilizada en el andlisis cuantitativo y cualitativo, aunque
con mucha menor aplicacion en esta Ultima, ya que los espectros dan pocas bandas y
muy anchas lo que dificulta la identificacion precisa de un compuesto, pero si
proporciona informacion sobre las caracteristicas estructurales de la molécula o indica
que posee un determinado grupo. Una ventaja de esta técnica es que un gran numero
de moléculas son absorbentes, es decir cuentan con un grupo croméforo, tienen una
elevada sensibilidad de 10 a 10”7 M. El margen de error de esta técnica se encuentra

alrededor de 1-3%.

Longitud de onda UV: 200-400nm Visible: 400-800nm

2.19.2. Espectroscopia Infrarroja (IR)

Los métodos espectroscopicos vibracionales inciuyen la espectroscopia de infrarrojo
{IR). Ofrecen informacion sobre los modos vibracionales moleculares fundamentales y
proporcionan espectros de las «huellas dactilares» de los grupos funcionales.

La espectroscopia de IR permite observar los modos vibracionales que cambian el
momento dipolar. Los espectros vibracionales son especialmente sensibles al entorno
molecular y a las conformaciones. Esta técnica es muy utilizada debido a que las
bandas vibracionales de muchos grupos funcionales aparecen a longitudes de onda
caracteristicas, ademas de que el espectro en su conjunto constituye un criterio
inequivoco para la identificacién de una molécula.

La espectroscopia infrarroja es un buen método de analisis que se aplica
principalmente para identificar grupos funcionales de compuestos y establecer o
confirmar estructuras de moléculas, es utilizada como una técnica auxiliar para
emplearse con otras técnicas como son la espectroscopia RMN vy la espectroscopia

de masas.'”’
2.19.3. Resonancia Magnética Nuclear

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) es un procedimiento
analitico basado en las propiedades magnéticas de ciertos nlcleos atémicos, es
similar a otros tipos de espectroscopia en que la absorcidon o emision de energia

electromagneética a frecuencias caracteristicas proporciona informacion analitica.
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La RMN difiere en que los niveles discretos de energia entre los que ocurren las
transiciones, son creados arificialmente sometiendo al ndcleo a un campo magnético.
Es una técnica no destructiva y analiza toda la muestra simultaneamente, eliminando
el inconveniente de analizar sélo una porcion de la muestra.

La RMN es una técnica de alta especificidad pero baja sensibilidad, los espectros de
RMN se han utilizado en un amplio rango de aplicaciones como por ejemplo la
elucidacion de estructuras, estudios de termodinamica, cinética y mecanica en analisis
cuantitativo. En aplicaciones cualitativas usualmente acoplado a otras técnicas
analiticas es una poderosa herramienta.

Los desplazamientos quimicos proporcionan informacion del entorno quimico de los
nucleos. La multiplicidad de las senales proporciona informacion de estereoquimica
importante. La particion mutua de senales de grupos funcionales que indican
proximidad. La constante de acoplamiento (J) entre protones residuales en estructuras
aromaticas sustituidas, se utiliza para identificar la posicién reiativa de los
suslituyentes.

En aplicaciones cuantitativas es utilizado cuando el equipo se encuentra bien
calibrado, en donde las areas o intensidades de dos sefiales son proporcionales al
numero total de protones que las generan. Para la cuantificacion se utilizan las areas

bajo la curva de las sefiales que se utilizaran. """

2.19.4, Cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)

Es una técnica desarrollada a principios de siglo XX, pemmite la separacion de
sustancias que se encuentran en una mezcla, Es un proceso de migracion diferencial,
en el cual los componentes de una mezcla son transportados por una fase moévil y

retenidas selectivamente por una fase estacionaria.

Las fases estacionarias mas comunes son la silice modificada o las microperlas de
polimeros, dependiendo de la longitud y diametro de las columnas se ve afectada la
separacion. La fase moévil es un disolvente o0 mezcla de disclventes. La seleccion de
ambas dependerd de las caracteristicas fisicoquimicas de la molécula, ademas
dependiendo de la polandad de la fase movil (FM) como de la fase estacionaria se
considera fase normal o fase reversa, como se ejemplifica en la Tabla 6, por lo que es

de suma importancia tener una adecuada seleccién de ambas fases.'®"'**'"
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Tabla 6. Comparacién de ia fase normal y fase reversa.

[ FASE NORMAL FASE REVERSA
Fase movil noElar | Fase movil polar -
[ Fase estacionaria polar | Fase estacionaria no polar

_— Componentes mas polares aparecen
Solutos poco polares eluyen rapido

primero
| Incrementando la polaridad de la FM s | Incrementando la polaridad de la FM
reduce el tiempo de elucién | aumenta el tiempo de elucién

[Erhpaque de las columnas polar: ciano, | Empaqae de la columna mas comun C-
| diol, amino, dimetilamino. | 8 (n-octil) o C-18 (n-octadecil)

Cuanto mayor es el nUmero de
carbonos del empaque de la columna es
mas efectiva

| Fase movil polaridad baja (éter dietilico,
| cloroformo, hexano)

Algunos criterios importantes a considerar dentro del desarrollo de métodos analiticos
por CLAR son: el nimero de platos tedricos en la columna (N), Tiempo de retencién
{tg), Factor de retencién, también se le conoce como factor de capacidad (k) el cual se
recomienda sea mayor a 2, Resoluciéon (Rs) mayor a 2, Factor de simetria (As) para
el cual se recomienda un valor menor a 2.

En esta técnica instrumental se pueden acoplar diferentes detectores, la eleccion del

detector dependera de las propiedades fisicoquimicas de la molécula.

2.20. Estadistica

La estadistica es una herramienta que nos ayuda a probar la reproducibilidad,
precision y exactiud en la metodologia y en la cuantificacion de un compuesto

determinado.

Esta herramienta ademas puede diferenciar la desviacién que existe entre dos o mas
variables con la finalidad de facilitar fa toma de decisiones respecto a un gran volumen

de datos al examinar solo una pequena parte de ellos.
2.20.1. Andlisis de varianza

En la mayoria de los experimentos se estudia el efecto de una o mas variables

independientes sobre una respuesta. Las variables independientes controlables en un
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experimento reciben el nombre de factores y el nivel de intensidad de un factor se

denomina nivel del factor.

Como el nombre lo indica, el procedimiento de analisis de varianza o ANOVA,
consiste en analizar |la variacion que hay en un conjunto de respuestas y asignar
porciones de esta variacion a cada conjunto de variables independientes. Esto implica
que las vanables de respuesta cambian como consecuencia de la vanacion de un
conjunto de vanables independientes, algunas de valor desconocido. El objetivo del
andlisis de varianza consiste en localizar las variables independientes importantes y

determinar como afectan la respuesta.
2.20.2. Distribucion de t de Student

Se le denomina distribucion de t, a las distribuciones de medias en las que se emplea
la desviacion estandar de la muestra. Al igual que con la distribucién normal estandar
o distribucion z, la distribucion t también es simétrica, pero su desviacion estandar es
amplia. El tamafio exacto de una desviacion estandar depende de un concepto
complejo, relacionado con el tamafio de la muestra llamado grados de libertad, el cual
se relaciona con el nimero de veces que se usa la informacion de la muestra. Debido
a gque esta se usa una sola vez para estimar la desviacion estandar, Las hipotesis o
suposiciones para aplicar la t de Student son que, en cada grupo, la vanable
estudiada siga una distribucion normal y que la dispersidon en ambos grupos sea
homogénea (igualdad de vananzas). Si no se verifica que se cumplen estas premisas,
los resultados de Ia prueba t de Student no tienen ninguna validez. Por otra parte no
es obligatorio que los tamafos de los grupos sean iguales, ni tampoco es necesario

conocer la dispersion de los dos grupos.''?
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los derivados de uridina son intermedianos para la obtencién de antibidticos
nucleosidicos como el palmitoilcaprazol entre otros, este farmaco puede ayudar en
enfermedades como la tuberculosis, ademas de ser un excelente agonista de
farmacos resistentes a bacterias Enterococcus'® como la vancomicina. Lo anterior es
relevante, porque a partir de estos compuestos se pueden sintetizar antibiéticos,
antimicdticos y antivirales, los cuales son empleados en el tratamiento de algunas
enfermedades que afectan a la poblacién en general, lo que los hace importantes para

coadyuvar en la conservacién de la salud.

La aparicion clinica a la resistencia generalizada a los antibidticos pone en peligro la
eficacia actual en el uso de estos, por lo que es necesaria la exploraciéon de nuevas
moléculas y sus metodologias de preparacion, para contar con compuestos con altos
valores de excesos enantioméricos para las pruebas biologicas, lo que sin duda

reforzara los estudios de quimioterapia antibactenana.

Por lo anterior, es importante desarrollar procedimientos sintéticos, via biocatalisis,
gue permitan una induccidén asimétrica, para obtener asi uno solo de los posibles
esterecisdmeros de derivados de |a uridina, o al menos enriquecer a uno de ellos; lo
anterior encontrara un campo fértil en la produccién de intermediarios de gran pureza
en la obtencién biocatalitica de estos derivados o nuevos compuestos. Ademas, el
contar con los métodos analiticos que permitan detectarlos y cuantificarlos con mayor
eficacia, serd muy Util en las siguientes etapas de estudio de cuantificacién de estos

principios aclivos ¢ sus metabolitos en un organismo vivo.
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4,

HIPOTESIS

Se podra inducir la obtencion de unc de los diasteroisémeros de derivados

nucleosidicos de uridina, al estudiar el efecto biocatalitico de oxinitrilasas provenientes

de diferentes fuentes vegetales.

5.

OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar la induccidn asimétrica aplicando enzimas, en la preparacion de nucledsidos

de uridina.

Objetivos Especificos

. Preparar por métodos quimicos convencionales los derivados nucleosidicos

de undina: 5—desoxi-2°,3"-O-isopropiliden-5"-oxo-undina y sus respectivos

derivados.

. Caracterizar e identificar la matena prima 2°,3"-O-isopropilidenuridina y el

intermediario 5'—desoxi-2",3"-O-isopropiliden-5"-oxo-uridina y sus respectivos
derivados; empleando sus espectros de infrarrojo y resonancia magnética
nuclear ("H y ™*C).

. Estudiar el uso de oxinitrilasas, de diferentes origenes, para la preparacion

biocatalitica de los nucledsidos de la uridina.

. Disenar y desarrollar el método analitico por CLAR con las condiciones mas

adecuadas para lograr la separacion y cuantificacion de los diasteroisémeros,
de los compuestos 2°,3-O-isopropilideneuridina, 5—desoxi-2",3"-0O-

isopropiliden-5"-oxo-uridina y de sus respectivos derivados.

. Purficar 'y caracterizar los compuestos obtenidos por métodos

espectroscopicos.
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6.

@ N O kW

13.

La

MATERIAL Y METODOS

6.1. Instrumentos y Equipos

Parilla de Termo-Agitacion IKA.

Estufa Incufridge REVSCI SR-IF-202.

Estufa Thermoelectric cooler & warmer TK-20T.

Estufa REVSCI SR-IF-202.

Rotavapor Buchi R-210.

Destilador Biichi Glass Oven B-580.

Espectrofotometro de infrarrojo (IR) Perkin-Elmer Paragon 1600 FT, FT-IR System.
Resonancia magnética nuclear (RMN) Varian Mercury DMX400 de 400 MHz.
Espectrofotometro UV/VIS, Beckman DU650.

. Espectrofotometro Genesys 20 (325 — 1100 nm).
11.
12.

Polarimetro Perkin Elmer modelo 341.

Cromatografo de liquidos de alta resolucion (CLAR) Agilent 1050 con detector de
UV/visible de arreglo de diodos.

Cromatografo de liguidos de alta resolucion (CLAR) Agilent 1100 con detector de

UVivisible de arreglo de diodos.

6.2, Insumos Quimicos

materia prima 2°,3'-O-lsopropilideneuridina se adquirio de Sigma Aldrich, los

reactivos y disolventes utilizados para las sintesis fueron grado reactivo (J.T. Baker,

Merck), los disolventes grado CLAR {Tecsiquim y J.T. Baker), columnas para CLAR:
Zorbaz Eclipse XDB C8 de 4.6 x 150 mm x 5 ym No. de parte 993967-902 y Columna
quirai OJ-H de 4.6 mm x 250 mm x 5 pm No. de parte 554-0103.

6.2.1. Reactivos

» Acido 2-iodobenzoico, 98%, R.A., Aldrich.

* Oxone, R.A., Aldrich
* Cloruro de amonio, R.A., J.T. Baker
* Cianuro de sodio, R.A., J.T. Baker

e (Cianuro de potasio, R.A., J.T. Baker
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+ Acido citrico, R.A., J.T. Baker

e Yoduro de Zinc, R.A., J.T. Baker

« Cianuro de trimetilsilano, R.A., J.T. Baker
¢ Carbonato de potasio, R.A., Técnica Quimica
s Acido 3-cloroperbenzoico, R.A., J.T. Baker
» Sulfato de sodio anhidrido, R.A., J.T.Baker.
« Acido clorhidrico, R.A., MERCK

« Acido acético, R.A., MERCK

« Peroxido de hidrogeno, R.A., J.T.Baker

o Silica gel, 230-400 mesh, 60 A, Aldrich

» Placas de silica gel 20x20 cm., MERCK

6.2.2. Disolventes

» Isopropanol y n-hexano grado CLAR, Tecsiquim y J.T.Baker.
e Acetonitrilo, Reactivo analitico, J.T.Baker

e [Eterdiisopropilico, Reactivo analitico, J.T.Baker

¢ Metanol, Reactivo analitico, J.T.Baker

« Cloroformo, Reactivo analitico, J.T.Baker

» Dimetilsulfoxido, Reactivo analitico, J.T.Baker

e FEtanol, Reactivo analitico, J.T.Baker

» Dimetilformamida, Productos Quimicos Monterrey
* Pindina, MERCK

s Cloruro de acetilo, Reactivo analitico, J.T.Baker

« Anhidrido acético, Reactivo analiticoe, Aldrich

« Cloruro de metileno Reactivo analitico, J.T. Baker

» Acetato de etilo y n-hexano, Reactivo analitico, J.T.Baker y Tecsiquim

6.3.  Sintesis quimica para la obtencion de los derivados de uridina

En el esquema 13 se muestra la ruta de sintesis para la obtencion de los tres

productos denvados de uridina, utilizando sintesis quimica y posteriormente se
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describe cada uno de los pasos de sintesis y las diferentes metodologias probadas
para la obtencién de cada unc de los compuestos.

0 Ie) O 0

NH NH [ NH | NH
[l,L o fL,L fL,L i LA
o. SN0 @R(o o. N0 NG o, UNTO o 0. N ©
f_QJ, BIBX /__<j I} NaCN W H,0, ®
HO —_—— e [ — S | — Ha 5

Iy CHsCN. 80°C O e Ity H* H bl F
0O e 0 O 0 O o
CH H
H,C CHa Hy¢ CHa | H,C CHa ] H,C CHs
2,30 5—desoxi-2,3-0 2,3"-O-isoproplliden-5- 1'[": ,3-C-isopropiliden (L-talo y
Isopropilldenuridina isoproplliden-5"-oxo-uridina ciano-uridina B-alo) \
furanosiluronamidaluracilo
{1b) (2b) {3b} (4b)

Esquema 13. Ruta de sintesis quimica para la obtencién de derivados de uridina

6.3.1. Sintesis del acido o-iodoxibenzoico (IBX)

Se pesaron 2.53 g (1 mmol) de acido 2-icdobenzoico (1a) y se transfirié a un matraz
de bola de 500 mL con agitacién mecanica, se adicioné una solucién de Oxone®
18.62 g {3 mmol) en 100 mL de agua desicnizada, a 75°C- 80°C, se monitores la
reaccién por cromatografia de capa fina {(CCF). Se enfrio la mezcla de 0-5°C por 30
min con agitacion lenta, se filtré en un embudo de vidrio sinterizado, lavando con agua
(6 x 100 mL) y acetona (2 x 100 mL). E} sélidc se secd por 16 horas a temperatura
ambiente. En el esquema 14 se presenta la sintesis para la obtencién del compuesto

IBX (2a) a partir de acido 2-iodobenzoico.™

+ O
K 'O //
~ 0
| //S\O/OH \}/OH
O
OH Oxone 1.3 eq. \O
H,0, 70 - 75 °C
O 0
Acido 2 -iodobenzoico IBX
(1a) (2a)

Esquema 14. Sintesis para la obtencién de IBX.

Solubilidad. Poco soluble en agua y en la mayoria de los disolventes organicos,

soluble a altas temperaturas.
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6.3.2. Sintesis del 5'-desoxi-2",3"-O-isopropiliden-5"-oxo-uridina

o

NH
/kO

HaC CH,
5'—desoxi-2’,3"-O-Isopropiliden-5"-oxo-uridina.
{2b)

6.3.21. Método A (oxidante IBX)

En un matraz de bola de 50 mL provisto de refrigerante, se pesarén 284.3 mg (1
mmol) de 2',3'-O-isopropilideneuridina {(1b) la cual se disolvié en 8 mL de acetonitrilo
(CH3CN), se adicionarén 840 mg (3 mmol) del reactivo IBX, la reaccion se llevé a una
temperatura de 80°C, se monitored la reaccion por CCF, una vez determinado el
termino de la reaccion mediante CCF e infrarrojo, la reaccidon se dejo enfriar a
temperatura ambiente, se filtré en vidrio sinterizado para eliminar residuos de IBX, se
realizaron dos lavados de 10 mL con CH3CN. El disolvente se destilé a presion
reducida (rotavapor) y se desplazé el aire con N, seco para evitar la hidratacion del

aldehido, 5'—desoxi-2°,3"-O-isopropiliden-5"-oxo-uridina (Esquema 15)."">'"

@] @]
o.»N © ©I\(
HIBX o
HO > CH,CN, 80°C 3
z (@) :
O
HaC CH3 H3C CH3
2°,3°-0O-isopropllidenurdina § —desoxl-2",3"-O-isopropillden-5"-oxo-uridina
{1b) 2D}

Esquema 15. Sintesis del 5—desoxi-2°,3"-O-isopropiliden-5"-oxo-uridina.
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6.3.2.2. Método B (oxidante CrO;)

Se preparé una mezcla de CrO3 (704 mg, 7.04 mmol) y piridina (1.14 mL, 14.08
mmol) en cloruro de metileno y N,N-dimetilformamida en una relacién de 4:1 (10 mL),
la reaccion se agité en atmoésfera de nitrégeno a temperatura ambiente durante 30
min, se adiciond 2',3’-0-isopropilidenuridina (1b) (500 mg, 1.76 mmol) en una solucion
de cloruro de metileno y N,N-dimetilformamida en una relacién de 4:1 (10 mL) y
anhidrido acético (0.66 mL, 7.04 mmol). La reaccion se monitoreé por CCF y una vez
determinado el término de la reaccién por CCF e infrarrojo, la reaccion se se lavé con
una solucion saturada de cloruro amoénico (2 x 10 mL) y agua (10 mL), se extrajo con
AcOEt (3 x 10 mL), se filtré a través de florisil, se secé con sulfato de sodio anhidro y
el disolvente se destild a presion reducida, se desplazé el aire con N, para evitar la
hidratacion del aldehido, 5-—desoxi-2°,3"-O-isopropiliden-5"-oxo-unidina (2b), ver

esquema 16.

O O
NH NH
/-_<:J/ Plrldma /__</\r
Hic CHs M,c CHa
27,3 -Q-lsoproplildenuridina 6’ =desoxi-27,3"-0-Isoproplliden-5-oxo-uridina
{1b}) (2b)

Esquema 16. Sintesis quimica para la obtencién del 5'—desoxi-2°,3"-O-isopropiliden-

5’-oxo-uridina.

6.3.3. Sintesis quimica de 2',3’-O-isopropiliden-5’-ciano-uridina

La sintesis quimica para la obtencién del compuesto 2°,3'-O-isopropiliden-5-cianc-
undina (3b), se realizd por tres métodos a partir del compuesto 5’ —desoxi-2°,3°-0O-

isopropiliden-5"-oxo-uridina (2b).
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2°,3"-O-isopropiliden-5"-ciano-uridina (3b)

6.3.3.1. Meétodo de Sintesis A
Este prbcedimiento experimental fue descnto por W. Jian-giang et al''® esquema 17,
consistente en la preparacion de soluciones acuosas de cloruro de amonio (2.2 mmol)
en 2 mL de agua y 2.2 mmol de cianuro de sodio en 2 mL de agua; estas soluciones
se mezclaron y se adiciona 1 mmol del compuesto (2b), la reaccion se dejdé en
agitacién y temperatura entre 20 y 30°C, se monitoreé por CCF durante 5 hrs, se
extrajo fa cianohidrina con AcOEt (6 x 5 mL), se secd con sulfato de sodio anhidro, el

disolvente se destilé a presidn reducida, hasta la obtencion de un sélido café claro.

I L

NH
/k i} NH4Cl 2 mmol NC
II) NaCN 2 mmol
' ol *‘
0/ — iii) H,0 HO . .,"O
6P 5
CH
HaC CHs HsC 3
6' —desox|-2",3-O-Isopropiliden-5-oxo-uridina 2'.3'-0-Isoprop"i?en;S’-clano—uridlna
3b

(2b)
Esquema 17. Sintesis quimica del método A para la obtencién del 2°,3'-O-

isopropiliden-5'-ciano-uridina.

6.3.3.2. Meétodo de Sintesis B

Se emplearén como fuente de HCN soluciones amortiguadora de cianuro de potasio
(KCN) y acido citrico: INa pH 4.0+ 005y pH 502005y 1.5 NapHS5.0+0.05. Se
tomé 0.5 mL de una de las soluciones y se colocé en un tubo de ensayo, se extrajo
con éter diisopropilico (2 x 1 mL) el HCN y se adicioné 141.65 mg (0.5 mmmol) del
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compuesto (2b) a la fase organica, agregando un exceso de la solucion
amortiguadora de KCN/ citratos (50 pL), se colocd en agitacion a temperaturas de: 5,
10, 20 y 30°C. La reaccion se monitore6 por CCF e IR, se extrajo con AcOEt (3 x 5
mlL), se filtro y se secd con NaySO, anhidro. El disolvente se destilé a presion
reducida, el producto obtenido se analizé por CLAR y RMN para determinar el exceso

37,38

diasteroisomeénco, esquema 18.

0 0
J\NH NH

LA

/k i) Sol. Amortiguadora de N o

0 N~ "Q citratos/KGN pH 4,5 1N NC (@]
pH 5 1.5N
r LN
/4 ] 5,10, 20, 30 °C HO“ \ -

”

O z k] = O
o o
CHj
HasC CH, HaC
§' —desoxi-2",3-O-isopropiliden-5-oxo-uridina 2‘,3'-O-I50pr0pilic:e;)-5'-ciano-uridina
(2b) 3

Esquema 18. Sintesis quimica del método B para la obtencion del 2°,3'-0-

isopropiliden-5'-ciano-uridina.
6.3.3.3. Maetodo de Sintesis C

Se empled como catalizador yoduro de zinc {Znl,) el cual interactia con el cianuro de
trimetilsilano para la obtencién de la cianohidrina protegida de uridina, ver esquema

19.

Se pesarén 3.2 mg, (10 pmol) del catalizador de Znl,, este compuesto se mezclo con
el cianuro de trimetilsilano 119 mg (1.2 mmol) en cloruro de metileno. Una vez
obtenida una mezcla homogénea se anadié 1 mmol del compuesto (2b) disuelto en 10
mL de cloruro de metileno, esta reaccién se mantuvo en agitacion constante, a
temperatura ambiente, se monitored por CCF hasta identificar la conversion total del
aldehido. Una vez concluida la reaccion el disolvente se evaporo y el producto crudo
se redisolvié en 10 mL de metanol. La cianohidrina protegida con el trimetilsilano se
libera con HCi (3M, 5 mL). La mezcla de reaccion se evaporé hasta lograr un
volumen de 5 mL, se lavé con agua {5 mL} y cloruro de metileno (10 mL) se separaron
las dos fases, la fase acuosa se extrajo nuevamente con cloruro de metileno (2 x 10
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mL). Las fracciones organicas combinadas se secarén con Na,SO, anhidro y el
disolvente se destild a presidn reducida. La cianohidrina cruda se purificé por

recristalizacion en n-hexano o mediante cromatografia de columna con cloruro de
metileno/acido acético 99:1 como mezcla eluyente.''®

0O
O

0 N™ O
.|) Znl, - NC o N 8]
/ TMSCN
o) S G
o) ch—Sli—CHg HO o
O
ily HCI HaC CH4y
5' —desoxi-2",3"-O-isopropillden-5"-oxc-uridina 2°,3’-O-isoproplliden-5"-clano-uridina
{3b)

{2b)
Esquema 19. Sintesis quimica del método C para la obtencion del 2',3'-0O-

isopropiliden-5'-ciano-uridina.
6.3.4. Sintesis quimica para la obtencién de 1-[2°,3"-O- isopropiliden(o-L-

talo y B-D-alo)furanosiluronamidaluracilo

Para la obtencion del compuesto 1-[2°,3"-O-isopropiliden{a-L-talo y B-D-

alo)furanosiluronamida]uracito {4b), se utilizaron 6 metodologias de sintesis descritas

a continuacion:

HsC CHa

1-[2",3"-O-isopropiliden {L-talo y p-alo) furanosiluronamida]uracilo
(4b)

6.3.4.1. Maeétodo de Sintesis |

Se pesar6n en un matraz de bola de 50 mL, 327 mg (1mmol) del compuesto (3b)

obtenido por el método de sintesis A, descrito en el punto 6.3.3.1, se le adicionarén

0.15 mL (6 mmol) de H,0, al 30% esquema 20, se mantuvo en agitacion a
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temperatura ambiente, se monitored por CCF, se diluyé con MeOH y la solucion se
fitrd y se concentré a presién reducida. Se purificé por cromatografia en columna
empleando como fase movil una mezcla de CHCl3:MeOH 75/25 (15 mL) y 50/50 (10

P
g

NH

LA o

NC 0 N O 2

1) H,0, al 30% 0 o, ©
HC}: 3 6 mmol - *
: ’ H A

o D
0

NH

3.,

CHj
HaC H,C CHa

1-{2°,3"-O-isoproplliden {L-talo y p-alo}

27,3’ -C-Isoproptllden-5'-ciano-uridina
furanosifuronamida} uracilo {4bj)

(3b)
Esquema 20. Sintesis quimica del método | para la obtencion del 1-[27,37-0-

isopropiliden{a-L-talo y B-D-alo)furanosiluronamidaluracilo.

6.3.4.2. Método de Sintesis Il

Se pesaron en un matraz de bola de 50 mL, 327 mg {1 mmol) del compuesto (3b)
obtenido con el método de sintesis A, se disolvié en 1.5 mL de DMSO, la mezcla se
pus6 en bafio de hielo con agitacion, se adicionarén 0.15 mL (6 mmol) de H,O; al
30%, se agregd 20 mg de K,CO;, ver esquema 21. La mezcla se mantuvo en
agitacion a temperatura ambiente, se monitore¢ por CCF e infrarrojo. Se extrajo con

AcOEt o se concentra hasta la total evaporacion del disolvente.'"’

O
J\NH NH
4 we L
NG o. N0 o o. JNTO
(Y e
HO oy Y H,0, al 30% HO by
5. K,CO4 5
H,C CHa HyG CHa
2',3-O-Isoproplliden-5-clanc-uridina 1-[2°,3’-0-Isopropiliden (L-talo y fi-alo)
(3b} furanosiluronamidajuracllo {4b)

Esquema 21. Sintesis quimica del método |l para |la obtencién del 1-[27,3-O-

isopropiliden(c-L-talo y f-D-alo)furanosiluronamida]uracilo.
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6.3.4.3. Meétodo de Sintesis lll

Se pesaron 100 mg (0.31 mmol) del compuesto (2b) se mezclé con 38.2 mg NaCN
(2.2 mmol), se empleé como medio de reaccion solucion metandlica saturada de
K2COs, la mezcla se colocd en agitacion a temperatura ambiente, se monitoreé por
CCF e IR. Una vez concluida la reaccién se afiaden (0.5 mmol) de NaCN y un exceso
del 15% de H,0; al 30% para dar el compuesto (4h) ver esquema 22. Se monitorea la
reaccion por CCF e IR hasta el término de la reaccién. Se concentrd y se recristalizéd

en etanol. Si es necesario, se purifica por cromatografia en columna,'®*'®

L ‘L

NH | H
\]< Ill).nl';%gnoo;;”;an SOIUCIIfm f )] exc;s(;) H,0, al 30%
Hs CH; H1C CH;,
§' —desoxi-2",3"-O-isopropiliden- 2°,3"-O-Isopropiliden-5'-ciano-uridina 1-12°,3°-O-isopropiliden {L-talo y f-alo)
5'-oxo-uridina (2b) {3b) furanosiluronamidaluracilo (4b)

Esquema 22. Sintesis quimica del método |ll, para la obtencién del 1-[2°,3"-O-

isopropiliden{a-L-talo y p-D-alo)furanosiluronamidaluracilo.

6.3.4.4. Método de Sintesis IV

Se pesaron 136 mg (4 mmol) del acido 3—cloroperbenzoico como catalizador, se
mezclé con 60.9 mg (1 mmol) del compuesto (3b), con 10 mL de agua y 5 mL etanol,
en agitaciéon a una temperatura de 25°C a 30°C ver esquema 23, se monitored por

CCF e IR. Se concentrd a presién reducida hasta sequedad.'®
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r

O 1y 10 mL H,0
5 mL de etancl
Hd

HO "
3(% EEL 0 "
cl
2°3"-C-Isoproplliden-5'-clano-urldina 4cido 3-clorobenzoico 42" 3'.(Q-isopropiliden (L-talo y fi-alo)
(30} Furanosiluronamidajuracilo (4b)

Esquema 23. Sintesis quimica del método IV para la obtencion del 1-[27,3°-O-

isopropiliden{u-L-talo y B-D-alo}furanosiluronamida]uracilo.

6.3.4.5. Métodeo de Sintesis V

Se pesarén en un matraz bola de 50 mL, 0.20 g (0.61 mmol) del compuesto (2b), se
disolvié en 5 mL de piridina anhidra a 0°C, en bano de hielo, se agité hasta obtener
una mezcla homogénea, se aftadio cloruro de acetilo (0.73 mmol) a la solucion, se
mantuvo en agitacion a temperatura ambiente, esquema 24. Se monitore6 por CCF,
obteniéndose la cianohidrina de uridina protegida (3c¢), utilizada para la obtencion de

un derivado del compuesto 4b.
J\ Q
/k O NC o) N/ko

NC )} Prrid!na \._d
t“- C')"

HO : ]
e yCI >=00
6 o +«
3 CH
i) ClorurO de acetile C 3
27,3 -O-Isopropiliden-5"-clanc-uridina Acetato del 2°,3"-O-Isoproplliden-5 -

(30) clano-urldina (3c)

Esquema 24. Sintesis del acetato del 2°.3’-O-isopropiliden-5"-ciano-undina.
Una vez obtenido el compuesto {3e), se adicioné un exceso de H,0, al 30%, se
monitored por CCF e IR hasta determinar que la reaccién se ha completado para
obtener el compuesto (4¢) el acetato de 1-[2°3°-O- isopropiliden{a-L-talo y f3-D-
115

alo)furanosiluronamidajuracilo (Esquema 25).
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NG o_ N O 0 o N7 0
O\_<j"/ iif) H,0, al 30% exceso C} ]

>=oé7£o > >=oé\l<'o

HaC
CH H;3C
He “M3 3 H.c CHs
Acetato del 2°,3°-O-Isopropiliden-5'- Acetato del 1-[2°,3"-O-Isopropiilden{a-L-
ciano-uridina (3c) talo y fi-alo)furanosiluronamidaluracilo
{4c)

Esquema 25. Sintesis quimica para la obtencion del acetato de 1-[2°,3-O-
isopropiliden{a-L-talo y p-D-alo)furanosiluronamidajuracilo

6.4. Sintesis Biocatalitica
6.4.1. Preparacion de la solucion amortiguadora de KCN/citratos

6.4.1.1. Preparacion de la solucidon amortiguadora de KCN/citratos
INpHS5ypH 4

Se pesardn 6.512 g de KCN, se disolvieron en 60 mL de agua destilada, ajustando el
pH a 5.0 6 40 + 0.05 con acido citrico, la solucion se transfind a un matraz
volumétrico de 100 mlL y llevando a volumen con agua. La solucion se guardd en
frascos de 10 mL cada uno, estos se etiquetaron y se sellaron hasta su empleo,

conservandolos en refrigeracion a 4°C.

6.4.1.2. Preparacion de la solucion amortiguadora de KCN/citratos
1.5NpH5

Se pesaron 9.512 g de KCN, se disolvierén en 60 mL de agua destilada, ajustando el
pH a 5.0 £ 0.05 con acido citrico, la solucion se transfirid a un matraz volumeétrico de
100 mL y llevando a volumen con agua. La solucion se guardé en frascos de 10 mL
cada uno, estos se etiquetaron y se sellaron hasta su empleo, conservandolos en

refrigeracion a 4°C.

Nota: Estas soluciones tienen que estar en refrigeracion y selladas dada la
peligrosidad del cianuro.
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6.4.2. Preparacién del biocatalizador

Se seleccionaron fuentes vegetales ricas en oxinitrilasas como son los géneros
Prunus, Annona y Pouteria, en los que podemos encontrar en las semilfas de:

. M . 41,121,122
almendra, ciruela, capulin, cereza, durazno, guanabana y mamey.

Se prepararon las harinas desengrasadas (polvos aceténidos) utilizando los huesos
de cada uno de los frutos, estos se lavaron perfectamente y se eliminé el endocarpio
en frutos con coraza dura, se remejé en agua para retirar el tequmento que recubren
el endospermo, el cual se muele (licuadora) con acetona decantando el liquido y este
proceso se realiza tres veces. El sélido se filtré para eliminar la acetona, se extendié
en un recipiente para facilitar el secado a temperatura ambiente. Posteriormente se
tamizé para homogenizar el tamafio de particula y obtener un polvo fino y uniforme.

Se coloco el polvo en frascos ambar y en refrigeracion a 4°C."*

6.4.3. Obtencién del 2',3’-O-isopropiliden-5'-ciano-uridina por biocatalisis

Se utilizé como fuente de HCN la solucion amortiguadora de KCN/citratos 1N, pH 5 y
pH 4 (0.50 mL), el HCN se extrajo con éter diisopropilico (2 x 1.5 mL), se colecto la
fraccion organica y se adicionaron 50 ulL de la solucidon amortiguadora de
KCN/citratos, se mantuvo en agitacion durante 5 minutos para saturar la fase
organica, se adiciond la fuente de oxinitrilasa en relacién 1:1 sustrato:biocatalizador, la
reaccion se agité con agitacién magnética durante 10 minutos a temperaturas de 5,
10, 20 o 30°C; transcurrido el tiempo, se adiciond el 2°,3"-O-isopropilideninosin-5'-
aldehido (2b) (1 mmol)'"” y se mantuvo con agitacién a temperatura constante de 5,
10, 20 0 30°C, ver esquema 26. La reaccion biocatalitica se monitored por CCF e IR,
después del término de la reaccién se agregdé una minima cantidad de agua para
eliminar el HCN y se extrajo con AcOEL (3 x 4 mL), se lavd con solucion saturada de
cloruro de sodio, se filtré y se seco sobre Na;S0, anhidro. El disolvenie se destilé a
presién reducida, el producto se analizé por CLAR y RMN para determinar los

excesos diasteroisoméricos (%ed).
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U LA

o. N0 NG \_@/
i} Fuente de Oxinltrilasa
LoundRA
~ T R

11} Sol. Amortiguadora de

o) H = citratos/KCN pH 4,5 1N H ®)
5.~ pH 5 1.5N o
CHg
Hye CHa HaC
&' —desoxi-2",3"-O-isopropiliden-5"-oxo-uridina 2'.3"04509’095"0:;;;5'-ClaﬂD‘Uﬁdlna
{2b)

Esquema 26. Obtencién por biocatalisis del 2,3’-O-isopropiliden-5'-ciano-uridina.

6.5. Métodos espectrofotométricos empleados para la caracterizacion e

identificacion de los compuestos

Se caractenizaron e identificaron cada uno de los productos y sus respectivos

intermediarios y en su caso posibles derivados, por RMN, IR y UV-Visible.

6.5.1. Caracterizacion por UV-Visible

Se realizé un barrido de las matenas primas en el espectrofotometro de UV-Visible de
200-800 nm, para este andlisis se pesaron 5 mg del compuesto (1a, 1b, 2a y 2b) se
disolvieron en 2 mL de metanol, con la finalidad de obtener la m&xima longitud de

onda a la que absorbe cada uno de los productos analizados.

6.5.2. Caracterizacion por Infrarrojo

El analisis se realizd en un espectrofotémetro de infrarrojo (IR) Perkin-Elmer Spectrum
BX, FT-IR System, se analizé cada uno de los reactivos y productos de reaccion. En

los espectros de infrarrojo se registraron los maximos de absorcién en cm™.

La técnica de analisis consiste en disolver algunos cristales en cloroformo (CHCIs) y

esta mezcla se aplicd sobre la celda con ATR, formando una ligera pelicula, al

finalizar el analisis las muestras se recuperaron.
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6.6. Caracterizacion y Cuantificacion del % exceso diasteroisoméricoy %

de conversion por Resonancia Magnética Nuclear

Los espectros de resonancia magnética nuclear de 'H y "°C se realizaron en un
equipo de RMN, Varian de 400 MHz. La mayoria de los experimentos se llevaron a
cabo a temperatura ambiente en CHCI; deuterado como disolvente, para la
caracterizacion del compuesto (4b) se lievé a cabo el experimento a 30°C en DMSO
deuterado como disolvente. Los desplazamientos guimicos se describen en la escala
O (en ppm) tomando como referencia la sefial del disolvente empleado o, en su

defecto, la sefal del tetrametilsilano (TMS).

En los espectros de 'H se indica la multiplicidad, el valor de las constantes de
acoplamiento (J, en Hz), el nimero de protones correspondientes a cada sefial y la

asignacion de las sehales mas significativas.

Esta técnica ademas de ser fundamental en la caracterizaciéon de cada uno de los
compuestos sintetizados, se utilizé para: 1} la cuantificacion de los % de exceso
diasteroisomérico (%ed), utilizando las areas bajo la curva (ABC) de sehales
caracteristicas del centro quiral formado, esta informacion la proporciona el equipo
integrando Unicamente las sefales de interés de ambos disteroisémeros y 2) en la
determinacién de los porcentajes de conversion de la sintesis quimica y biocatalitica,
empleando el area bajo la curva de la sefal caracteristica al aldehido y las areas bajo
la curva de las sefales utilizadas para determinar el %ed, esta informacion la
proporciona el equipo integrando Unicamente las sefiales de interés o se puede utilizar

la siguiente formula.

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

% conversion =

6.7. Desarrollo de métodos analiticos por Cromatografia de Liquidos de
Alta Resoluciéon (CLAR)

El analisis por cromatografia de liquidos de alta resolucion {CLAR) se realizaron en

dos cromatégrafos Agilent serie 1050 y 1100, para obtener las mejores condiciones de
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separacion y cuantificacion de cada uno de los diasteroisomeros de la uridina.

Utilizando columnas con fase estacionaria C8 y columnas quirales.

6.7.1. Desarrollo del método analitico para la cuantificaciéon e

identificacion por CLAR Fase Reversa

Se pesaron 5 mg del compuesto y se disolvierén en 2 mL de metanol, se filtraron las

muestras por membrana de nailon de 0.20 ym y se colocaron en viales CLAR.

La determinacion se realizé en un equipo Agilent 1050, se utilizd una columna Agilent
Zorbax Eclipse XDB-C8 de 150 mm de largo x 4.6 mm de diametro intemo y 5 uym de
tamanio de particula de la fase estacionaria ( n-octadecilsilano), se probaron diferentes
variables: la polaridad de la fase mévil dependiendo del compuesto, la velocidad de
flujo de la fase mévil, la temperatura fue de 25°C, el volumen de inyeccion fue de 2,
5,10 pL, se realizd un barrido alrededor de la fongitud de onda maxima determinada
para algunos derivados de nucledsidos, utilizando las siguientes longitudes de onda A:

220, 240, 254, 260, 280 rm. Las variables se modificaror con base al esquema 27.'%*

128

Esquema 27. Diagrama de flujo para la determinacion del método por CLAR en fase
reversa.

6.7.2. Desarrollo del método analitico para la cuantificacién e

identificacion por CLAR Fase Normal

Se pesaron 5 mg del compuesto y se disolvierén en 2 mL de isopropanol, se filtraron

las muestras por membrana de nailon de 0.20 um y colocaron en viales CLAR.
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La determinacion se realizo en un equipo Agilent 1100, la separacién de la muestra se
realizd en una columna quiral Chiracel OJ-H de 250 mm de largo 4.6 mm de didmetro
intemo y 5 um de tamarfio de particula de celulosa tris (4-metilbenzoato) recubierta por
5 um de silica gel de fase estacionaria, se probaron diferentes variables: la polaridad
de la fase movil dependiendo el compuesto, la velocidad de flujo de la fase mévil, la
temperatura fue de 25°C y 28°C, el volumen de inyeccion fue de 5, 10 L y la longitud
de onda realizandose un barrido de A: 220, 240, 254, 260, 280 nm. Las variables se

120-131

modificaron con base al esquema 28.

Esquema 28. Diagrama de flujo para la determinacion del método por CLAR en fase
normal.

6.7.2.1. Método Analitico para ia cuantificacién de los %ed de los

compuestos obtenidos por sintesis quimica y biocatalitica

Se utilizé una columna quiral Chiracel OJ-H con una velocidad de flujo de 1.0 mL/min.,
utiizando una polandad de la fase moévil 80:20 n-hexano:isopropanol, a una

temperatura de 28°C y ur volumen de inyeccion de 10 uL, A= 260 nm.

Una vez separados e identificados los diasteroisomeros de la molécula, se

cuantificaron los % ed, utilizando el area bajo la cuerva de los picos de interés.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1.  Analisis de resultados del compueste IBX

7.1.1. Sintesis del reactivo IBX

Se realizaron 14 lotes de IBX (2a), el cual se empled para realizar la oxidacion del
compuesto 2°,3’-O-isopropilidenuridina (1b). La reaccion se siguié por CCF
empleando como mezcla de disolventes 90:10 CHCIl/MeOH, la reaccién se lleva a
cabo en 3 hrs. Los lotes con mejores rendimientos obtenidos y su punto de
descomposiciéon del polvo blanco (presenta un cambio de coloracién roja) se

presentan en la tabla 7.
Tabla 7. Rendimientos de reaccion del compuesto IBX (2a).

8]

\ W_-OH
Oxone 1.3 aq. '\
T r———
H,O 7678 C o
OH
i N
Acido2-lodobanzoico IBX
IBX

Temperatura de

Gramos (g) Rendimlento (%) )
descomposicion (°C)

Reportada — 79-81 % 233°C
Lote 1 212 77 % 230°C
Lote 2 2.25 79 % —
Lote 3 1.97 65 % 225°C
Lote 4 2.26 80 % 230°C
Lote 5 1.27 45 % 228-234°C
Lote 6 282 100 % 232°C
Lote 7 1.25 44 % -
Lote 8 225 39 % -
Lote 9 2.59 91 % —
Lote 10 13.40 79 % 225°C
Lote 11 12.99 76 % —
Lote 12 15.12 89 % 227°C
Lote 13 15.86 93 % -
Lote 14 4.70 83 % 227°C
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7.1.2. Caracterizacion por IR del compuesto IBX (2a)

En la figura 16, se muestra el espectro para el Ilote 11, se observa la banda
correspondiente a la vibracién por estiramiento de C-H correspondientes a hibridacién
sp” en 2922 y 2852 cm’ respectivamente, dos bandas muy intensas del carbonilo en
1739y 1709 cm™, que corresponden a la estructura del |BX sintetizado.

Por otra parte se observa una inflexién en 3310 cm™, correspondiente a la vibracion

por estiramiento del enlace OH de la molécula.

C-H {sp2)

L1

" 18X

(723 _— — = ‘
44000 oy 3000 000 1500 1000
L

EJ

Figura 16. Espectro de IR para el compuesto (2a).

7.1.3. Caracterizacion por UV-Visible

Esta tecnica espectrofotométrica permitié identificar la mayor longitud de onda de
absorcion del IBX, utilizando como disolvente DMSO, ver figura 17, en el espectro se

observa la absorcién a 216 nm.
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A=216NnmM

Smagothing: None
4.0000 T T
........ M-
[Abs]
6.0000 L i
260.0 Wavalength (nm) 3286.0

Figura 17. Espectro UV-Visible para |BX.

7.1.4. Caracterizacion por RMN para el compuesto (2a)

El analisis de RMN para el reactivo IBX se realizé en DMSO, en la tabla 8 se

muestra el desplazamientc quimico en la que aparece cada carbono, comparando

los valores experimentales con los calculados
HNMR Predictor version 5.11.

por el pregrama ACD/Labs CNMR

Tabla 8. Desplazamiento quimico para RMN "°C para el compuesto IBX (2a) lote 11.

& L]}:\'-/(P!H
1
Bt
VA
\u/// Tk
N\
L?.-
No de Carbono CHn R Lote 5 &)m) Predictor_(ppm)
3 C 111.4 i 109.2
[ 4 C 132.1 i 127.1
5 | € 167.9 162.6
6 CH 1246 125.7
7 CH 133.9 135.3
8 CH 130.7 126.8
9 ~ CH 133.5 127.3

En la figura 18 se muestra el espectro RMN

'H (400.10 MHz). Se observa dos

tripletes dobleteados en 7.7 y 7.8 ppm que corresponde a la resonancia del protén
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del C7 y del C8 respectivamente y en la literatura se reportan tripletes en 7.7 ppm,

los cuales se muestran en la figura 18, se puede observar la presencia de algunas

im

purezas con sefiales en desplazamientos quimicos de 7.3 y 7.5 ppm que

corresponden a los acoplamientos de la materia prima utilizada en la sintesis (acido

2-iodobenzoico) para la formacion del IBX, aunque se debe mencionar que estas

sefales son de baja intensidad.

(8] 5 = 1 H
i1 -
) N L|“s -I -Qﬁ [»

L)

II /.Ix /(l) z :q\ E ]
7Ty 1 : l
A\ i s
1BX Q R

Figura 18. Espectro de RMN 'H para IBX.

En la figura 19 se muestra el espectro de RMN para carbono, He (100 MHz) en

donde se muestran todas las sefales de carbono y sus desplazamientos guimicos

gue corresponden a lo esperado, la intensidad de las sefiales es baja y se debe a

la

poca solubilidad del compuesto.

: - €3 I
L] ! DMSO

M m o»n " n ) -

Figura 19. Espectro de RMN '°C para IBX.
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7.1.5. Andlisis de IBX por CLAR en fase reversa

Al ser un reactivo sintetizado en el laboratorio y con la finalidad de identificar el tiempo
de retencién del IBX y de las materias primas empleadas en su obtencion, se
desarrollé el método analitico cualitativo por CLAR en fase reversa, con una columna
XDB C8 de 150 mm x 4.6 mm, 5 ym, a 25°C, con volumen de inyeccién de 5 pL,
modificando la velocidad del flujo y utilizando como fase movil CHi;CN:MeOH con

modificaciones en la polaridad como se cbserva en la tabla 9.

Tabla 9. Condiciones CLAR fase reversa para el IBX.

. Fase movil ‘Vol. | Flujo
Método | Columna GH;CN:MeOH Inyeccién | mL/min A(nm)  Temperatura
A | 95:5 01 [ 220 )
] XDB-C8 el I b2 342 25°C
C : 99:1 e 0.4 220
D 99.9:0.1 | 0.4 280

El mejor método para la identificacion del IBX fue el método C en la A de 280 nm,
debido al parecido estructural de la materia prima y algunos derivados en la reaccion
quimica, se observa un pico ancho no definido, en A de 220 nm que es la maxima A
en la que absorbe el compuesto IBX no se logré resolver todas las probables
impurezas y/o reactivos ulilizados en la sintesis del 1BX, que posiblemente no
absorban en A de 280 nm y se obtienen picos traslapados observar figura 20, por lo
tanto los métodos no tienen especificidad, por lo cual se decidié utilizar fase normal

con columnas quirales.
VAT A, SO TR, YOO (URIOSA T 1Dy

':-:i Li/l\‘ . A=280 o

@ . el
A=220 nm
s e =
"“"i A=260 Am
m !P\
L5 S ey 5 L R Sy
m— PR * EREN B _ a oot | - N |

Figura 20. Cromatograma del IBX, columna XDB C8, fiujo 0.4 mL/min, A= 220, 260 y
280 nm, T= 25°C, CH;CN:MeOH (99:1).
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7.1.6. Analisis de IBX por CLAR en fase normal

El andlisis de CLAR en fase normal, para la separacién del IBX y sus materias primas
se utilizé como fase movil n-hexano: isopropanol a diferentes velocidades de flujo con

una columna quiral OJ-H. En la tabla 10, se muestran las condiciones desarrolladas.

Tabla 10. Condiciones para el IBX y las materas primas por CLAR fase normal

Fazs ' . Vol. Flue ., . |
! Método | Columna ‘ Fase movil | Inyeccién mL/min A {nm) | Temperatura
| A ‘ OJ-H ) he"a?g;‘f‘z"(f)“’pa”"' 10p | 08 gig 28°C
s N . 254
B OJH n-hexano:isopropanol 10 4l 1.0 260 28°C
(80:20) : 280

Con ambos métodos se obtiene una buena separacion del IBX y sus materias primas,
facilitando la identificacion y cuantificacion por areas, por lo que ambos métodos son
especlficos, los tg se muestran en la tabla 11, ademas existen trazas de las materias
primas: el acido 2-iodobenzoico y Oxone. Se corrobora que en la A 280 nm no
absorbe el acido 2-iodobenzoico tal como se habia discutido en los métodos
realizados para CLAR fase reversa, se descarté la A 220 nm, por que a esta longitud

todos los compuestos absorven dificultando la integracién.

Tabla 11. Resultados con el método A y B para IBX y sus materias primas

Producto ntl?n . 02:4 ”f,'fo 13/?0
B IBX | 1037 | 7500 | 7606 | 80.00
Método A Acido 2-iodobenzoico | 1397 | 400 | 256 | o
~ Oxone® | 1515 [ 2000 [ 2136 | 2000
IBX 945 7901 | 9115 | 9160
MétodoB | Acido2-iodobenzoico | 1227 | 1138 | - | -
[ Oxone® 13.19 959 | 885 | 840

En la figura 21, se observa el cromatograma para el IBX lote 13, este lote se lavé con
CH1,CN en caliente y en frio para efiminar la mayor cantidad de las matenas primas
que no reaccionaron. Con este método se logra caracterizar el reactivo IBX y sus

componentes presentes al final de ia reaccion.
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Figura 21. Cromatograma de IBX, columna OJ-H, flujo 1.0 mL/min, A= 260 nm,

e i = T

T= 28°C, n-hexano:isopropanol (80:20).

7.2.  Caracterizacioén e identificacion de 2°,3"-O-isopropilidenuridina (1b)

por IR, UV-Visible y RMN

La materia prima 2°,3"-O-isopropilidenuridina (1b) fue caracterizada por IR, UV y RMN
con la finalidad de analizar y compararla con los derivados de los nucledsidos

obtenidos (2b, 3b y 4b), al término de cada reaccion.

7.2.1. Caracterizacion e identificacion de 27,3 -O-isopropilidenuridina (1b)

por IR

El espectro de IR, figura 22, muestra dos bandas en 1693 y 1675 cm™' caracteristicas
a las vibraciones por estiramiento a los grupos carbonilos, ademas se observan dos
banda de poca intensidad que podria corresponder a la vibracién por estiramiento de
los grupos O-H y N-H en 3418 y 3210 cm™', aunque la bandas de los alcoholes son
intensas y muy anchas esta podria ser pequefia por la interaccion de este grupo
funcional con los grupos vecinos; se identifican las vibraciones por estiramiento de C-
N para compuestos aromaticos en 1490, 1420 y 1382 cm’’ y vibraciones por
estiramiento de C-O que van desde 1280 hasta 1076 cm™ dependiendo de la

interaccion y el tipo de compuesto.
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Figura 22. Espectro de infrarrojo para el 2°,3°-O-isopropilidenuridina.

7.2.2. Caracterizacion por UV-Visible de 27,3 -O-isopropilidenuridina {1b)

Se pesaron 5 mg de 2°,3-O-isopropilidenuridina y se disolvieron en 2 mL de
acetonitrilo, este disolvente se utilizé para calibrar el equipo, obteniendo una longitud

maxima de 221 nm como se muestra en la figura 23,

SRoothing: Kone
3.5680 ; ;

{Abs] I;

~0.600

268.0 ’ ] Hav'alenqtn (n;) ' 3.29.0

Figura 23. Espectro de UV-visible para el 2°,3"-O-isopropilidenuridina.
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7.2.3. Caracterizacién e identificacién por RMN de 'Hy ®C de 27,3-0-

isopropilidenuridina {(1b)

Para el analisis de RMN el compuesto 2°,3"-O-isopropilidenuridina se disolvié en

CDCl,, en la tabla 12, se puede observar los desplazamientos quimicos en los que

aparece cada carbono, se compararon los valores experimentales con los calculados

por el programa ACD/Labs CNMR HNMR Predictor version 5.11.

Tabla 12. Desplazamiento quimico de RMN 3C para el compuesto (1b)

o

2N
HC™ OH,
¥ 0

Cr:l?l.::g:o ‘ CHy | Despfazam:ﬁ:t:l)quimico @) Predictor (ppm)
2 ' c 113.3 129
4 | CH 84.1 T 88
5 CH T92.1 E 912 T
7 CH 86.3 86.6
[ 8  CH B0.2 80.6
9 Cﬁa ‘2-'1'1 s 27.0
: 10 | CHy 25.2 252 -
i 12 -2 150.2 150.4 -
| 14 | C 163.3 1632 o
[ 15 eH | 101.9 1018
L ERB 1411 141.9
[ w7 [ cH, | 617 3

En la figura 24 se muestra el espectro de RMN C {100 MHz). Los valores obtenidos

presentan un ligero desplazamiento, pero commesponde a lo esperado para esta

estructura.
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Figura 24. Espectro de RMN '>C para 2,3 -O-isopropilidenuridina.

En la figura 25 se muestra el espectro RMN 'H (400 MHz), en donde se identificaron

las sefiales correspondientes a cada protdn.

T U Y
iz i1 i L} i [

Figura 25. Espectro de RMN "H para 2,3 -O-isopropilidenuridina

RMN 'H (CDCly): & 1.34(s 3H), 1.56(s 3H), 3.80 (m 2H), 4.28 (m 1H), 4.77 (t 1H),

4.82(dd, 1H), 4.87 {dd, tH), 5.62 (d, tH) / 5.64 (d, 1H), 7.71 (d 1H), 11.13 (s, 1H) ppm
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Se logré identificar las sefiales caracteristicas por RMN "°C y el 'H para la materia
prima (1b), este andlisis fue de gran utilidad para la caracterizacion del aldehido

sintetizado (2b} y los otros derivados (3b y 4b).
7.3.  Sintesis de 5'-desoxi-2',3’-O-isopropiliden-5-oxo-uridina (2b}

Para la obtencion del aldehido (2b) se realizaron 14 lotes con la técnica A utilizando
como oxidante al reactivo IBX a partir de la materia prima 2,3 -O-isopropilidenundina
para la obtencion del 5'-desoxi-2’,3'-O-isopropiliden-5'-oxo-uridina (2b). La reaccion se
siguié durante 4 hrs, al realizar la caracterizacion de los tres primeros lotes se observo
presencia del aicohol (1b), obteniéndose un bajo % de conversion. Por lo que se
realizaron modificacicnes a la técnica: las primeras reacciones se hicieron en

* modificando el

acetonitrilo {CH3CN), con base en la bibliografia consultada,”
volumen del disolvente al doble en la reacecién, en la extraccion y en la técnica de
filtracibn obteniéndose con estas modificaciones un rendimiento de 98.69 %, en la
tabla 13 se muestran los modificaciones y los resultados obtenidos para la sintesis del

aldehido de uridina. La relacion alcohol (1b): IBX fue de 1:3 eq.

Tabla 13. Modificaciones a las condiciones de reaccion para obtener el 5'-desoxi-2°,3'-

O-isopropiliden-5'-oxo-uridina (2b).

Tiempo
de Temperatura No.de  Rendimientos
Prueba eaccién Extraccion lavados

(horas) (°C) (CH,CN) (%)
A 1% 75-80 CH;CN {25°C) 3 40
B 2 79-80 CH,CN {25°C) 4 30
c 3 80-82 CH3CN (25°C) 6 89
D 4-6 80-82 CHLCN* 6 99

* Disuelto en caliente y filtrado en frio
Las mejores condiciones de reaccién se obtuvieron con la prueba D, manteniendo la
temperatura por arriba de los 80°C, usande como disolvente acetonitrilo con filtracién
en frio, tratando de evitar el arrastre de IBX o impurezas del mismo ya que la
solubilidad de este disminuye en frio, lo que ayudb a mejorar la pureza del aldehido
(2b), ademas se aumentd el numero de lavados con acetontrilo y el uso de una mejor
técnica para el seguimiento de la reaccion como fue la espectroscopia por IR,
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colaboré a aumentar el % de conversion, En [a tabla 14 se muestran los rendimientos

y condiciones de reaccion para cada lote sintetizado.

Tabla 14. Condiciones de reaccion para obtener el compuesto (2b)

Lote Compuesto 1 IBX (mg) T:::l;?():e Temperatura | Rendimientos
| (mg) e - I N
1 10050° |  295.48 1% | 75-80 40
2 | 93e8® | 29546 1% | 78-80 —
% | =t | 147.73 2 79-80 30
4 50.15° | 14773 2 - 80-82 44
5 5032% | 14773 F; so-82 | 41
6 | 10006 | 20546 | 3 80-82 _ 89
7 50.89" 147.73 3 80-82 ' 89
8 | 30008° 886.40 3% 80-82 90
9 | 50032° | 147731 | 4 80-82 , 92
10 | so067° | 143731 | 4 | 80-82 03
| 11 | 1002.78° 2954.60 6 ~ 80-82 95
12 [ 1000.23° 2954.60 8 80-82 ' 99
13 | 1000.45° | 2954.60 6 80-82 | 89
18 | 100009° | 2954.60 6 | 8082 - 93
A B LD

Modificacién reaiizaaa, observar Tabla 14, * Se continuo la reaccién.

Las reacciones de oxidacién se siguieron por CCF e IR y la fase moévil adecuada para
eluir los compuestos fue AcOEtL. La elucion por CCF se realizd por triplicado, para
observar una buena separacion, los reveladores utilizados fueron camara de yodo,
lampara UV y solucién de anisaldehido para revelar los componentes debido a la
dificil identificacion del aldehido (2b) por CCF, ya que los Rf de la materia prima y el
aldehido son muy similares, por lo cual para el seguimiento de la reaccion y una mejor
identificacion del término de la misma, se apoy6 en la espectroscopia por IR, lo que
permitid una mayor eficacia en el seguimiento de la reaccion y por lo tanto

incrementar el rendimiento.

Se prob¢ la técnica B utilizando el CrO; como oxidante con la finalidad de mejorar el
rendimiento y la pureza del compuesto (2b), el compuesto se purificod por columna

obteniendo un rendimiento de 45%, pero de dificil identificacién ya que por RMN tiene

76



demastiadas sefales dificil de asignar y al ser una técnica con residuos peligrosos al

ambiente se descarto.

Una vez obtenido el aldehido 5'-desoxi-2’,3'-O-isopropiliden-5'-oxo-uridina (2b) se
prosiguié con su caracterizacion e identificacion, implementando las técnicas de IR,
UV y RMN.

7.3.1. Caracterizacion e identificacién por IR de &'-desoxi-2',3'-0O-

isopropiliden-5’-oxo-uridina (2b)

En la figura 26 se muestra el espectro de IR del compuesto (2b), en donde se
observa la aparicién de una tercera banda en 1676, 1621 y 1565 cm™, caracteristicas
a las wvibraciones por estiramiento de los grupos carbonilos que corresponde al
carboniio formado en la reaccién, ademas se observa la desaparicion de fa banda que
correspondia a la vibracién por estiramiento del grupo O-H en 3419 cm™ (ver Figura
22) permaneciendo uUnicamente la banda que corresponde a la vibracion por
estiramiento del N-H en 3202 cm™', también se pueden identificar las bandas
correspondientes a las vibraciones por estiramiento de C-N y a las de estiramiento de

C-0O en la zona de la huella digital de la molécula.

ol
- J e — P

/{
: i

wT 34 N-H -

c-0

o 5'-desoxi2"'3’-0dsopropliiden5 o xu-uridina C=0

A s} 1 S Ny At g

Figura 26. Espectro de Infrarrojo para el compuesto (2b), lote 7.
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7.3.2. Caracterizacion por UV-Visible de 5'-desoxi-2’,3’-O-isopropiliden-5'-

oxo-uridina (2b)

Se pesaron 5 mg del compuesto (2b) y se disolvieron en 2 mL de acetonitrilo, este
disolvente se utilizé para calibrar el equipo, obteniendo una longitud maxima de 224

nm, como se muesira en la figura 27.

Saoothing: Mone
4.9060 T ;

[Abs)

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

[DINA

b i e e e e e

A

-8.888 - i i
2900.9 Usvsiength (nm)

380.0

Figura 27. Espectro de UV-visible para el compuesto 2b,

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

isopropiliden-5’-oxo-uridina (2b)

Para el andlisis de RMN, el compuesto (2b) se disolvid en CDCl;, en la tabla 15, se
pueden observar los desplazamientos quimicos en [os que aparece cada carbono y se
compararon los valores experimentales con los calculados por el programa ACD/Labs
CNMR y HNMR Predictor version 5.11. En la figura 28 se muestran el espectro de
RMN™C (100 MHz) del lote 7 en donde, se observa la presencia del carbono
correspondiente al carbonilo del aldehido en 199.1 ppm siendo la sefal mas

caracteristica.
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Tabla 15.
ﬁo. de
Carbono CHn
2 o
4 CH
5 CH
6 CH
8 CH
) CHs
10 CHs;
12 C
14 | C
15 CH
16 CH
17 CH
(&)
(i
‘/ \N'H
IIJ
" I!\N/IZ
g Ty TN
is \_/
17 D/ \U
8
1

-
-]

Desplazamiento quimico (5)
(ppm)
1137

83.7
84.9
- 100.3
94.1
26.4
24.8
150.3
162.5

102.9

143.9
1991

158

LT ]
— N 0
e ke
——
f~nm
) ii

—_—a M

\-.l.ll

Predictor (ppm)

Figura 28. Espectro de RMN >C para el compﬁesto (

113.8
75.3
84.3
88.8
85.8
26.6
24.9
150.7
163.6
102.9
144.3
199.3

—=.K .

2b), lote 7.

Desplazamiento quimico de RMN 'C para ei compuesto (2b) lote 7.

TMS

i

3T
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La asignacién en la figura 28 y la asignacion realizada en la tabla 15 nos permite
concluir que se obtuvo el compuesto esperado, sin embargo los valores obtenidos
presentan un ligero desplazamiento en la zona donde aparece la senal del disolvente
{CDCl,), razon por la cual los desplazamientos quimicos de la molécula que aparecen
en esla zona se recorren, pero corresponde al compuesto, lo que corrobora su
identificacion y caracterizacién. También se puede observar que no hay presencia de
materia prima lo que confirma gque las modificaciones realizadas a la técnica para la
sfn.tesis, prueba D, es la adecuada para obtener el compuesto (2b) con altos
rendimientos y pureza.

En.la figura 29 se muestra el espectro de RMN '"H (400.10 MHz) del lote 7, en donde

fue posible asignar los acoplamientos correspondientes a los protones presentes en la

molécula.
@]
21)
il
IS/ \NH E |
” 13 [
H i !1 2Z b
17a N E23Z k¥
1 o >N g 11 Vol
O/// \3/7\6/” 19 . 8
T2 \ / 15 ;
[ —) - i -]
/ \ 2 31 3 |
0 ) i vz L‘ 5 g
N, 16 4 1
SN
HyC CHy ™S
9
1‘:5'10 |
| 13 3 |
X |
17a e
N 5.9 PTG i Ty |

AT
|
.04
[N, 1
[ 1]
f—-‘ (1, ]
buliy

P - s

Figura 29. Espectro de RMN 'H para el compuesto (2b), lote 7.

RMN "H(CDCl,): § 1.37(s 3H), 1.54(s 3H), 4.56 (d 1H), 5.11 (d 1H), 5.22 (dd 1H), 5.49
(s, TH)/ 5.78 (d, 1H), 7.26 (d 1H), 8.64 (s 1H), 9.44 (s, 1H) ppm.

80



Ademas del analisis de *C y 'H se realizaron anélisis de dos dimensiones COSY,
gHSQC y gHMBC para corroborar dicho resultado, debido a que en los primeros lotes
se encontraron las senales de IBX y del alcohol (1b}, dando con ello un espectro de
RMN mas complejo y de dificil caracterizacion. El uso de estas técnicas ayudaron a
elucidar la estructura del compuesto y a corroborar los acoplamientos presentes en la

molécula.

7.4. Desarrollo del método analitico por CLAR para 2°,3"-0-
isopropilidenuridina (1b} y el 5’-desoxi-2’,3’-O-isopropiliden-5"-oxo-
uridina (2b}

7.4.1. Desarrollo del método analitico por CLAR fase reversa para los

compuestos (1b) y (2b)

Con la finalidad de identificar el alcohol {1b) y el aldehido (2b) se desarrollé el método
analitico por CLAR en fase reversa, empleando la columna XDB-C8 de 150mm x 4.6
mm, 5 ym, manteniendo la temperatura de la columna a 25°C y utilizando un detector
de arreglo de diodos empleando cinco diferentes longitudes de onda: 220, 240, 254,

260 y 280 nm, las modificaciones al método analitico se muestran en la tabla 16.

Tabla 16. Condiciones CLAR fase reversa para el compuesto (1b) y (2b)

= f Sy ._'_; T
I Método Columna | Fase movil Inyeccion [ Flujq
I pL | mL/min
CH3CN:MeOH |
‘ A XDB-C8 (50:50) I 5 0.8
—— o CH3CN:MeOH ' il 0.8
| A 20ECE (80:20) B 0.4
=, - CH3CN:MeOH B
‘ A2 XDB-C8 (90:10) 5 . 0.4
| S ey CH,CN:MeOH 5 8";
(95:5) 2 i
| . B - ~o | CHsCcN:MeoH | 5[ '
| A4 | XDB-C8 ; (99:1) . . 0.4
I [ T
| A5 XDB-C8 CH;CN:MeCH (99.9.0.1) g 0.4
i CH,CN:MeOH:Buffer de 0.2
B | XDB-C8 acetatos pH 6.6 2 0' 4
94:5:1 ’
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El compuesto (1b) al ser de grado analitico con alta pureza, no presenta ninguna
dificultad, observdndose cambios en el tiempo de retenciéon y en la simetria del pico,
para la identificacién de este compuesto se puede utilizar cualquier método; sin
embargo para reducir el tiempo de retencion y obtener un pico bien definido, se
recomiendan los métodos A3, A'4 y el método B con una velocidad de flujo de 0.4
mL/min y un volimen de inyeccién de 5 pL; con los que se obtuvieron los mejores
resuitados, en la tabla 17 se muestran los tg para el compuesto (tb) para cada
metodo y en la figura 30 se muestra los cromatogramas correspondientes a los tg

para el compuesto (1b).

Tabla 17. g de los métodos analiticos desarroliados por CLAR fase reversa para el
compuesto (1b).

Método Flujq t'.*
mL/min min
A ' 0.8 2.061
0. :
0.4 4.205
Az 0.4 ~ 4.180
0.4 4.15
A3 0.2 8.774 B
01 18505
A4 0.4 3.961
A5 0.4 4.181
0.4 41715
B = i o | A
0.2 8.719

DAD1 E, Sig=250,20 Refe550,100 (URIDINASTOMP4.0)

mAU
1000 Ad K 2',3’-0-isopropilidenuridina
0 X 7

—_— R e et e S —
2 4 8 8 i
DAD1 E, Sig=250,20 Ref=550,100 (URIDINA\STOMP4.0) DAD1 E, Sig=260,20 Ref=550,100 (URIDINA
mAU mAU 1
1000 A3 ] B i
R i e e 0 e SR
0 25 5 75 10 o s 10

Figura 30. Cromatogramas del compuesto (1b), para los métodos A’4, A'3 y B (Tabla

17) con una velocidad de flujo 0.4 mL/min, volimen de inyeccién 5 pL, A = 260 nm.
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Se probaron los métodos para el compuesto (2b), en la figura 31 se pueden observar
los cromatogramas. Sin embargo, no se logré una buena resolucion del compuesto
{(2b) con ofros componentes considerados impurezas de la sintesis incluyendo al
compuesto (1b) ulilizado como materia prima. Las impurezas interfieren para la
identificacion y cuantificacion de este compuesto. Por lo que los métodos no son

selectivos ni especificos para el analito.

DADA £, Sig=2%0.20 Ref=550,100 (URDINAWLDE.D)

mAU ‘ 5'-desoxi-2',3'-O-isopropiliden-5'-oxo-uridina
- A4 ]

Ay T " . T y y " [ T T — T T
0 2 q 8 ] min
DAD1 E, Sig=250,20 Ref=550,100 (URIDIHAHLDE.D) DAD1 E, Sige260,20 Red=350,100 (URIDINAVLURESD)
mAy
mAU .
1 A3 g 3 100 B ﬂ\
p oy .

Figura 31. Cromatogramas del compuesto (2b), para los métodos A'4, A'3y B
(Tabla 17) con una velocidad de flujo de 0.4 mL/min, volumen de inyeccién 5 pL, A de
260 nm.

Para mejorar |la especificidad y |la selectividad del método se pueden hacer varias
modificaciones y de este modo obtener una adecuada resolucién entre los
compuestos (1b) y (2b), un factor importante serfa cambiar la polaridad de la fase
movil disminuyendo la fuerza del disolvente lo que implicaria quitar el metanol y
aumentando el % de agua o solucion amortiguadora de la fase movil; también se
podria probar con una columna C18 o aumentando la longitud de la columna, lo que
favoreceria [a retencion de los analitos y quiza se obtendria una adecuada resofucion
aunque con tiempos mas largos de analisis. Estas variables no se probaron pero se
proponen para una futura investigacion. Sin embargo con la finalidad de mejorar la
resolucion y la identificacién de los compuestos (1b y 2b) se decidio probar con CLAR

fase normal utilizando diferentes condiciones con columnas quirales.
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7.4.2. Desarrollo del método analitico por CLAR fase normal para el

compuesto (1b) y {2b)

Al analizar el compuesto (1b) por CLAR, ulilizando la columna OJ-H, a 5 diferentes
longitudes de onda: 220, 240, 254, 260 y 280 nm, con una fase moévil de 80:20 n-

hexano: isopropanol, con flujos de: 0.8 y 1.0 mL/min; con un volumen de inyeccién de

5 pL y temperatura de 28°C. En |a tabla 18 se muestran las condiciones utilizadas.

Método

Tabla 18. Condiciones CLAR fase normal para el compuesto (1b} vy (2b).

A
A
A2

A’3

Columna Fase Movil Iﬁye:li:ién mr;_llurj:in
OJ-H n-hexaI}%bi:SS%p;ropanol 5 Sg
OJ-H n-hexan(o_l:oi?;(;))ropanol 5 0.8
OJ-H n—hexan{oaz Oi:sgop;ropanol 5 0.8
OJ-H n—hexan(of;oi:s;(%ropanol | 5 10

En las figuras 32 y 33 se muestran los cromatogramas para el compuesto {1b) y (2b).

Se logré la mejor resolucién entre (1b y 2b), empleando las condiciones del método

A’3, con un tiempo de retencion de 12.8 min para el compuesto (1b} y de 7.75 min

para el compuesto (2b).

AU
1090
-
600

OADT B, Bigw200, 18 Reb=380, 100 (URDIMAWPURD D)

2' 3-Q-isopropilidenuridina

N

Figura 32. Cromatograma de (1b), columna OJ-H, flujo 1 mbL/min, A= 260 nm,

Temperatura de ia columna 28°C, n-hexano:isopropanol {(80:20), tg= 12.776 min.
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QADYT R, Siy=200, 14 Ret=380, 100 (IRID:N LID.DY

1200 — —
|5'-desoxi-2’,3'-0-isopropi|iden-5'-oxo-un'dina \

l"llll'lllllillll[llllllllllllllllll

v v T 'l' r
0 § 10 15 20 % 3 % 40 min
Figura 33: Cromatograma de (2b), columna OJ-H, flujo 1 mL/min., A= 260 nm,

Temperatura de la columna 28°C, n-hexano:isopropanal (80:20), tg= 7.75 min. *hidrato

del compuesto (2b).

En la figura 33 se pueden observar otros picos en 5.866 min que correponde al IBX y

en 26.819 min, este pico se puede atribuir al hidrato de compuesto (2b).

Ademas de obtener un método selectivo y especifico, no solo para el compuesto (1b)
y (2b) si no también especifico para los reactivos utilizados en la sintesis del
compuesto (2b), estos resultados nos permiti6 optimizar la reaccidén de oxidacién
logrando con ello, en lotes posteriores, a un porcentaje de conversién alto. La
separacion de los compuestos por medio de CLAR fase normal, fue apropiada, ya
que, se tiene buena resolucién con una simetria adecuada de ambos picos y un factor
de colea menor a 2, obteniéndose métodos confiables para una correcta identificacion

de ambos compuestos, estos pardmetros se muestran en la tabla 19,

Tabla 19. Parametros obtenidos con el método A3 para el compuesto (1b y 2b).

¢ Tiempo de retencién Factor de Simetria P!a_tos
ompuesto (t=) min coleo {As) tedricos
(M {N)
2°,3"-0-isopropilidenuridina
””:; 12.78 1,450 0.51 2711
5'-desoxl-2",3"-0-
isopropiliden-5"-oxo-uridina 7.75 1.290 0.721 1380
(2b)

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

Se realizaron tres métodos de sintesis tratando de encontrar el método con mejor

rendimiento y % de conversion.
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7.5.1. Sintesis del compuesto (3b) por el Método A

Para el método A se realizaron 11 lotes a partir de (2b) para la obtencion de la
cianohidrina (3b). Se empled NH.Cl y NaCN en relacion de 2.2 mmol de cada uno,
pero se modificé la temperatura de reacciéon para mejorar los % de conversion y los %

ed, obteniéndose un rendimiento maximo del 97%, ver tabla 20.

Tabla 20. Condiciones de reaccion y rendimientos en la obtencion del compuesto
(3b).

0]

0
B fL,L
N 0 1} NH,CI 2 mmol NG o N o]
r_<0j i) NaCN 2mmo} \'_g
iil} H,O 5 .
O/ > - } Ha HO 1,0
3\CI<CH3

2,3 -O-Isopropiliden-5'<lano-uridina

8]

T O

H,c Cths
5 —desox|-27,3"-O-Igoproplilden-5"-oxo-urldina

2’,3°-O-Isopropiliden-5"-ciano-uridina
Lote | Lote ‘_I'_m Lote | Lote | Lote [ Lote [ Lote [Lote | Lote | Lote

1 2 3 4 5 | & | 7 8 | 9 | 10 1
Temperatura [ ; ' : —F F femr
dereaccibn = SC | SC 5 5 5 20 ' 20 | 20 | 30 30 30
(°C) | .
| Tiempo de ' |
reaccién 60 55 @ 40 ‘ 40 | 40 35 35 | 35 | 35 | 35 | 35
(horas) |
| __ywaras; | o |
!“""d(f,':)'“"“’ 89.3 | 809 | 54.8 | 521 | 571 978 | 956 | 90.7 | 97.6 | 91.06 | 906 |

%" Sin controlar, pH inia 10, pH finat 8

Se tomd el pH inicial y final de la reaccidn para poder comparar con los otros
métodos, se determind el %ed por CLAR y RMN y el % de conversién por ambas
técnicas, aunque por CLAR el compuesto (2b) absorbe mas que el (3b), por lo que no
se considera una técnica confiable para el % de conversién, siendo mas confiable
para esta determinacion la RMN (Tabla 27).

Las reacciones se siguieron por CCF, la fase movil adecuada para eluir los
compuestos fue una mezcla de AcOEt/MeOH 90:10, ademas de emplearse la técnica
espectroscopica de IR para determinar la completa conversion de (2b) a (3b) con un

tiempo de reaccion de 4 hrs y un 99 % de conversion, determinado por RMN.
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7.5.2. Sintesis del compuesto (3b) por el Método B

Para el método B se realizaron 10 lotes, por triplicado, cambiando las condiciones de
reaccion como: la temperatura de reaccion, el pH de la solucion amortiguadora de
citratos/KCN {SA) y los equivalentes en la SA con la finalidad de mejorar el %ed y el

% de conversion, en la tabla 21 se muestran las modificaciones realizadas.

Tabla 21. Condiciones de reaccién utilizadas para obtener el compuesto (3b) por
método B.

Modificaciones en las condiciones de reaccion

iotik ?emperat}fra de ?iempgrdg
pH de la SA Eq. de la SA reaccion reaccion
: {°C) (horas)
1 5 15 : 20 24
[ 2 5 1.5 N 30 24
[ 3 5 1 5 ' 150
a2 | 5 1 10 150
| 5 5 1 20 150
[ 6 | 5 [ & 30 90
[ 3 4 1 5 = 150
[ 8 | 4 | 1 10 150
|9 a | 1 20 a 90
10 a4 | 1 3 [ %0

En la tabla 22 se muestra el promedio de los triplicados de cada lote, igual que en el
método A se determino el %ed por CLAR y RMN y el % de conversion por ambas

técnicas obteniéndose un rendimiento maximo del 97 %.
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Tabla 22. Promedio de los triplicados por lote para el % de rendimientos en la
obtencion del compuesto (3b).

Q
| NH fLNH
/L I) Sol. Amortiguadara de /k
o N YO citratos/KCN pH 4,5 1N NC [a)
pH 5 1.5N _ '\_g
7] ] 510,20,30°C .5 —

o : A E O
6 ©
CH,
HsC HsC
5" —desoxi-2',3°-0-isopropillden-5"-oxo-uridina 2°,3-O-isopropiiiden-5"-clano-uridina

2°,3°-C-sopropillden-5"-ciano-uridina
L.ote Lote Lote Lote Lote Lote Lote Lote Lote Lote

1 2 | 3 4 5 6 7 8 9 10

pH de la SA 5 5 | 5 5 5 | 5 | 4 4 4 4

Eq. de laSA [ 15 15 1 K] i ] R q 1 E]

Temperaturadata: | 5, 30 5 10 20 30 | 5 10 20 30
reaccién \

Rendimiento (%) | 896 | 876 699 722 | 971 | 936 | 843 | 730 | 7552 | 891

El curso de las reacciones se siguieron por CCF, la fase mévil adecuada para eluir los
compuestos fue una mezcla de AcOEt/MeQH 80:10, ademas de emplearse la técnica
espectroscopica de IR para determinar la completa conversion de (2b) a (3b) con un

tiempo de reaccion de 150 y 90 hrs, hasta con un 100 % de conversion (Tabla 29),

determinado por RMN.

Los resultados obtenidos en los métodos de sintesis A y B para el compuesto (3b)
serviran como base (controles) para compararse con las reacciones biocataliticas y
observar si existe influencia del biocatalizador. Ademas de comparar los métodos
analiticos de RMN y CLAR y observar si hay diferencia estadisticamente significativa

entre los métodos analiticos de RMN y CLAR para la evaluacion del %ed y del % de

conversion.
7.5.3. Sintesis del compuesto (3b) por el Método C

Para el metodo C se realizé un lote, el rendimiento fue bajo, 22%, por lo que este
método se estimd no adecuado para los fines de esta investigacion, al igual que en los
otros métodos se siguid la reaccién por CCF e IR, para determinar la completa
conversion de (2b) a (3b) con un tiempo de reaccién de 72 hrs y con un % de

conversion de 33%.
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7.5.4. Caracterizacion e identificacién por IR del 27,3 -O-isopropiliden-5’-

ciano-uridina (3b)

Todos los lotes fueron analizados por IR, RMN y CLAR, pero solo uno de estos lotes

se describira a detalle.

El espectro de IR, figura 34, muestra dos bandas en 1693 y 1675 cm’' caracteristicas
de las vibraciones por estiramiento de los grupos carbonilos de la base nitrogenada de
la molécula, ademas se pueden identificar las bandas de las vibraciones por
estiramiento del C-N para compuestos aromaticos que van desde 1250 hasta 1350
cm’ y las bandas por las vibraciones del estiramiento de C-O que van desde 1280
hasta 1000 ¢cm™ dependiendo de la interaccién y el tipo de compuesto. La banda
caracteristica a las vibraciones por estiramiento de nitrilo (unién C=N) se reporta en la
literatura en 2250 cm™, se observa esta banda en el espectro de IR en 2367 cm™ y en
3226 cm™, se observa una banda que corresponde a la vibracion por estiramiento del

grupo O-H.

[
104
i

C-N

[T BT C*D

HC tr 2"\ ¥-Q4soproplliden-§ ciano-uridina

Figura 34: Espectro de IR del compuesto (3b).
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7.5.5. Caracterizacion e identificacion por RMN del 27,3 -O-isopropiliden-

5’-ciano-uridina (3b)

Para el analisis de RMN el compuesto {3b) se disolvié en CDCl;, en la tabla 23, se
pueden observar los desplazamientos quimicos en los gue aparece cada carbono y se
compararon los valores experimentales con los calculados por el programa ACD/Labs

CNMR HNMR predictor version 5.11.

Tabla 23. Desplazamiento quimico de RMN '°C para el compuesto (3b).

CH
PN
SN
0/ \0
NP
T
c':‘:l; ::o CHn Desp!azam;::t;)quimico (8) Predictor (ppm)
[ 2 ¢ | - 114.9 1140
4 CH | 86.8 79.8
6 CH | 97.9 87.6 -
7 CH 79.8 76.9
8 cH | 84.5 790 -
9 CHa 294 268
10 | CHs 27.2 | 25.1
EE | ¢ 150.9 | 1sor
14 ¢ . 832 | 1644 |
T | cH 1033 | 101.9 |
[ 16 | CH 1438 | 142.1 |
i 17 CH 61.8 li 58.8
[ 2 g f 117.6 | 116.8

En la figura 35 se muestran el espectro de RMN C (100 MHz) para el compuesto
(3b) en donde se tiene la presencia del C17 correspondiente a la formacion del nuevo
centro estereogénico en 62.1 ppm, siendo la sefal mas caracteristica, ademas de

g0



observarse un desdoblamiento de las sefales debido a la formacién de un quinto
centro estereogénico, obteniéndose los diasteroisémeros, los cuales tienen
caracteristicas fisicas diferentes y se pueden perfectamente diferenciar en RMN sin la
necesidad de utilizar algun reactivo de deslazamiento, como seria en el caso de los

enantidmeros.

o 2 4 838 7
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Figura 35. Espectro de RMN *c para los diasteroisémeros del compuesto {3b).

Ademds de la clara asignacion en la figura 35 la asignacién realizada en la tabla 16
para (2b), nos permite concluir que se obtuvo el compuesto deseado, sin embargo los
valores obtenidos presentan un ligero desplazamiento en la zona donde aparece la
sefial del disolvente (CDCI;), razén por la cual los desplazamientos quimicos de la
molécula que aparecen en esta zona se recorren, pero corresponde a lo esperado, lo

que corrobora la identificacién y caracterizacién del compuesto por RMN de "*C.

Debido a la duplicidad de las sefiales, se complico la asignacién para el anélisis de
'H, por lo cual fue necesario emplear técnicas de 2 dimensiones para lograr asignar

con precisiéon cada una de las sefales obtenidas, en la figura 36 y 37 se muestran el
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espectro de resonancia y su ampliacién para poder distinguir la duplicidad presentada

en el espectro obtenido para caracterizar el compuesto (3b).
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Figura 36. Espectro de RMN 'H para el compuesto (3b)
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Figura 37. Ampliacion de espectro de RMN 'H (CDCls) del compuesto (3b).
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En la figura 37 se observa la duplicidad de sefiales generadas al obtener un nuevo
centro estereogénico, con la formacion de la cianohidrina de uridina (3b), el cual es
un compuesto diasteroisomérico al tener mas de un centro quiral, dificuita la
asignacion de cada protéon debido al desplazamiento y multiplicidad de seriales, por lo
gue se realizd un analisis COSY para asignar con precision cada una de las sefales
adquiridas. Este analisis permite referenciar cada sefal con el acoplamiento gue se
presenta en la molécula con tres enlaces de distancia, permitiendo de esta manera

asignar los acoplamientos y determinar a qué protén le corresponde cada sefial figura
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Figura 38. Espectro de RMN (gCOSY) del compuesto (3b).

En la figura 38 podemos observar un acoplamiento entre el H 7 con el H 17 y 4; y del
H4 con 17 lo que corrobora la posicion de los protones asignados, mostrandonos la
correlacion de acoplamiento de los protones de la molécula, por mencionar algunas

de las interacciones.
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También se realizaron otros estudios de dos dimensiones como fue HSQC, el cual
nos permite observar correlaciones hidrégeno-carbono a un enlace y HMBC este
analisis realiza correlaciones carbono- hidrégeno a larga distancia o a varios eniaces
de distancia, pero debido quiza a la cantidad de muestra, poca estabilidad y largo
tiempo de analisis para obtener C se complicaron ambos analisis, no obteniéndose
resultados claros, sin embargo con los analisis obtenidos se pudo realizar la
asignacién y la caracterizacion del compuesto y del quinto centro estereogénico

formado en la sintesis de la cianohidrina.

Una vez asignadas las senales y acoplamientos, se determiné la sefal perteneciente
al nuevo centro estereogénico formado. Estas sefiales fueron utilizadas para
determinar el porcentaje de exceso diasteroisomérico (%ed) por RMN y de esta forma
contar con una técnica para determinar ademas del %ed, el porcentaje de conversion,
cuantificando el area bajo la curva de la sefial correspondiente al proton del aldehido
(2b) en 9.4 ppm y el area bajo la curva de los diasteroisémeros Ay B en 4.7 ppm. En
la figura 39 se muestra una ampliacion de las sefales utlizadas para la

determinacion del %ed y del % de conversion.
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Figura 39. Ampliacién del espectro de RMN de 'H del compuesto (3b), asignacién de
los diasteroisdémeros.
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Se logré caracterizar el compuesto (3b), mediante el empleo de la técnica
espectroscodpica por RMN. Se cuantificd el %ed de 15% por este método encontrando

una relacion de diasteroisomeros de 57 para A y 43 para B.

7.5.6. Analisis del 2’ 3'-0O-isopropiliden-5'-ciano-uridina (3b) por GLAR en

fase reversa

Con la finalidad de identificar, cuantificar y comparar los resultados de RMN de los
diasteroisémeros A y B del compuesto (3b), se desarrollé el método analitico CLAR
en fase reversa, empleando la columna XDB-C8 de 150 mm x 4.6 mm, 5 pm,
manteniendo la temperatura de la columna a 25°C y utilizando un detector de arreglo
de diodos, utilizando cinco diferentes longitudes de onda: 220, 240, 254, 260 y 280

nm, las modificaciones al método analitico se muestran en |a tabla 24.

Tabla 24. Condiciones CLAR fase reversa para el compuesto (3b).

[ Método Columna Fase moévil Inyeccidn FIujc?
‘ | . pL mL/min
L ; CH3CN:MeOH
| A1 XDB-C8 (99:1) 5 0.4
CH,CN:MeOH 04
- 3 £
A2 XDB-C8 (99.9:0.1) 5 0.2
| . | 0.1
CH3CN:MeOH ' ' 02
A ‘ i 99.5:0.5 . 2 0.4

En la figura 40 se pueden observar los cromatogramas, sin embargo no se logré una
buena resolucién de los diasteroisomeros del compuesto (3b); esto se puede atribuir a
que el compuesto analizado puede contener otras impurezas de sintesis, complicando
su resolucion no obteniendo un método analitico de CLAR fase reversa selectivo ni

especifico para el analito en cuestién.
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Figura 40, Cromatogramas del compuesto {3b), para los métodos A1, A 2 y A3 (Tabla

25) con un volimen de inyeccion 5 L, A de 260 nm.

Para mejorar la especificidad y la selectividad de los diasteroisomeros se pueden
hacer varias propuestas para futuras investigaciones y de este modo obtener una
adecuada resolucién entre los diasteroisdbmeros A y B de la cianohidrina de uridina
(3b), aldehido (2b), alcohol (1b), reactivos (1a y 2a) e impurezas resultantes de la
sintesis. Un factor importante seria cambiar la polaridad de la fase movil,
disminuyendo la fuerza del disolvente, lo que implicaria quitar el metanol y aumentar
el % de agua, utilizar una solucién amortiguadora en la fase mévil modificando con el
pH y la ionizacion de los compuestos, favoreciendo asi su separacion, también se
podria probar con una columna C18 o aumentando la longitud de la columna, lo que
ayudaria la retencion de los analitos y quizd se obtendria una adecuada resolucion

aunque con tiempos mas largos de analisis.

Sin embargo, con la finalidad de mejorar la resolucion y la identificacion de los
diasteroisomeros del compuesto (3b) se decidi6 probar con CLAR fase normal

utilizando columnas quirales con diferentes condiciones.
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7.5.7. Analisis del 2’,3'-O-isopropiliden-5'-ciano-uridina {(3b) por CLAR en

fase normal

Para el analisis de CLAR fase nomal, se utilizé la columna OJ-H, a 5 diferentes
longitudes de onda: 220, 240, 254, 260 y 280 nm, utilizando una fase movil de 80:20
n-hexano:isopropanol, con una velocidad de flujo de 1.0 mL/min; con un volumen de
inyeccion de 5 pL, temperatura de 28°C. Se empled el método A'3 de |a tabla 18, con
estas condiciones los tg fuerén de 22.78 y 37.20 min para A y B respectivamente, que
corresponden a los dos diasteroisdmeros formados a partir de la generacién del quinto
centro estereogénico, sefales que se utilizaron para determinar el %ed de cada uno
de los lotes sintetizados. En la figura 41 se muestra el cromatograma para el

compuesto {3b}.

/- ! | [

]
800 -

Figura 41: Cromatograma de (3b), columna OJ-H, flujo 1 mU/min, A= 260 nm,

Temperatura de la columna 28°C, n-hexano:isopropanol (80:20).

Se obtuvo un método selectivo y especifico, no solo para el compuesto (3b), si no
también especifico y selectivo para los reactivos utilizados en la sintesis del
compuesto (3b). La resolucion de los compuestos por medio de CLAR fase normal, es
la adecuada, con una resolucién mayor a 2. El método proporciona una clara
identificacion de los diasteroisémeros del compuesto, algunos parametros se

muestran en la tabla 25.
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Tabla 25. Parametros obtenidos con el método A3 para el compuesto (3b).

Tiempo de L

T | Factor d . . Plat

Compuesto retencl_on (tr) RESFRI;;: fon ::)Tezr(.r'; Simetria te 62::{3
min

2", 3"-0-isopropiliden-

5 '-ciano-uridina 22.78 517 2127 0.408 1468
{Diasteroisomero A)
2°,3"-0-isopropiliden-

5'-ciano-uridina 37.20 5.17 2.168 0.398 1440
{Diastercisdomero B)

El resultado del %ed obtenido con este método analitico se comparara con el %ed
obtenido por RMN'H, teniendo la posibilidad de emplear ambas metodologias para la

cuantificacion del %ed.

Este método se utilizara posteriormente en nuestro estudio para la cuantificacion del
%ed en la obtencién de la cianohidrina (3b) empleando polvos aceténidos de
vegetales (ruta biocatalitica). Con base en estos resultados contamos con dos

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

7.6. Sintesis del 1-[27,3 -O-isopropiliden (a-L-talo y B-D-

alo)furanosiluronamidaluracilo (4h)

Con la finalidad de obtener la amida del derivado de uridina (4b), se llevaron a cabo
diferentes reacciones de hidrélisis quimica de nitrilos, esquema 29, se selecciond
primero al peréxido de hidrégeno a diferentes tiempos de reaccién para realizar la
hidrélisis. Sin embargo, en algunos lotes se obtuvieron productos que no se pudieron
identificar. Esto puede deberse a que la cianohidrina (3b) presenta inestabilidad
quimica y facil reversibilidad de reaccién, por lo que no se logré identificar por CCF, IR
y no presenta las senales esperadas por RMN. Es importante mencionar que la
sintesis de (4b) generaria un compuesto con una mayor estabilidad que el compuesto
(3b), esto nos permitiria contar con un derivado al cual se le pueden anclar otras
cadenas de compuestos mas complejos estructuralmente, que proporcionen una
activacion de la molécula generando actividades farmacolégicas descritas en el marco

teorico.
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Esquema 29: Rutas de sintesis para el compuesto (4b).

Se probaron y desarrollaron las cinco técnicas de sintesis, realizandose un total de 18
lotes, modificandose las condiciones de reaccidn, extraccion y purnificacion de los
productos obtenidos. De las cinco sintesis descritas en el esquema 29, el mejor
resultado se alcanzé empleando peréxido de hidrégenc al 30%, 6 mmol (Técnica 1),
con 196 hrs de reaccion. Se obtuvieron cnistales blancos con un pf. 180-215°C, en la
literatura se reporta el punto de descomposicién para el isémerc R de 278°C
cambiando de color blanco a negro, la mezcla cruda de reaccidén contiene la mezcla

de diasteroisomeros y las materias primas, con un rendimiento del 25%.

7.6.1. Caracterizacion e identificacion por IR 1-[27,3-O-isopropiliden (a-L-

talo y B-D-alo)furanosiluronamidaluracilo (4b)

El espectro de IR figura 42, muestra tres bandas en 1636 y 1684 cm' caracteristicas
a las vibraciones por estiramiento a los grupos carbonilos de fa base nitrogenada de la
molécula vy la tercera banda, correspondiente al carbonilo de la amida, se observa en
1733 cm™', ademas se pueden identificar las vibraciones por estiramiento de N-H que
van desde 3300 hasta 3500 cm™ observandose en el espectro las dos bandas clasicas
de amida en 3178 y 3375 cm™' y vibraciones por estiramiento de C-O que van desde
1280 hasta 1000 cm” dependiendo de la interaccion y el tipo de compuesto.
Observandose la desaparicion de la banda correspondiente a las vibraciones por
estiramiento de nitrilo (unién C=N) en 2367 cm™ y la desaparicion de la banda que

corresponde a la vibracién por estiramiento del grupo O-H en 3226 cm™.
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Figura 42: Espectro de IR de! compuesto (4b).

7.6.2. Caracterizacién e identificacion por RMN det1-[2°,3"-O-isopropiliden

{a-L-talo y B-D-alo)furanosiluronamidaluracilo {(4b)

Para el analisis de RMN se utilizé como disolvente DMSO y en la tabla 26 se
muestran los desplazamientos quimicos en los que aparece cada carbono, se realizé
la comparacion de los valores experimentales con los calculados por el programa
ACD/Labs CNMR y HNMR Predictor versién 511 ademas de comparar con los
resultados publicados para el compuesto (4b) por Jian-gian Wang y colaboradores.''®
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Tabla 26. Desplazamiento quimico de RMN '*C para el compuesto (4b).

No. de

Desplazamiento quimico (8)

Valores Jian-gian et

Carbono CHn (ppm) al’ (ppm) Predictor (ppm)
2 | c 113.3 113.0 113.9
4 | CH 83.3/83.4 85.9/86.6 80.8
5 CH | 94.0 89.8 88.6
7 CH | 816  834/836 79.4
8 cH | et | 78.9/80.1 76.1
9 | cH 26.7/26.9 27.0127.1 268
T CH, | 249/251 25.1/25.2 25.1
12 i) 150.5/150.4 15031504 | 150.7
14 | ¢ 163.1/163.2 162.0 , 164.4
15 | cH 1019 101.9 | 101.9
16 [en [ 143.4 14101419 142.0
o |oew 61.0/612 708/71.2 | 687
21 [ ¢ | 1e9sres7 172.6/172.9 | 173.0

En la figura 43 se muestra el espectro de RMN *C (100 MHz) para el compuesto (4b)
en donde se tiene la presencia del carbono de la amida comrespondiente en
169.7/169.4 ppm, siendo la sehal mas caracteristica, ademas de observarse un
desdoblamiento de las sefiales dada la formacién de un quinto centro estereogénico,
al formarse los dos diasteroisémeros los cuales tienen caracteristicas fisicas
diferentes y se pueden diferenciar en RMN sin la necesidad de utilizar algun reactivo
de desplazamiento, como seria en e! caso de los enantidmeros.

También se puede observar la presencia de otras sefiales con mayor o menor

intensidad, esto se debe a que es un mezcla cruda de reaccién en donde aun se tiene
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la presencia de la cianchidnina de uridina (3b) fo que complica atin mas el espectro.

Sin embargo, pueden ohservarse todas las sefales tanto reportadas por Jian-gian et
1115

al'” como las calculadas con el programa Predictor ACD Labs.
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Figura 43. Espectro de RMN *C para el compuesto (4b).

En la figura 44 y 45 se presentan las ampliaciones del espectro de RMN 'H (400
MHz), en la figura 44, se puede observar el proton del quinto centro estereogénico H-
t7(marcado con rosa) y la sefial de los protones de la amida formada H-23 (marcado

con rojo).
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Figura 45. Ampliacién del espectro de RMN 'H para el compuesto {4b).

RMN 'H DMSO-d6, 400 MHz: 1.29/1.23 (s, 3H), 1.48/1.50 (s, 3H), 4.1/4.2 (dd, 1H),
4.7/4.86 (m, 2H), 5.1 (d 1H), 5.64/5.66 (d 1H), 5.81/5.82 (d, 1H), 7.04/7.06 (s, 1H),
7.67 (s,1H), 7.72/7.74 (d, 1H).

Finalmente, con este andlisis y a pesar de gue el punto de fusion no es similar por ser

una mezcla diasteroisomérica, el espectro de IR nos permite observar la generacion
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de un tercer grupo carbonilo y la presencia del grupo -NH, afadiendo que el
comportamiento por RMN 'H y *C es similar a lo informado en la literatura,”™ por lo
que se puede concluir que se obtuvo la amida del derivado de uridina (4b). Se
propone afinar la técnica de sintesis quimica o en su caso recurrir a métodos
biocataliticos (empleando enzimas nitrilo hidratasas) para lograr la transformacion; asi
como purificar el compuesto, para eliminar las matenas utilizadas en su sintesis y
obtener a su vez un compuesto de alta pureza éptica, de manera que sea mas clara
su elucidacidon con las técnicas utilizadas, ademas de un futuro desarrolio de
identificacion y cuantificacion por CLAR, ya que debido al bajo rendimiento no se pudo

extender la investigacion.
7.7. Sintesis biocatalitica

Una vez sintetizado el compuesto (2b), se llevd a cabo la reaccion para a obtencion
del compuesto (3b) probando las enzimas oxinitrilasas obtenidas de las semillas de
plantas del género Prunus, Pouteria y Annona con el fin de preparar la

correspondiente cianohidrina {3b) con alta pureza optica.
7.7.1. Reaccion no enzimatica en la formacion de cianohidrinas (3b)

Para el estudio de las biocatdlisis se tomé en cuenta que el uso de una pequeha
cantidad de solucion amortiguadora (2-10%) en un disolvente organico inmiscible es la
metodologia habitual para las reacciones catalizadas por las oxinitnlasas, mejor
conocida en la literatura como sistemas bifasicos, que dependiendo de la cantidad del
sistema acuoso pueden ser sistemas micro-acuosos. Sin embargo, trabajos recientes
han establecido que debido a que la adicién quimica de acido cianhidnico transcurre
en la fase acuosa y de manera espontanea, se debe considerar este punto como
clave en el proceso de biocatélisis. Por lo tanto fué necesario tener un control quimico
donde se determinara el %ed que se genera con el empleo de los sistemas bifasicos,
que en este caso serian utilizados en este proceso. Con base en lo anterior se decidio
plantear en nuestra metodologia, la presentacién de dos controles quimicos: el
primero se realizaria con NaCN y NH,Cl denominado como método A, y el sequndo
fue elaborado empleando sistemas “microacuosos” donde se utilizé como disolvente
organico eter diisopropilico/solucion amortiguadora de citratos a pH 4 y 5, utilizando
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1.0y 1.5 eq. de la solucién amortiguadora de citratos/KCN, el cual se denominé como

método B, descrito en la metodologia.

7.71.1

Reaccion utilizando el método A (control quimico A)

Las reacciones quimicas se realizaron a 5, 20 y 30°C con NaCN y NH,CI, en agua, en

la tabla 27 se muestran los resultados, se elaboraron 11 lotes, con 3 repeticiones por

cada temperatura utilizada. Las cianchidrinas obtenidas fueron analizadas por CLAR

utilizando una columna quiral OJ-H el método de analisis se describié en el apartado
7.5.7 y por RMN "H descrito en el apartado 7.5.5.

Tabla 27. Condiciones de reaccion, rendimientos, % de conversion y %ed en la

5 —desoxi-2°,3"-O-isoproplliden-5 -oxg-uridina

cbtencion del compuesto (3b).

o o
8 :
i} NH,Cl 2 mmol N™ G
/——<OJ/N © 1) NagN 2 mmot NC\_{’J/
_— = )
1y H,0 5 .,
O/ ; ._"0 ) Hy HO [
C. e}
Hoe Cha He O

2°,3"-0-Isopropiliden-5"-ciano-uridina

2°,3"-O-isoprapiliden-5"-clano-urfdina

Lote | Lote | Lote | Lote | Lote | Lote | Lote | Lote | Lote  Lote | Lote
1 | 2 3 | 4 5 6 7 | 8 9 10 | M
e ‘ J = —— _
reaccion SC sC 5 5 5 i 20 20 | 20 | 30 30 30
(o | | LT T |
Tiempo de [ | [
reaccién 6.0 5.5 4.0 4.0 40 3.5 3.5 35 35 | 35 35
| {horas}) [
G e (S ! | =
|R°“d(',;‘)‘°"‘° | 893 809 | 548 521 571 | 978 | 956 | 907 | 976 | 911 | 906
| o % Conversién CLAR yRMN o
— _ ~ oy } 1
Conversion | 986 | 97.3 ‘ 966 962 | 100 | 989 | 977 | 957 & 988 | 96.1 ‘ 92.8
CLAR ; | | |
% B 1 [ T |
| Conversién 989 | 984 | 924 | 947 | 97.2 94.2 92.3 969 | 927 | 91.0 | 91.9
RMN |
Relacién Diastercisomérica y %ed por CLAR y RMN
%A CLAR 579 | 551 | 521 | 508 | 565 @ 5606 | 57.21 | 56.09 | 56.36 | 5645 | 574
%B CLAR 421 | 449 | 448 | 492 | 435 4394 [ 4279 [ 4391 [ 4364 | 4355 | 426
| %ed e i i IS
ELAR | 789 102 | 724 | 16 129 | 122 | 144 | 122 1272 | 129 | 147
%ARMN | 5654 | 57.0 | 54.02 | 5525 | 58.14 | 58.22 | 58.33 | 5613 | 54.94 | 54.64 | 61.65 |
%BRMN | 4346 | 43.0 | 4598 | 44.75 | 4186 | 41.78 | 41.67 | 4387 | 4503 | 4535 [ 38.35
%edRMN | 1308 | 140 | 804 | 105 16.0 | 1644 [1666 1226 | 994 | 929 | 233

I
I
[
|

5C'Sin controtar, pH wica 10 pH fnal 8
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Como se puede observar en la tabla 27, se compararén los dos métodos analiticos
para la cuantificacion del %ed, utilizando CLAR y RMN 'H. La relacion
diasteroisomérica para el método A, presentd valores que van desde 54.0 hasta
61.7% por RMN'H y 50.8/ 57.9 % por CLAR de la relacién hacia uno de los dos
diasteroisémeros generados. Obteniendo un % de conversion de entre 91 a 98.9% en

un maximo 6 horas de reaccion.

En la tabla 28 se muestra el promedio (y) del grupo de datos obtenidos por
temperatura de reaccion, el %ed, el % de los diasteroisémeros A y B; asi como la
desviacion estandar {DE), para cada una de las temperaturas utilizadas, tanto por
CLAR y RMN'H.

Tabla 28. Promedios y DE del %ed y del % del diasteroisomero A y B por CLAR y
RMN utilizando el método A.

%ed % AREA por CLAR %ed % AREA por RMN

Temperatura

°0) CLAR %A %B RMN %A %B

5 v 10.09 54.30 44.21 12,16 56.08 43.92
DE 5.66 2.96 296 4.23 0 2.12
20 y 12.91 56.45 43,55 14.53 57.26 42.73
DE 131 0.66 0.66 212 1.06 1.06
30 v 13.45 56.72 43.28 14.18 57.09 42.91
DE 1.11 0.55 0.55 7.91 3.96 3.95

Del %ed obtenido, se realizé un analisis estadistico inferencial y se aplicé un andlisis
de varianza de dos factores (ANOVA) y una prueba de t pareada para cada
temperatura empleada. Lo anterior con el fin de determinar si existe diferencia

estadistica entre los resultados obtenidos por CLAR y RMN'H.

En la grafica 1 se observa la dispersién de los datos del %ed analizados por CLAR y
por RMN "H.
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Comparacion de % ed por Sintesis Quimica para CLAR y

30.00 - RMN
8 25.00 -
:
g 20.00
°
2 1000
3
b
® 500
0.00 - — . -
5 20 30
Temperatura®C
—==%ed HPLC —e— % ed RVMIN
Temperatura (°C) 5 20 30
%ed CLAR 10.09 12,91 13.45
%ed RMN 12.16 14.53 14.18

Grafica 1. %ed para el método A, a diferentes temperaturas.

Los resuitados del ANOVA muestran que no existe diferencia significativa entre los
valores del %ed con ambos métodos analiticos CLAR y RMN 'H a las diferentes
temperaturas estudiadas; comparando la varianza de ambos métodos, obteniendo
una Fea=1.2735 y una Fiap w-o0s2, 115=6.04, para la comparacion de las diferentes
temperaturas utilizadas tampoco existe diferencia estadisticamente significativa,
comparando la varianza de cada grupo obteniendo una F.; =2.1535 ¥ una Fiap (u=0 052,
215=4.77. Por lo tanto no existe diferencia estadisticamente significativa entre las
medias de ambos métodos analiticos, ni entre las medias de las temperaturas

empleadas.

El analisis de t pareada mostré gque no existe una diferencia estadisticamente
significativa para poder decir que existe diferencia entre los métodos, ni las
temperaturas empleadas obteniendo una p>0.05. Por lo tanto, ninguno de los dos

factores {(método analitico y temperatura) tienen influencia significativa en el resuitado.
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Método B

7.7.1.2. Reaccién utilizando el método B (control guimico B)apH4y 5
y concentraciones de 1.0 y 1.5 equivalentes de KCN en la

solucién amortiguadora de citratos (SA)

El método B son controles quimicos abtenidos a partir del empleo de sistemas
bifasicos utilizando pequefas cantidades de agua presente en la solucién
amortiguadora de citratos (SA) mejor conocidos como sistemas “micro-acuosos”. Esta
reaccion control fue estudiada a diferentes temperaturas: 5, 10, 20 y 30°C con éter
diisopropilico. Se realizd cada lote por cuadruplicado a las diferentes temperaturas,
empleando 1.0 y 1.5 equivalentes de solucion amortiguadora (SA) de KCN/citratos a

pH4y5.

7.71.21. Reaccion Método B a pH 4

Se realizaron 12 lotes empleando sistemas *micro-acuosos’ a pH 4 utilizando 1.0
equivalentes de SA de KCN/citratos y éter diisopropllico a diferentes temperaturas. En
la tabla 29 se muestra la relacion diasteroisomerica de A y B, el %ed determinado por
CLAR y RMN 'H y el % de conversién por ambas técnicas obteniendo un rendimiento

maximo del 99.86 % por RMN 'H con tiempos de reaccidn maximos de 150 hrs,

Tabla 29. % conversion, relacion diasteroisomérica y %ed en la obtencion del

compuesto (3b) a pH 4 y 1.0 equivalentes de la SA de KCN/citratos.

Relacion diasterolsomérica y %ed por CLAR y RMN 'H

% conversion ‘

Temperatura pH ‘:;l‘ ) o L el | _

! (*C) SA %A %B %od %A | %B %od | CLAR | RMN

| CLAR CLAR CLAR RMN | RMN RMN

= 1.0 EqulvaEtes de KCN en I;Gucibr{-hl:n"c;r_ﬂ.guadora de citratos

[ 5 4 10 | 5010 | 4990 020 | 5048 | 4851 | 098 | 9709 | 9568

I 5 [4 [ 10 [ 5215 [ 4785 | 430 | 5160 | 4840 320 | 9636 | 9302

[ 5 [ a4 [ 10 5366 | 46.34 732 | 5342 | 4658 | 684 | 9769 | 9665

[ 5 [a [ 10 [ 5080 [ 4940 | 120 | 5155 | 4845 | 310 | 97.30 | 97.04

; : . ot ARk

! 10 4 [ 10 5365 | 4635 | 7.30 54.05 4595 | 8.10 9907 | 97.37

. 10 4 | 10 | 5202 | 4798 | a04 | 5126 | 4874 2.52 9872 | 96860

[ 10 4 | 1o 5475 | 4525 | 950 | 52.81 47.39 522 | 9097 | 8787
10 [ 4 [ 10 [ 5120 (4880 | z4a0 | 5480 4520 | 980 | 8878 | 9767
20 4 [ 10 [ sa11 [ 4389 [ 1222 | 5558 4442 | 112 | BB4a | 8033

[ 20 4 | 10 [ 5721 | 4279 | 1442 | 5682 4318 | 136 96.21 92.19

[ 20 4 | 10 | 5345 | 4855 | 690 | 5682 | 4318 | 136 | 9888 | 97.57

20 4 | 10 | 5689 | 4311 | 1378 | 5984 4016 | 197 | 1000 | 985
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30
30
30

30

a4 | 10
4 1.0
4 1.0
a 1.0

5561 | 4439 | 1122
5580 | 44.20 1160 |
6180 | 3811 | 23.78 |
54.13 | 4587 826

5723 | 4277
5593 | 4407 |
6242 | 3758
54 64 4538

9777 |

[1a5 [ oBzz

[11s [ o778 | 9812
248 | 9874 | 97.84
928 100 09.86

"Dificultad de cuantficacion sefiales a nivel de ruido

Se puede observar un aumento en el %ed conforme aumenta la temperatura,
obteniendo relaciones diastercisoméricas que van desde 50.5/49.5% a 5°C hasta
62.4/37.6% a 30 °C por RMN 'H y de 50.1/49.9% a 5°C hasta 61. 9/38.1% a 30°C por
CLAR, con % de conversién mayores al 90% y tiempos de reaccién de 90 hrs, los

tiempos de reaccion son mas largos que los obtenidos con el método A.

En la tabla 30 se muestra el promedio (¥) del grupo de datos obtenidos para el %ed y
para el % de los diasteroisémeros A y B; asi como la desviacion estandar (DE), para

cada una de las temperaturas utilizadas, tanto por CLAR y RMN'H.

Tabla 30. Promedios (¥) y DE del %ed y del % del diastercisémero Ay B por CLAR y
RMN utilizando el método B a pH 4 y 1.0 equivalentes de la SA.

Temperatura %Ed % AREA por CLAR %ed % AREA por RMN
ke CLAR % A %B RMN CLAR % A
- y 326 | 51.6275 483725 | 3.53 | 51765 48235
DE 3.22 1.61 1.61 2.43 1.22 1.22
10 ¥ 5.81 52.905 47.095 6.36 53.18 46.82
DE | 319 1.60 1.60 3.14 1.57 187" |
¥ 11.83 55.915 44.085 14.53 57.27 42.74
20
DE | 341 1.71 1.71 363 1,81 1.81
20 v 13.71 56.8575 | 43.1425 | 15.11 57.555 42.445
DE | 687 3.44 3.44 6.82 3.41 341

Los resultados generados del analisis por CLAR y RMN'H con solucién amortiguadora
de KCN/citratos a pH 4 y 1.0 eq. de la SA de KCN/citratos a temperatura 20 y 30°C no
muestran una diferencia en la relacion diasteroisomérica con respecto al método A.
Sin embargo comparando la temperatura de 5°C se observa por debajo de lo obtenido
con €l método A, lo cual puede atribuirse a la liberacién de HCN en el medio a altas
temperaturas y una mayor velocidad de reaccion a mayor temperatura, por lo cual a
bajas temperaturas se tendria mejor controlado el no favorecer uno de los

diateroisémeros con la simple presencia de HCN en la solucién amortiguadora.
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En la grafica 2 se observa la dispersion de los datos del %ed analizados por CLAR
RMN 'H, a pH 4 y 1.0 eq. de la solucién amortiguadora de KCN/citratos.

Comparacion del% ed por CLAR y RMN (pH 4) 1.0

30.00
. eq.de Solucion Amortiguadora de KCN/citratos
| 2500
20.00 1
b —
$15.00
| |
| 1000 |
5.00 |
0.00 : —
5 10 20 30
Temperatura (°C)
—+—%ed CLAR —%— % ed RMN
Temperatura (°C) 5 10 20 30
% ed CLAR 3.26 5.81 12.65 13.71
% ed RMN 3.53 6.36 14.53 15.11

Grafica 2. %ed para el método B, a diferentes temperaturas pH 4 y 1.0 eq. de la SA.

Se realizé6 un analisis estadistico para ver si existia diferencia estadisticamente
significativa entre los métodos analiticos empleados para la cuantificacion del %ed y
las temperaturas utilizadas para el método B, en las condiciones de pH vy

concentracion de la SA de KCN/citratos.

Comparando las varianzas de ambos métodos analiticos, CLAR y RMN 'H, utilizando
la prueba de ANOVA, se concluye que no existe diferencia estadisticamente
significativa entre las varianzas del %ed obtenido con ambas métodos analiticos a las
diferentes temperaturas empleadas; obteniendo una F.,=0.3129 y una Fipe-00s2,
130)=5.57, por lo que no hay evidencia suficiente para decir que exista diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de ambos métodos analiticos. Sin
embargo, al comparar la varianza del %ed a las diferentes temperaturas, se puede

observar que si hay diferencia estadisticamente, obteniendo un valor de F;,=13.3606
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Yy una Fipe-oo0s2 328=3.63 con una p<0.0001, por lo tanto existe diferencia

estadisticamente significativa entre las medias de las temperaturas empleadas.

El analisis de t pareada mostré que no existe una diferencia estadisticamente
significativa para decir que hay diferencia entre los métodos analiticos CLAR y RMN
'H (p>0.05).

Se realizé un andlisis de t student para comparar los diferentes grupos de
temperaturas, encontrando que no existe diferencia estadisticamente significativa
entre 5y 10°C y entre 20 y 30°C pero 5y 10°C, si son diferentes a 20 y 30°C.

Se realizd una prueba de Tukey-Krammer para determinar la influencia de Ia
temperatura en el %ed de la reaccion, este se puede emplear para comparar
diferentes blogques. Con lo anterior se puede concluir que no existe diferencia
estadisticamente significativa entre 5 y 10°C, pero ambas son diferentes
estadisticamente con 20 y 30°C y éstas a su vez no son diferentes entre si. Lo cual
representa una variacion e inferencia de los resultados al cambiar la temperatura de

reaccion.

7.7.1.2.2. Reaccion Método B a pH 5

A) pH 5y 1.0 Equivalentes de la SA de KCN/citratos
En el empleo de los lotes control en condiciones de reaccion pH 5 y 1.0 equivalente
de la SA de KCN/citratos, se realizaron 4 lotes por cuadruplicado a 5, 10, 20 y 30°C.
En latabla 31 se muestra la relacion diasteroisomérica de A y B, el %ed determinado
por CLAR y RMN 'H y el % de conversién por ambas técnicas obteniendo un

rendimiento maximo del 100%, con tiempos de reaccién de 112 hrs.

Tabla 31. % de conversion, relacion diasteroisomérica y %ed en la obtencion del
compuesto (3b) a pH 5 y 1.0 equivalente de la SA de KCN/citratos.

| eq. Relaci6n diasterolsomérica y % ed por CLAR ¥y RMN 1H % conversitn
Temperatura d o ot ot Pt Fe ot b
°C) pH de %A %B %ed | %A %B %ed | e RMN
SA° | CLAR | CLAR | CLAR | RMN | RMN | RMN
i Método B 1.0 equivalentes de KCN en |a solucién amortiguadora
5 5 | 10 [ 5303 | 46.97 6.08 5233 | 4767 | 4686 | 9670 | 9464
5 s 10 | 4908 [ 5097 [ 191 [ 5259 | 47.¢1 513 [ 9638 [ 94.79
5 [ s 10 | 5174 [ 4826 | 348 [ s3os | 4605 | 700 | 9769 | 9787
5 [ s 10 | 5292 [ 4708 | 58 | 5186 | 4814 372 | 9939 | oam4
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10 5 | 10 5585 | 44.15 1.7 5600 | 44.00 120 9400 | 9375
10 [5 [ 10 5442 | 4558 B.84 5625 | 4375 [ 125 [ 1000 | @114
10 | 5 10 | 5320 | 46.80 6.40 5409 | 4581 | 751 | 1000 | 96.89
10 [ 5 10 | 5313 | 48.87 6.26 54.09 4591 | 818 | 1000 | 100.0
20 [ 5 1.0 | 5111 48.89 222 | 5246 | 4754 | 492 [ 9595 94.33
. 20 [ 5 | 10 | 5501 | 4499 | 1002 | 5650 | 4350 | 130 | 9747 | 9219
20 [ 5 10 | 5683 | 4317 | 1366 | 5650 | 4350 | 130 | 9885 | 9970
[ 20 5 [10 [ 5713 [ 4287 [ 1a26 | 5847 4153 189 | 8881 96.50
3 [ 5 [ 10 [ 8159 [ 3841 [ 2318 | 6076 | 3924 | 215 | 9834 98.93
T3 | 5 1.0 6397 | 3803 | 27984 | 8385 3605 [ 279 | 8009 | 9832
30 5 [ 1.0 | 5720 [ 4280 14.40 5875 | 4125 175 | 8890 | 9876
30 5 10 5759 | 42.41 15.18 6423 | 3576 285 | @915 [ 1000

* Dificultad de cuantificacién sefiales a nivel de ruldo

Los resultados generados de! analisis por CLAR y RMN'H con 1.0 eq de solucion
amortiguadora de KCN/citratos a pH 5, muestran un aumento en la relacién

diasteroisomérica con respecto al método A y al método B (pH 4).

Se puede observar en la tabla 31 un ligero aumento en el %ed, conforme aumenta la
temperatura, obteniendo relaciones diasteroisoméricas que van desde 64.2/35.8 a
51.9/48.1 por RMN 'H y de 64.0/36.0 a 49.1/50.9 por CLAR, con % de conversién
mayores al 90%, con tiempos de reaccion de 112 hrs, tiempos de reacciéon mas largos

que los obtenidos con el método A y menores que el método B (pH 4).

En la tabla 32 se muestra el promedio (¥) del grupo de datos obtenidos para el %ed y
para el % de las relaciones diasteroisoméricas de A y B; asi como la desviacion
estandar (DE), para cada una de las temperaturas utilizadas, tanto por CLAR y RMN
1

H.
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Tabla 32. Promedios (Y) y DE del %ed y del % del diasteroisémero Ay B por CLAR y

RMN utilizando el método B a pH 5y 1.0 equivalentes de la SA de KCN/citratos.

Temperatura %ed % AREA por CLAR %ed % AREA por RMN
* CLAR % A %B RMN CLAR % A

B, 4.33 51.69 48.31 5.35 52.68 47.32

2 DE 1.99 1.86 1.99 1.80 0.90 0.90
£ \ 7.17 54.15 45.85 10.05 55.11 44.89
DE 4.44 2.43 2.43 2.57 1.18 1.18

i N4 10.04 55.02 44 98 11.96 55.98 44 .02
DE - 554 2.77 7L 5.0 2.53 2.53

= ¢ 20.18 60.09 39.91 22.30 61.92 38.08
DE 6.52 3.26 3.26 11.94 2.64 2.64

En la grafica 3 se observa la dispersion de los datos del %ed analizados por CLAR

RMN "H a pH 5 y 1.0 eq. de la solucion amortiguadora de KCN/citratos.

30 . Comparacion de % ed por CLAR yRMN (pH 5)1.0

eq. de la Solucion Amortiguadora de KCN/citratos

25 -

20
b=
[.T)
&1 |

10 /!

5

[
0
10 20
Temperatura °C g sroq clAR —+— % ed RMN |

Temperatura (°C) 10 20 30

% ed CLAR 717 10.04 20.18

% ed RMN 10.05 11.96 22.31

Grafica 3. %ed para el método B, a diferentes temperaturas pH 5y 1.0 eq. de la SA

de KCN/citratos.
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Las graficas 2 y 3 de dispersion de datos muestran un incremento en los %ed
conforme aumenta la temperatura, demostrandose una influencia de la temperatura
en la adicion espontanea del ion "CN en la reaccién de formacién de la cianohidrina.
Ademas de esto, se debe considerar el pH de la soluciéon de citratos, ya que los
resultados obtenidos en los controles, muestran una influencia en la relacién

diasteroisomérica obtenida y por ende en el %ed calculado para los lotes elaborados.

Se realizd un analisis estadistico para ver si existia diferencia estadisticamente
significativa entre las temperaturas y los métodos analiticos para el método B en

estas condiciones de temperatura y concentracidn de la SA de KCN/citratos.

Los resultados del ANOVA muestran que no existe diferencia entre los valores del %
ed obtenido con ambas técnicas analiicas CLAR y RMN 'H a las diferentes
temperaturas utilizadas; obteniendo una F.;=0.6065 y una Fiap (a=0.052, 11305=5.57 por lo
que no hay evidencia suficiente para decir que existe diferencia estadisticamente
significativa entre las medias de ambos métodos analiticos. Sin embargo, al comparar
la varianza de! %ed a las diferentes temperaturas, se puede observar que existe
diferencia estadistica obteniendo un valor de F.3=24.7686 y una Figpa=0.0s2, 3128)=3.63
con una p<0.0001, por fo tanto existe diferencia estadisticamente significativa entre

las medias de las temperaturas empleadas.

El andlisis de t pareada mostré que no existe una diferencia estadisticamente
significativa por lo cual los métodos analiticos de CLAR y RMN 'H (p>0.05) pueden

ser empfeados indistintamente.

Para comparar las diferentes temperaturas se utiliz6 el analisis de t student, el cual
compara medias poblacionales, encontrando que no existe diferencia
estadisticamente signifiactiva entre 5, 10 y 20°C pero son diferentes estadisticamente
con 30°C.

Al mismo tiempo, se realizd una prueba de Tukey-Krammer para determinar la
influencia de la temperatura en el %ed de la reaccion. Esta prueba se encarga de
comparar diferentes bloques, obteniendo los mismos resultados que con la t student,

al comparar los diferentes grupos de temperaturas, se puede concluir que no existe
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diferencia estadisticamente significativa entre 5, 10 y 20°C, sin embargo son
diferentes estadisticamente con respecto a 30°C. Lo cual representa una variacion e

inferencia de los resuitados al cambiar la temperatura de reaccion a 30°C,
B) pH 5 y 1.5 equivalentes de la SA de KCN/citratos

Se realizaron 6 lotes a 20 y 30°C, empleando solucion de citratos a pH 5, utilizando
1.5 equivalentes de la solucion amoertiguadora. En la tabla 33 se muestra el % de
conversion, la relacion diasteroisomérica y se determiné el %ed por CLAR y RMN 'Hy
el % de conversién por ambas técnicas obteniendo un rendimiento maximo del 99.35
%.

Tabla 33. % conversion, relaciéon diasteroisomérica y %ed en la obtencién del
compuesto (3b) a pH 5y 1.5 equivalentes de la SA.

— ,
eq. Relaci6n diasterolsomérica y %ed por CLAR y RMN 'H % conversién |

Tem;(::::r)atura pH de e & e — s - — _ |
24 c{f:R !CfﬁBuR ; c’i’_i”é | R/;dlI\\I i RI:ABN é’ﬁ: L OLAR | IRMNG

1.5 equivalentes de KCN en la Solucién Amortiguadora -

20 | 5 | 15 | 5447 4553 | 894 | 5405 | 4595 [ 810 | 9960 | 99.20

MétodoB | 20 [ 5 15 | 5535 {4465 [ 1070 | 5505 | 4495 | 101 | 97.40 | 98.16
20 [ 5 15 | 54.20 | 4580 | 840 | 5375 | 4625 750 | 9530 | 97.15 |

5 15 | 5116 | 4884 | 232 | 5205 | 4795 410 | 9845 9865
i 30 | 5 | 15 | 5286 | 4714 | 572 | 5188 | 4812 | 376 | 9735 | 99.35
5

[ 15 | 5067 | 4933 | 134

[5109 | 4891 | 218 | 96.14  97.16

Los resultados generados del andlisis por CLAR y RMN 'H con solucién
amortiguadora de KCN/citratos a pH 5 y 1.5 eq. de KCN en la SA, muestran una
disminucion en la relacién diasteroisomérica con respecto al método B pH 4 y pH 5,

“utilizando 1.0 eq. de la SA, obteniendo tiempos de reaccion mas cortos de 92 hrs.

No se puede observar un gran diferencia en la relacion diasteroisomérica al cambiar la
temperatura, obteniendo las relaciones diasteroisoméricas que van desde 55.05/44.95
a 51.1/48.9 por RMN 'H y de 55.4/44.6 a 50.7/49.3 por CLAR, con % conversién
mayores al 97% y con tiempos de reaccidon de 92 hrs; siendo tiempos de reaccion mas
largos que los obtenidos con el método A pero mas cortos que los obtenidos con el

método B a pH 5 y con 1.0 eq. de la SA.
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En la tabla 34 se muestra el promedio (¥) del grupo de datos obtenidos para el %edy

para el % de los diasteroisémeros A y B, asi como la desviacién estandar (DE), para

cada una de las temperaturas utilizadas, tanto por CLAR y RMN "H.

Tabla 34. Promedios (Y) y DE del % ed y del % del diastercisémero Ay B por CLAR y
RMN utilizande el método B a pH 5y 1.5 equivalentes de la SA.

Temperatura Y%ed % AREA por CLAR %ed % AREA por RMN
i CLAR % A %B RMN % A %B
50 ¥ 9.35 54.67 45.33 8.57 54.28 45.72
DE 1.20 0.60 0.60 1.36 0.68 0.68
10 ¢ 3.13 51.56 48.44 3.35 51.67 48.33
N R 1.15 1.15 ] 1.02 0.51 L

En la grafica 4 se observa el histograma donde se comparan los datos del %ed
analizados por CLAR y RMN 'H a pH 5y 1.5 eq. de SA a 20 y 30°C. El %ed es menor

a 10% para ambas temperaturas.

Comparacién del % ed por CLAR y RMN (pH 5) 1.5 eq.de
la Solucion Amortiguadora de KCN/citratos

M % ed RMN

15.00 1
13.00 -
11.00 -
9.00 1
L
® 7.00 -
5.00 -
3.00 -
1.00
— 2 30
Temperatura(°C} M % ed CLAR
Temperatura (°C) 20 30
%ed CLAR 9.35 3.13
°/ned RMN 8.57 3.35

Grafica 4. %ed para el método B, a diferentes temperaturas pH 5y 1.5 eq. de la SA.
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Se realizo el andlisis estadistico para ver si existia diferencia estadisticamente
significativa, entre las temperaturas y los métodos analiticos, para el método B en

estas condiciones de temperatura y concentracion de la SA de KCN/citratos.

Los resultados del ANOVA muestran que no existe diferencia entre los valores del %
ed obtenidoc con ambas técnicas analiticas CLAR y RMN 'H: obteniendo una
Fea=0.0199 y una Fyp (w=0.0s2, 110)=6.94 por lo que no existe evidencia suficiente para
decir que existe diferencia estadisticamente significativa entre las medias de ambos
métodos analiticos. Sin embargo al comparar la varianza del %ed a las diferentes
temperaturas se puede observar que existe diferencia estadistica, obteniendo un valor
de Fc=48.4653 y una Fipw=00s2, 110)=6.84 con una p<0.0001, por lo tanto existe
diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las temperaturas

empleadas.

El andlisis de t pareada mostré que no existe una diferencia estadislicamente
significativa para decir que existe diferencia entre los métodos analiticos CLAR y RMN

'H (p>0.05).

Para comparar las diferentes temperaturas se utilizo el analisis de t student, el cual
compara las medias poblacionales encontrando que existe diferencia

. estadisticamente signifiactiva entre 20 y 30°C.

El analisis estadistico elaborado para el método B a pH 4 y pH 5, al realizar la prueba
de  pareada para las mediciones de %ed por CLAR y RMN 'H, demostré que no hay
una diferencia estadisticamente significativa entre los resultados calculados con una

probabilidad menor a 0.5 respecto de las temperaturas (5, 10, 20 y 30°C).

En la grafica 5 se muestran los histogramas donde se comparan los dos métodos Ay
B v la diferencia de %ed calculado en cada uno, como se puede observar en ambas
gréficas la obtencion de un mayor o menor exceso diasteroisomérico esta
determinado en este caso por dos factores determinantes como son la temperatura y

el pH.
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Comparacion de! % eden el Método Ay B por RMN Comparacion del % eden el Método Ay B por CLAR
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Grafica 5. Comparacién del %ed para ambos métodos A y B, a diferentes

temperaturas.

En la grafica 5 se puede distinguir que al emplear un sistema “micro-acuoso” a pH 5y
30°C se puede obtener el mayor exceso diasteroisomérico, en ambos métodos a pH 4
y pH 5y 1.0 equivalente del ion "CN, resuita mas conveniente utilizar temperaturas
altas obteniéndose %ed altos, dando como resultado la obtencién de cianohidrinas

con una mayor pureza éptica.

Con estos resultados se confirma que al emplear RMN y CLAR se pueden determinar
el exceso diasteroisomérico para el compuesto (3b), obteniéndose resultados
confiables y reproducibles por ambos métodos sin destruir la muestra, por lo tantc se
puede cuantificar el %ed con ambas técnicas sin diferencia estadisticamente
significativa. Lo anterior permite contar con dos métodos rapidos y no destructivos
para la cuantificacion del %ed. Ademas es importante mencionar el efecto que ejerce
el pH, la temperatura y los medios de reaccién utilizados, ya que los resultados se ven
modificados al cambiar alguna de estas variables. Con este estudio se pueden realizar
mejoras para la implementacién de estas técnicas y determinar cual de ellas es mas
rapida, eficiente y de menor costo para la obtencién de la informacién requerida en
funcion de las necesidades estructurales de la molécula a considerar en una

investigacion.
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7.8. Proceso Biocatalitico

Con base en los resultados obtenidos de los dos métodos quimicos y el pequedo valor
de %ed observados, se optopor probar que el método biocatalitico como una opcién
para incrementar el % al generar un nuevo centro estereogénico. Inhicialmente se
estudié el comportamiento del aldehido (2b) en la reaccion de formacion de la
cianohidrina enzimatica, empleando un sistema bifasico disolvente orgdnico/solucion
de citratos, 1 equivalente de KCN a pH 4 y 5. La cantidad de enzima utilizada en los
procesos biocataliticos fue en relacién sustrato/biocatalizador 1.1 a diferentes

temperaturas 5, 10 y 20°C empleando como disolvente organico éter diisopropilico,

ver esquema 30.

0 NC \—<);]/
NH HO ",

P\ 57<o

o N o _
1} Fuente de OxlInitrilasa . HsC CH,
/4 Ii)Eter disopropllicol/Sol.
Amortiguadora de KCN O

© e apHay51NypHEL.5N,
@] Temperaura {°C}
K N
Hec CHs | Py
N O
5"-desoxi-2°,3"-0-isoproplliden-5- NC O
oxo-uridina (2b) -
HO ",
z O
QO
* Nuevo Centro quiral

(R, 5} 2",3-O-Isoproplliden-8 <cianc-uridina
(3b)

Esquema 30. Esquema general de la sintesis biocatalitica para la obtencién de la

cianohidrina de uridina (3b).

Se decidié utilizar para el proceso biocatalitico la solucion de citratos a pH 5, dado
que en la literatura se considera como el pH éptimo en el cual las oxinitrilasas,
obtenidas de fuentes vegetales, muestran su mayor actividad enziméatica. Probando

las temperaturas de 5, 10, 20 y 30°C, debido a que a mayor temperatura se
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incrementa la adicién guimica de acido cianhidrico al carbonilo, provocando con ello |a

obtencién de un menor %ed.

Se elaboraron 50 lotes por triplicado distribuidos en las diferentes temperaturas, pH, y
la fuente de oxinitrilasa empleada, en las tablas se muestran los promedios de cada
biocatalizador teniendo entre 4 y 5 datos para cada uno. En 1a figura 46 se muestra el
cromatograma y el espectro de RMN de un experimento biocatalitico con la finalidad
de identificar nuevamente los picos y las senales utilizadas en ambas técnicas
analiticas para la determinacion de la relacion diasteroisomérica como del % de

conversion.

g B

S

-
22775 - CN} =
|
37.195 CN} ow

&

1k : o

Figura 46. 1) Cromatograma y |l) Espectro de RMN para la obtencién de la

cianchidrina de uridina (3b), Ay B: Picos utilizados para la determinacién de! %ed.

Una vez analizada cada muestra obtenida por via biocatalitica por: CLAR y RMN H,
se procedidé a determinar en cual de las diferentes fuentes vegetales utilizadas, se
obtuvieron cianchidrinas con una mayor pureza Optica. Se seleccionaron fuentes
vegetales ricos en oxinitrilasas como son los géneros: Prunus, Annona y Pouteria, en
los que podemos enceontrar a la almendra, ciruela, capulin, cereza, durazng,
guanabana y mamey. A continuacion se muestran los resultados para las sintesis
biocataliticas elaboradas con los diferentes biocatalizadores seleccionados,

empleando diferentes temperaturas y pH.

Primero se realizé un analisis de las diferentes temperaturas 5, 20 y 30°C utilizando 4
biocatalizadores (mamey, almendra, ciruela y capulin) en las condiciones
recomendadas en la bibliografia para la solucién amortiguadora de citrato/ KCN pH 5
y 1.0 eq. de la SA.
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En la tabla 35 se muestran los resultados de los %ed y el % de conversion, al utilizar
1.0 eq. de la solucion de citratos a pH 5, a 5°C y los diferentes biocatalizadores
utilizados en estas condiciones. Es importante sefalar que se buscd determinar el
mejor tiempo de reaccién con el objetivo de optimizar la reaccién y obtener altos
porcentajes de conversion, sin embargo al presentar elevados % de conversién en
estos procesos de cianacion, hay que considerar que en ciertos casos se induce el
praceso no enzimatico {quimica). Asi mismo, en la Grafica 6 se puede observar la
comparaciéon de los resultados obtenidos con los diferentes biocatalizadores y el

método A y B (control del proceso no enzimatico).

Tabla 35. %ed de la cianchidrina (3b) en sistemas bifasicos a 5°C apH 5y 1.0 eq. de
la SA.

| ratura | eq. de Retacion ' 9 by l ¥
! Fuento Tem(pnec) qSA Bioscl;s;;?z‘:;lor pH C/IO_Z‘:! R{nl‘:: | convﬁrsién
Método A 5 e | - - 1009 1216 | 9477
| Método B 5 B = | 5 | 4335 | 535 | 9669
| Mamey 5 1.0 111 [ 5 123 281 | 9256
[ Almendra | 5 1.0 | 1:1 5 | 186 537 | 1000
Comparacién de biocatalizadores a5° C,pH5 y 1.0 eq.
20.00
18.00
16.00
14.00
12.00
g10.00
®
8.00
6.00
4.00
I 2.00 ./’-
| 000 “ |
| Blanco Método Blanco Método MAMEY ALMENDRA
A B

& %ed CLAR W % ed RMN

Grafica 6. %ed, para el método Ay B y cada biocatalizadora pH Sy 1.0 eq.
de la SA a 5°C.

En la grafica 6 se puede observar que ios biocatalizadores no presentan un %ed

mayor al método B (control), la induccion no sobrepasa el 6 % de ed. En este caso
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los biocatalizadores utilizados no presentan diferencia al control, por lo que se puede
decir que en estas condiciones, con los biocatalizadores utilizados, no se genera un

aumento en |a pureza éptica de la cianohidrina ademas de que los %ed son menores

al control quimico (Método A).

A la temperatura de 20°C hubo un aumento en e! %ed para el biocatalizador mamey
ver tabla 36, presentando un %ed de 27.2 y 32.3 por CLAR y RMN'H

respectivamente, ver grafica 7 en donde se compararon los tres métodos.

Tabla 36. %ed de la cianohidrina (3b) en sistemas bifasicos a 20°C apH 5y 1.0 eq.
de la SA.

Relacién [

| Temperatura | eq. de %ed | %ed %

Fuente Sustrato: | pH bz
{°C) SA Biocatalizador CLAR RMN . conversién
Método A 20 1.0 = = 12.91 1453 | 9447
Método B | 5y 10 | - 5 | 10.04 11.96 | 95868
Mamey 20 1.0 11 5 | 2757 3233 | 97.75
Almendra 20 10 1:1 5 | 182 112 | 98.67
Capulin | 20 1.0 11 5 | 870 8.40 100.00
Ciruela 20 10 | 1:1 5 | 440 3.80 100.00
Comparacion de biocatalizadoresa 20°C,pH5y 1.0 eq.
|
35.00 | 32.13
30.00
25.00
® 2000
kS
15.00
10.00
5.00
0.00

Blanco Blanco MAMEY ALMENDRA CAPULIN CIRUELA
Método A Método B

b xedciar W% ed RMN

Grafica 7. %ed, para el metodo A y B y para cada biocatalizadorapH 5y
1.0 eq. dela SA a 20°C.
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En la grafica 7 podemos observar que a 20°C y un pH 5, el mejor biocatalizador es el
mamey, incrementandose en un 17% el %ed con respecto a los controles,
presentando una relacion de diasteroisomeros por CLAR de 63.8/36.2 y por RMN de
66.2/33.8, mientras que los biocatalizadores almendra, capulin y ciruela no mostraron
una induccion mayor al control. El menor %ed fue para el biocatalizador almendra
con una relacion de diasteroisomeros de 50.8/49.2 y 50.6/49.4 por CLAR y RMN
respectivamente. Ciruela y capulin presentan un %ed mayor a la almendra pero no
mayor al control. El mejor biocatalizador a esta temperatura fue mamey con %ed de
27.5 por CLAR y 32.3 en RMN 'H.

A 30°C se obtienen los mejores %ed con los catalizadores mamey y almendra con %
ed de mas del 60%, ver tabla 37. En la grafica 8, podemos observar que mamey y
almendra son los biocatalizadores donde se presenta un mayor exceso comparado
con los controles método A y B, las relaciones de diasteroisomeros para los
biocatalizadores son las siguientes: mamey 82.99/17.01 por CLAR y 83.4/16.6 RMN
'H; mientras que para almendra 78.1/21.9 y 81.1/189 por CLAR y RMN 'H

respectivamente.

Tabla 37. %ed de la cianohidrina {3b) en sistemas bifasicos a 30°C apH 5y 1.0 eq.
dela SA.

Fuente Temperatura | eq. de gﬁ;?;?; pH Y%ed Yeed A

(°C) SA Biocatalizador | CLAR RMN conversion
[Método A 30 [ 1.0 S & [ = [ 1345 [ 1418 | 9187
| Método B | 30 | 10 - 5 | 2018 | 2231 | 9875
[ Mamey | 30 [ 10 11 5 | 6600 | 6670 | 9524
[ Almendra | 30 1.0 1:1 | 5 | 5722 | 6210 | 9438
| capulin | 30 [ 10 111 { 5 | 2410 | 2850 | 96.54
[ Ciruela | 30 10 | 11 5 [ 440 [ 380 | 96.96
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Comparacion biocatalizadoresa 30° C,pHS5 y 1.0 Eq.

66,0 66,7

70,00
60,00
50,00

40,00

% ed

30,00 2018 22,31
20,00 13,45 14,18

10,00

0,00 ¥
Blanco Blanco MAMEY ALMENDRA CAPULIN CIRUELA
Método A Método B

H %edCtAR W %ed RMN
Grafica 8. %e_d, p_arg el método A y By para cada biocatalizador a pHS5y
1.0 eq. de la SA a 30°C.

Como se puede observar el mejor %ed se presenté a 30°C con mamey y almendra
como biocatalizadores en relaciéon 1:1 sustrato:enzima, a pH 5y 1.0 eq. de la SA

En las graficas 6, 7 y 8 se observé que dependiendo de! biocatalizador, la
temperatura es un factor clave para la induccién asimeétrica en los diasteroisomeros
formados, ya que a 30°C almendra da el mejor %ed, y a 20°C no se favorece la
induccion; en 20°C, a excepcién de mamey, todos los biocatalizadores utilizados dan
un bajo %ed. Esto puede deberse que al preparar los polvos acetonidos en las
diferentes fuentes de oxinitrilasas se considera que las enzimas estan inmovilizadas
en el soporte natural de cada semilla y como las fuentes varian es de suponer que
también el soporte, los que nos lleva a concluir que cada fuente requiere diferentes
condiciones para activar dicha enzima y se tenga asl una mayor interaccion de la
misma con el sustrato para realizar la induccién asimétrica deseada. Suponiendo que
el soporte del polvo aceténico de almendra, mamey y capulin requieran mayor energla
para liberar la enzima y de esta manera interactue con el sustrato mientras que para

ciruela, esta temperatura pudiera desactivarla y no favorezca la induccién.

Se realizaron algunas modificaciones en la metodologia buscando obtener menores

tiempos de reaccidn y altos %ed, utilizando como biocatalizadores mamey y almendra
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modificando la relacién sustrato:biocatalizador se prob¢ con 1:0.5, 1.1, 1:2y 1:4 a 5,
20 y 30°C.

En la tabla 38 se muestran los resultados de los %ed y el % de conversion, al utilizar
1.0 eq. de la SA a pH 5 y con una temperatura de 5°C para mamey en diferentes
relaciones sustrato:biocatalizador. Asi mismo en la grafica 9 se puede observar la
comparacion de los resultados obtenidos con los diferentes biocatalizadores y el

método A y B (control del proceso no enzimatico).

Tabla 38. %ed de la cianohidrina {3b) en sistemas bifasicos a 5°C apH 5y 1.0 eq. de
la SA.

Temperatura | eq. de Relacion

: %ed %ed %
Fusnite (°C) SA  Sratrati; PH | cLaAr RMN | conversién
Biocatalizador
“Método A | 5 10 - —~ | 10,00 1216 | 9477
"Método B | 5 1.0 - 5 | 433 | 535 | 9669
Mamey | 5 16 | 11 5 | 123 | 281 9256
" Mamey | 5 | 10 1:0.5 5 | 823 | 407 84 38
Comparacion para Mamey de la Relacion Sustrato:
Biocatalizadora 5°C,pH9,1.0 eq.
14.00
12.00
10.00
T 8.00
R
6.00
4.00 |
2.00
0.00
Blanco Método Blanco Método 1:0.5 1:1
A B
Reladén Sustrato: Biocatalizador

B % ed CLAR V% ed RMN

Grafica 9. %ed, para el método A y B y mamey como biocatalizador apH 5y
1.0 eq. de la SA a 5°C a diferentes relaciones sustrato:biocatalizador.

En la grafica 9 se observa que no hay impacto al cambiar la relacion sustrato
biocatalizador en el %ed, la induccién no sobrepasa el %ed. En este caso los

biocatalizadores utilizados no presentan diferencia al control, no se genera una
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disminucién del tiempo de reaccion y se evidencioé una mayor dispersion en los datos
estadisticos en la relacién diasteroisomérica calculada por ambas técnicas analiticas,
fo cual se atribuye directamente al bajo % de conversién obtenido en el caso de
utilizar la relacién 1.05 sustrato:biocatalizador, debido a la duplicidad de sefales y a

las trazas de la materia prima, dificultando |a cuantificacion por RMN 'H.

En la tabla 39 se muestran los resultados de los %ed y el % de conversion, al utilizar
temperaturas de 20°C para mamey en las diferentes relaciones
sustrato:biocatalizador. Asi mismo en a grafica 10 se puede observar la comparacion
de los resultados obtenidos con los diferentes biocatalizadores y el metodo Ay B

(control del proceso no enzimatico).

Tabla 39. %ed de la cianohidrina {3b) en sistemas bifasicos a 20°C a pH 5y 1.0 eq.
dela SA.

eq. | Relacion | oed %ed

| Temperatura | %
Fuente de | Sustrato: pH .
| . (°C) SA | Biocatalizador | CLAR RMN conversion
! e |
| Méf“ 20 10 - |~ | r2e 1453 | 9447
| Még’d" 20 [ 10 s s | 10.04 ‘ 11.96 95.68
Mamey 20 |10 11 [ 5 | 2757 | 3233 97.75
| Mamey | 20 | 10 1.2 [ 5 | 1443 | 12.54 99 60
| Mamey | 20 1.0 14 [ s | 1502 [ 1265 | 9852
Comparacion para Mamey de la Relacién Sustrato:
Biocatalizadora 20°C, pH 5,1.0 eq.
35,00 32,33
| 30,00
25,00
h-]
20,00
15,00
10,00
5,00
0,00 * |
Blanco Blanco 1:1 1:2 1:4
Método A Meétodo B .. , |
Relacion Sustrato:Blocatalizador
W % ed CLAR W % ed RMN |

Grafica 10. %ed, ;:Tara el método A y B_y mamey como biocatalizador a [:;H 5
y 1.0 eq. de la SA a 20°C y diferentes relaciones sustrato:biocatalizador.
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En la grafica 10 podemos observar que a 20°C, pH 5, 1.0 eq. de la SA y mamey
como biocatalizador, al incrementar la relacidon sustrato:biocatalizador el tiempo de
reaccion disminuyd a la mitad, pero también se observa una disminucion en el %ed,

mayor al 13% de ed.

Para el biocatalizador mamey a 30°C ver tabla 40, se muestran los resultados de los

%ed y el % de conversion.

Tabla 40. %ed de |a cianohidrina (3b) en sistemas bifasicos a30°C apH S5y 1.0 eq.
de la SA.

. Relacion
Temperatura eq. de ] %ed Y%eed | %
Feanta (°C) SA Biosc::!st;rl?zt:;ior pH CLAR RMN | conversién
Método A 30 1.0 = - | 1345 1418 91.87
~ Método B | 30 1.0 - 5 2018 | 2231 | 9875
~ Mamey | 30 REET R 1.0.5 5 | 189 7.48 92.54
Mamey | 30 1.0 11 5 66.00 6670 | 9524
Comparacion para Mamey de la Relacion Sustrato:
Biocatalizadora 30°C,pH5,1.0 eq. '
66,0 66,7 I
70,00 4
60,00
50,00
40,00
o
LT |
w® 30,00
20,00 1 13,45 14,18
|
10,00
0,00 +- : —
Blanco Método Blanco Método 1:05 1:1
A B
Relacién Sustrato:Blocatalizador
B % ed CLAR B % ed RMN

Grafica 11. %ed, para el método A y B y para cada biocatalizador a pH 5y 1.0 eq. de
la SA a 30°C.

Como se observa el mejor %ed se presenté a 30°C con la relacion 1:1
sustrato:biocatalizador, a pH 5 y 1.0 eq, al disminuir la relacién de biocatalizador se

obtuvo mucha variacion en los resultados. Por lo tanto para el biocatalizador mamey
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la mejor relacion sustrato:biocatalizador para este compuesto, en todas las

temperaturas empleadas, es de 1:1.

Para el biocatalizador almendra a 30°C ver tabla 41, se muestran los resultados de
los %ed y el % de conversion al utilizar la temperatura de 30°C en diferentes
relaciones sustrato:biocatalizador. En la grafica 12 se visualiza la comparacion de las

diferentes relaciones con los controles.

Tabla 41. %ed de la cianohidrina (3b) en sistemas bifasicos a 30°C apH 5y 1.0 eq.
de la SA.

| eq. Relacion 5 [ : 2
Fuente Tem%%')a tura de Sustrato: pH Cﬁ?% :’,:: convfrsién
[ SA Biocatalizador
[ Método A 30 1.0 = - | 1345 | 14.18 91.87
[ Método B 30 1.0 = 5 | 2018 | 22.31 98.75
| Almendra 30 1.0 1:0.5 | 6 | 2623 | 16.28 89.87
[ Almendra 30 1.0 1:1 5 | 5721 | 62.10 94.38
| Almendra 30 1.0 1:2 5 | 4048 | 39.81 98.76
Comparacion paraAlmendra de la Relacion Sustrato:
Biocatalizadora 30 °C, pH 5, 1.0 eq.

70.00 62.10

60.00 ‘

50.00 : 40.48 39.81

000 |

&

30.00 |

|

2000 1 13.45 14.18

10.00 |

000 ¥ ; ; ; ;

Blanco Blanco 1: 0.5 1:1 1:2
Método A Método B
Relacién Sustrato: Biocatalizador

W% ed CLAR B % ed RMN

Grafica 12. %ed, para el Método A vy B y cada biocatalizadora pH 5y 1.0 eq. de |a
SA a 30°C.
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Como se puede observar en la grafica 12 el mejor %ed se presentd a 30°C con la
relaciéon 1:1 sustrato:biocatalizador a pH 5 y 1.0 eq, al disminuir la relacion de!
biocatalizador se obtuvo mucha variacion. Al utilizar |a relacién sustrato:biocatalizador
1.2, se disminuye el tiempo de reaccion con %ed de 40% y una relacién
diasteroisomérica de 70.2/29.8 para CLAR y de 69.9/30.1 por RMN 'H, menor al 10%
que lo obtenido a 30°C. Por io tanto para el biocatalizador almendra, la mejor relacién

sustrato biocatalizador para este compuesto a 30°C es 1:1.

Se realizaron algunos experimentos disminuyendo el pH de la solucién de citratos a 4,
los mejores resultados se obtuvieron a una temperatura de 30°C, con biocatalizador
de mamey y almendra, relacién sustrato biocatalizador 1:1. Los %ed a pH 4 no
muestran una induccion significativa comparada con los controles. El mayor %ed se
obtuvo con mamey, 12.9 y 20.6 %ed por CLAR y RMN 'H y para almendra de 9.6 y
16.0 %ed por CLAR y RMN "H respectivamente, ver tabla 42 y grafica 13.

Tabla 42. %ed de la cianohidrina (3b) en sistemas bifasicos a 30 °C apH 4 y 1.0 eq.
de la SA.

Temperatura | eq. de Relacién

: %ed %eed %
Furhts {°C) SA B_Sustra_:to. pH CLAR RMN | conversién
iocatalizador
| Método A | 30 | 10 - - | 1345 | 14.18 91.87
[ Método B | 30 [ 10 - 4 | 1372 [ 1511 | 9875
[ Mamey 30 [ 10 1-1 4 | 1290 | 2080 | 9637
~Almendra an 10 111 [ 4 | 980 | 1630 | 9545
Comparacion de biocatalizadoresa 30°C,pH 4y 1.0 eq
25.00 20.6
20.00
15.00
h-
LT}
® 1000
5.00 |
‘ o
.-/ #
| oop BHon—.—72—4———1+—+———
Blanco Método Blanco Método MAMEY ALMENDRA
A BpH 4

BX%ed CLAR B %ed RMN

Grafica 13. %ed, para el método A y B y cada biocatalizador a pﬁh y 1.0 eq
de la SA a 30°C.
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Se compararon los %ed para mamey y almendra a 30°C y 1.0 eq. de 1a SA a los

diferentes pH 4 y 5 como se muestra en la tabla 43 y en la grafica 14.

Tabla 43. %ed de |la cianohidrina {3b) en sistemas bifasicos a 30°C apH4ypH5 a

1.0 eq. de la SA.
Fuente ! Tem(pfcl:'a;tura
| Método A 30
| Método B 30
Mamey | 30
[ Almendra 30
| Método B 0
Mamey 30
| Almendra 30

i 1
by

- |
o olo

-y k| b -
olololo

eq. de

=N

Comparacin pHdy 5para Mameya30°C, 1.0 Eq.

¥

Blancn Método
BpH 4

de la SAy 30°C.

Los %ed a pH 4 se encuentran por debajo de lo observado para los mismos
biocatalizadores, en la mismas condiciones pero a pH 5 como se puede cbservar en

la grafica 14, por lo tanto se tiene un mayor %ed a pH 5y un 1.0 eqg. de la SA.

En las biocatalisis donde se utilizé sclucidon amortiguadeora 1.5 eq. a pH 5 y fuentes de
oxinitrilasas de almendra, capulin, durazno, guanabana y cereza, se obtuvo {a mayor
induccién con guanabana, con un %ed de 13.2% por CLAR y 11.7% por RMN H

Mamey a pH4

Blanco Métade
BpH S

B X ed (LAR

Grafica 14. %ed, para el método A y B y para cada biocatalizadorapH4y5a10eq

Mameya pH5

| Relacion
Sustrato:
| Biocatalizador |

1:1

11
11

B X ed Rt

pH

600
500
0.0
o
0.0

o

%ed

%ed | %
CLAR RMN conversion
13.45 | 1418 91.87
1372 | 1511 [ 9875
| 1290 | 2060 96.37
[ "a60 16.30 9545
| 2018 22.31 98.75
[ 86.00 66.70 9524
[ s722 | 8210 | 9438

oo

BpH &

pH

respectivamente, como se aprecia en la tabla 44 y en Ia grafica 15.

BpH S

B X ed CLAR
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Tabla 44. %ed de la cianohidrina (3b) en sistemas bifasicos a 20°C a pH 5y 1.5 eq.
de la SA.

== .

Crewe | Temmmom G shime | gt el %

[ SA | Biocatalizador

| Método A | 20 = — — | 1281 1453 | 8447
Método B | 20 R w 8 | 935 857 | 9817
Almendra | 20 [AE | 11 5 | 316 | 244 | 9956
Capulin | 20 [ 18 | 11 5 | 180 | 19 | 9876
Durazno | 20 5 | 11 5 | 9860 928 | 9765

| Guanabana | 20 15 | 11 "5 | 1322 | 1174 | 9864
Cereza | 20 e 1:1 5 | 772 | 638 | 9937

Comparacion de biocatalizadores 2 20° C,pH5 y 1.5 eq.
14.53

14.00

12.00

10.00

8.00

% ed

6.00

4.00

| 200

0.00

Blanco Blanco ALMENDRA  CAPULIN DURAZNO GUANABANA  CEREZA
Método A Método B

pH51.5eq E%ed CLAR O %ed RMN

Gréfa 15. %ed, para ;I método A y B y para cada biocatalizadorapH 5a 1.5 eq de
la SA y 20°C.

Mientras que a 30°C con solucion amortiguadora 1.5 N a pH 5, las fuentes de

oxinitrilasas utilizadas fueron durazno, guanabana y cereza; ohteniéndose la mayor

induccién para guanabana con un %ed de 16.4% por CLAR y 17.7%, por RMN H

respectivamente, como se aprecia en la tabla 45 y en la grafica 16.
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Tabla 45. %ed de la cianohidrina (3b) en sistemas bifasicos a 20°C apH 5y 1.5 eq.
de fa SA.

i —
I | Temperatura eq. Relacién

[ o 9
Fuente (°C) | gfl Bioscuastat’i?zt:(:jor ‘ PH | CLAR | th:: convfrsic’m
| Método A | 30 [ e | - | = [ 1345 [ 1418 94 47
| MétodoB | 20 [ 15 | — 5 | 313 | 335 9839
| Durazne | 20 | 15 | i1 5 | 842 | 138 96.54
Guanabana | 20 [ 15 | 1 I 5 | 1636 [ 177 '98.67
[ Cereza | 20 [ 15 | an T 5 162 | 148 | 9324
Comparacion de biocatalizadoresa 30°C,pHS y 1.5eq.
17.7
18.00
16.00
14.00
12.00
T0.00
® 8.00
6.00
4.00
2.00
0.00
Blanco Blanco DURAING  GUANABANA CEREZA
Método A  Método B pH5 '
1.5eq

| W% ed CLAR ™ % ed RMN

Gréﬁéa 16. %ed, para_el método Ay By Era cada biocatalizador a pH5a1.5eqde
la SAy 30°C.

De las graficas 15 y 16 se desprende que el mejor biocatalizador, en estas
condiciones, es guanabana aunque solo supera a los controles a 30°C ademas de
que tiene un mayor %ed superando a los meétodos quimicos reportados en [a

literatura, en donde el exceso diasteroisomerico informado es de solo 9 %ed."”
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8. CONCLUSIONES

Se obtuvo por sintesis quimica el aldehido derivado de uridina 5'-desoxi-2°,3-0-
isopropiliden-5"-oxo-uridina (2b), empleando como catalizador 1BX, el cual debido a
sus propiedades fisicoquimicas presenta ciertas ventajas por la baja solubilidad en la
mayoria de.Ios disolventes utilizados en sintesis organica, eliminandolo por filtracién,
su solubilidad disminuye en frio, ayudandonos a mejorar el rendimiento y su pureza al

eliminar la mayor cantidad de subproductos y materias primas de reaccion.

La sintesis del compuesto 2°,3"-O-isopropiliden-5"-ciano-uridina (3b) tanto quimica
como biocatalitica se obtuvieron con % de conversion altos y con elevada pureza

Optica en las biocataliticas.

La obtencién del compuesto (4b) empleando peréxido de hidrégeno al 30% fue la que

di6 mejores resultados de las 5 técnicas probadas.

Se caracterizo e identifico la materia prima (2',3'-O-isopropilidenuridina) asi como sus
derivados, los compuestos sintetizados (2b), (3b) y (4b), con técnicas
espectroscopicas (UV, Infrarrojo y Resonancia Magnética Nuclear). Ademas se
desarrollaron los métodos analiticos por CLAR y RMN para la identificacion y
caracterizacion de los siguientes compuestos: IBX (1a), acido 2-iodobenzoico,
Oxone®, 2',3'-O-isopropilidenuridina (1b), 5'-desoxi-2°,3-O-isopropiliden-5"-oxo-
uridina (2b) y 2°,3’-O-isopropiliden-5"-ciano-uridina {3h) y para cuantificar la relacién
de diasteroisomeros obtenidos al generar un nuevo centro estereogénico tanto

quimica como biocataliticamente al obtener la cianohidrina (3b).

Con los resultados obtenidos se confirma que la Resonancia Magnética Nuclear
{(RMN) y la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion {CLAR), empleando una
columna quiral, son métodos analiticos adecuados para cuantificar la relacion
diasteroisomérica en una reaccion estereoselectiva, ya que los resultados obtenidos
por ambos métodos son confiables y reproducibles sin diferencia estadisticamente
significativa. Lo anterior permite contar con dos métodos rapidos y no destructivos
para la cuantificacion del %ed de 2°,3°-O-isopropiliden-5"-cianc-uridina (3h),

importante intermediario en quimica fina.
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Se demostro la actividad biocatalitica de diferentes fuentes de oxinitritasas empleando
diversas fuentes vegetales de los géneros Prunus, Pouteria y Annona, con el
compuesto 5'-desoxi-2°,3"-O-isopropiliden-5"-oxo-uridina (2b}, ya que el cambio de
temperatura, pH y la concentracién de la solucion amortiguadora, modifican la
actividad enzimatica y por lo tanto se reflejan en su capacidad de induccion asimétrica

{porcentaje de exceso diasteroisomérico en este caso).

Se obtuvieron altos excesos diateroisoméricos en el compuesto 2°,3"-O-isopropiliden-
5°-ciano-uridina {3b), teniendo los mejores resultados con los biocatalizadores de

harinas de: almendra (Prunus dulcis) y mamey (Pouteria sapota).

El biocatalizador de mamey presenté los mayores excesos diatercisoméricos a
temperaturas de 20 y 30°C, mientras que para el biocatalizador almendra la mayor
induccién asimétrica se presento al emplear una temperatura de 30°C. Observandose
un mayor %ed con mamey y almendra con respectc al obtenido por métodos

quimicos.

Con los otros biocatalizadores utilizados: ciruela, capulin, guandbana, durazno y
cereza, se obtuvieron bajos excesos diastercisomeéricos, los cuales pudieran atribuirse
a la adicion quimica no enzimatica {espontanea), que se lleva a cabo en competencia
con la reaccion enzimatica de cianacion o a la complejidad del sustrato empleado. Por
lo que se debe buscar minimizar la reaccién quimica en estos procesos biocataliticos,
para lograr asi la obtencién de cianohidrinas con una mayor pureza éptica. Es de
resaltar que se logré un mayor %ed con respecto al logrado por métodos quimicos al

utilizar la biocatalisis.

En este estudio se hizo evidente la susceptibilidad enzimatica que presenta este tipo
de reacciones, ya que el cambio de temperatura, pH y la concentracion de la solucion
amortiguadora, modifican la actividad enzimatica y por lo tanto se reflejan en su
capacidad de induccién asimétrica (porcentaje de exceso diasterocisoménco). Es
importante mencionar la selectividad que presentan este tipo de reacciones, pudiendo
ser empleadas en la obtencidén de compuestos enantiopuros, para elaborar diversos

compuestos con alto valor agregado utiles en la producciéon de una amplia gama de
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productos farmacéuticos, desde antibidticos hasta antivirales, utilizados para combatir

diversas infecciones.

En este estudio fue posible determinar que el emplec de agentes biocataliticos son
una herramienta atil por la induccién asimétrica que favorecen la obtencién de
compuestos enantiopuros o enriquecidos de utilidad en la Industnia Farmacéutica.
Estos resultados son la Base para la elaboracidon de futuros procedimientos
biocataliticos, en donde el conocer las condiciones adecuadas mejorara la induccion
asimétrica en el sustrate de estudio y abre nuevas rutas para la obtencién de

nucledsidos de manera estereoselectiva.
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9. PERSPECTIVAS

Al obtener el compuesto 2°,3’-O-isopropiliden-5"-ciano-uridina (3b) enriquecido
diasteroisoméricamente por métodos biocataliticos, nos permite vislumbrar una serie
de modificaciones que podrian realizarse a la base nucleosidica, con la finalidad de
aumentar {a pureza enantiomérica de otros derivados nucleosidicos; cambiando la
base nucleosidica y obteniendo potenciales intermediarios farmacéuticos con alta
pureza optica. Empleando para ello una enzima desaminasa, misma que se encuentra
en bacterias Gram positivas; estas enzimas modifican el grupo amino de las bases
nucleosidicas y juegan un rol importante en el metabolismo de los nucledsidos, que
son atractivos hlancos como anticancerigenos, antibacteriales y antivirales, entre

olras.

Un elemento a considerar es la disponibilidad de estas enzimas, ya que varias de
ellas son comerciales, para futuras preparaciones quimioenzimaticas, transformando
las bases de nucledsidos. Asi se puede considerar el cambiar la base nucleosidica
(en este caso la uridina) por una base purica o pirimidica con alto valor para la
Industria Farmacéutica como lo es la adenina, guanina o inosina.™? Lo anterior abre
las posibilidades de generar un gran nimero de derivados nucleosidicos y obtener asi
una vaniedad de analogos nucleosidicos enriquecidos, con alta pureza optica en un

nuevo centro quiral.

Otro enfoque a estudiar es el ampliar las fuentes de oxinitrilasas (biocatalizador),
buscando catalizadores en los que se obtenga mayor o igual %ed al obtenido con
mamey, lo que puede considerar oxinitrilasas con conocida capacidad de formar (S)-
cianohidrinas. Ademas de continuar explorando sintetizar con mayor pureza el
compuesto {4b), tratando de caracterizar al diasteroisdbmero R y al S, asi como
desarrollar el metodo analitice para su identificacion y cuantificacion por CLAR en fase

reversa.

Una alternativa de conversion del grupo —C=N a la amida, seria el explorar el uso de
enzimas nitrilo hidratasas para evitar reactivos quimicos y lograr asi mejores

rendimientos y buscar también la induccioén asimétrica, de tal forma que en dos pasos
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biocataliticos se podria tener uno solo de los diasteroisomeros de la amida como meta

con una mayor integracién de pasos amigables con el ambiente.
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