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Resumen

El analisis de alimentos se caracteriza por su gran complejidad, esto se debe a la gran variedad de
analitos, que van desde macrocomponentes hasta trazas y que se encuentran por lo general en matrices
complejas. El equipamiento utilizado rutinariamente en laboratorios como Cromatografos, equipos de absor-
cién atdmica, espectrémetros de masa etc. tienen un alto costo y requieren tiempos de andlisis prolonga-
dos.

Una alternativa al uso de estos costosos equipos son los biosensores. Estos son sensores capaces de
reconocer y cuantificar analitos en matrices complejas a través de moléculas especificas inmovilizadas
sobre un soporte sélido. El desarrollo de estos sensores comenzé con la utilizacion de anticuerpos y
enzimas, pero los avances en la quimica de los acidos nucleicos permitieron reemplazar estas moléculas
por oligonucléotidos.

En la actualidad el uso de biosensores con acidos nucleicos se encuentra limitado por su inestabilidad
en los fluidos biolégicos, producto de la accion de las nucleasas (enzimas capaces de cortar secuencias de
ADN o ARN). Una alternativa a este problema es la incorporacién de modificaciones en los nucledtidos que
le confieran al oligonucleétido una mayor resistencia.

Las modificaciones en el carbono 2°, especialmente la incorporacion de un grupo metilo en esta posicién
confiere una mayor estabilidad a los oligonucleétidos.

El trabajo presenta tres rutas diferentes para la realizacion de esta modificacion, dos de las cuales nunca
habian sido llevadas a cabo.
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Abreviaturas y simbolos

AcOEt acetato de etilo

ACN acetonitrilo

AcOH acido acético

ADN acido desoxirribonucleico
DCA acido dicloroacético

TsOH acido p-toluensulfénico

ARN acido ribonucleico

TCA acido tricloroacético

aqg. acuoso

Ac,0 anhidrido acético

anh. anhidro/a

Bz bencilo

CDCl, cloroformo deuterado

c.c.d. cromatografia en placa delgada
HPLC cromatografia liquida de alta resolucién
DMSO dimetilsulféxido

DMSO-d; dimetilsulfoxido perdeuterado
Et,0 dietil éter

DMAP 4-dimetilaminopiridina

DMF dimetilformamida

dd doble doblete

d doblete

dt dobletriplete

NOE Efecto Nuclear Overhauser
eq equivalente/s

EtOH etanol

EP éter de petréleo

Ph fenilo

TBAF fluoruro de tretabutilamonio
UMe 2-C-metiluridina

MeOH metanol

m multiplete

n. d. no determinado

MNO 6xido de N-metilmorfolina
ppm partes por millén

Py piridina

PM peso molecular

RF relacion de frente

RMN resonancia magnética nuclear
S singulete

sa singulete ancho

Sss solucion saturada

THF tetrahidrofurano

TIPDS 1,1,3,3-tetraisopropildisiloxano
Ts tosilo

TEA trietilamina

t triplete



Tesinas Sintesis de 2"-C-Metilnucleosidos con potencial aplicacién en biosensores

Objetivo

El objetivo de este trabajo es establecer rutas sintéticas adecuadas para la preparacion de 2°-C-metilnu-
cledsidos en las cantidades necesarias para realizar la sintesis de los 2"-C-meteilnucledtidos trifosfato y los
posteriores estudios de técnicas de seleccion molecular para el desarrollo de biosensores.

Introduccioén

La industria de alimentos se caracteriza por la inmensa cantidad de sustancias quimicas utilizadas,
algunas de ellas forman parte de los alimentos naturalmente, mientras que otras son agregadas con fines
especificos cémo mejorar las propiedades organolépticas o aumentar la vida Util. La identificacién de estas
sustancias puede requerirse por diversos motivos determinar adulteraciones, falsificaciones, toxicidad, es-
tado higiénico etc. El avance en los estudios de toxicidad y las crecientes exigencias de las legislaciones
en materia de inocuidad de los alimentos ha obligado tanto a los productores como a los fiscalizadores a
controlar la composicion de los productos alimenticios, desde sus macrocomponentes como lipidos, protei-
nas, hidratos de carbono agua hasta sustancias trazas como metales pesados y toxinas entre otros.

El analisis de alimentos requiere en muchos casos de tiempos prolongados de analisis, y de instrumen-
tal sofisticado y costoso, Cromatografos liquidos y Gaseosos, equipos de absorcién atémica etc. Reciente-
mente ha cobrado gran impulso la utilizacién de metodologias alternativas como es el caso de los Biosen-
sores. Estos son dispositivos que tienen la capacidad de cuantificar analitos en matrices complejas en solo
minutos, existiendo incluso la posibilidad de acoplarlos en lineas de produccién para un monitoreo continuo.

1.2- Utilizacién de biosensores

Los biosensores son sensores que cuentan con enzimas o ligandos inmovilizados sobre un soporte
solido. Estas moléculas catalizan una reaccion quimica o se unen con el analito, produciendo una sefial
gue es utilizada para detectar y cuantificar el analito. La ventaja fundamental de este método de ensayo
reside en su gran especificidad, resultado de un reconocimiento molecular practicamente Gnico entre ligan-
do y analito. Este principio es similar al utilizado en los inmunoensayos, pero en contraste con estos
ultimos, los biosensores permiten la cuantificacion del complejo molécula-ligando en forma automéatica y en
tiempos mas cortos. Estas cualidades permiten su utilizacion en el andlisis continuo de trazas, estudios
ambientales y facilitan el control de calidad en industrias como la farmacéutica y la alimenticia. Existen un
gran namero de publicaciones en este campo y se prevé que en un futuro no muy lejano los biosensores
cumplan la funcién de “inmunoensayos de trabajo continuo”.
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Si bien en los ultimos afios ha habido grandes avances en el campo de los biosensores, alin quedan
varios problemas por resolver, relacionados en su mayoria con la inmovilizacion, orientacion y propiedades
especificas de las moléculas utilizadas sobre la superficie de los transductores.

La figura 1 muestra el esquema basico de un biosensor, en el cual un ligando se une con su contraparte
inmovilizada en la superficie del sensor. Este evento de unién es reconocido por el transductor que produce
una sefal eléctrica y que mas tarde es analizada por un procesador para cuantificar al analito.

1.3-Principio de funcionamiento de un biosensor

En términos generales existen dos tipos de biosensores, los biocataliticos y los de bio-afinidad. Los
sensores biocataliticos utilizan en su gran mayoria enzimas que catalizan una reaccién bioquimica, esta
produce la sefial que luego es procesada para la cuantificacion del analito. Los de bio-afinidad , estan
disefiados para monitorear la unién entre el analito y su ligando.

Existen cuatro tipos aparatos de deteccion capaces de transformar el evento de unién del analito o la
reaccion quimica en una sefial cuantificable: electroquimicos (potenciométricos, amperométricos o conduc-
timétricos/capacitancia), épticos, microgravimétricos y termométricos. Cada uno de ellos puede funcionar
en forma directa (sin marcar) o indirecta (a través de marcas). Las marcas son sustancias utilizadas para
generar una sefial y que se acoplan en algin componente del sensor, un claro ejemplo de esto es el sensor
Optico que registra la desaparicion de la sefial generada por un ligando marcado con fluresceina por compe-
tencia con el analito natural en la muestra a analizar'. La diferencia de fluorescencia es la sefal que
utilizada para la determinacion de la concentracion del analito. Por su parte los sensores de funcionamiento
directo miden cambios electroquimicos, épticos o de otras propiedades fisicas en el momento de la forma-
cion del complejo con el ligando.-

Aunque los biosensores que utilizan marcadores son altamente sensibles, la concepcién de un sensor
directo es interesante por su simplicidad y representa una alternativa a los inmunoensayos, ademas de
ofrecer la posibilidad de desarrollar sistemas de monitoreo continuo.

Si bien el funcionamiento de estos sensores escapa a los alcances de este trabajo, resulta interesante
introducir algunos conceptos béasicos para comprender cémo funcionan estos dispositivos, por lo que a
continuacién se desctibe brevemente el funcionamiento de los mismos.

1.3.1-Sensores electroquimicos

1.3.1a-Sensores Potenciométricos
El fundamento tedrico de estos sensores es la ecuacion de Nernst. De acuerdo con esta ecuacion los

cambios de potencial son logaritmicamente proporcionales a la actividad especifica de las especies idnicas

participantes del equilibrio. Estos tipos de electrodos son capaces de medir cambios de potencial superfi-
ciales a corrientes cercanas a cero y han sido disefiados a partir de la siguientes estrategias:

- Potencial transmembrana: El electrodo detecta la diferencia de potencial generada de un lado y del otro
de una membrana selectiva. El antigeno o anticuerpo inmovilizado sobre la membrana se une con el
correspondiente compuesto de la solucién y cambia el potencial a un lado y el otro de la membrana.

- Potencial del electrodo: Este dispositivo es similar al descripto anteriormente, pero en este caso es en la
superficie del electrodo donde se forma el complejo antigeno-anticuerpo, produciéndose un cambio de
potencial relacionado con la concentracién del analito en solucién.

Los sensores potenciométricos son pequefios y de facil operacion ademas pueden ser automatizados .

Sin embargo sufren problemas de sensibilidad y se ven muy afectados por uniones no especificas, por lo

gue la relacion sefial-ruido causa problemas analiticos dificiles de resolver.

1.3.1.b-Sensores Amperométricos

Estos sensores estan disefiados para medir la corriente generada por una reaccién electroquimica a un
voltaje constante. Existen pocas aplicaciones practicas ya que son pocas las enzimas capaces de interve-
nir en reacciones redox, por lo que se necesitan marcadores electrogquimicamente activos. Los electrodos
de oxigeno y de H,O,son los mas utilizados. Un sistema novedoso consiste en la utilizacion de un polimero
con propiedades de oxido-reduccion [PVP-Os(bipiridil),Cl] ;el cual es co-inmovilizado con anticuerpos espe-
cificos?. Si bien estos sensores presentan la desventaja de tener un funcionamiento indirecto, cuentan con
una excelente sensibilidad. Esto se debe a la relacion lineal con la concentraciéon del analito, comparado
con la relacién logaritmica utilizada en los sistemas potenciométricos.

1. Lopez et al. Electrochemical immunosensor for the detection of Atrazine. J Mol Recognit 1998 11: 178 81
2. Lopez et al. Electrochemical immunosensor for the detection of Atrazine. J Mol Recognit 1998 11: 178 81
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1.3.1c-Sensores conductimétricos y de capacitancia

Estos dispositivos miden las alteraciones en la conductividad de una solucién a voltaje constante causa-
das por reacciones bioquimicas que especificamente consumen o producen iones. Estos cambios se
miden utilizando electrodos de un metal noble en los cuales se inmovilizan los elementos bioactivos; la
formacion del complejo receptor-ligando causa una disminucién en la conductividad entre electrodos.

La desventaja que presentan estos sensores es que la alta fuerza i6nica de las matrices biologicas
dificultan la deteccién de los cambios de conductividad pequefios causados por la reaccién bioquimica.
Para solucionar este problema se han creado sensores conductimétricos acoplados a canales iénicos 3. El
funcionamiento de este sistema se basa en el hecho de que la conductancia de un grupo de canales
iGnicos, alineados en una membrana bilipidica, va a ser afectada por el evento de unién del anticuerpo con
el antigeno. Este tipo de sensor es menos afectado por las uniones no especificas.

1.3.2 Sensores 4pticos

Los sensores 6pticos son los méas utilizados, y existen el mercado un gran nimero de este tipo de
transductores. Estos dispositivos presentan la ventaja de ser no destructivos y de generar la sefial en cortos
periodos de tiempo.

Las propiedades fisicas utilizadas para cuantificar el analito son varias: cambios en la absorcion, fluores-
cencia, luminiscencia e indice de refraccién sobre la superficie del sensor entre otras.

Existen sensores ¢pticos tanto para sistemas de deteccion directo como indirectos. Los marcadores
mas comunes son fluorescentes, pero también existen bio y quimiolumiscentes.*

Al igual que en los casos anteriores, los sistemas de deteccion directos tienen la desventaja de presen-
tar problemas causados por la unién no especifica, produciendo sefiales falsas. Sin embargo estos proble-
mas pueden ser resueltos introduciendo una regién de referencia en el chip, como en el caso descripto por
Scheinder et al®> quienes desarrollaron un sensor para medir interfer6n en suero humano con gran sensibili-
dad.

1.3.3-Sensores Gravimétricos

Si bien el aumento en la masa del sensor producto de la unién del analito con el ligando inmovilizado es
casi despreciable, existen dispositivos capaces de detectar estos cambios por medio de sensores acusti-
cos. El principio de funcionamiento esta basado en la propagacion de ondas en el sensor, la fase y velocidad
de la onda acustica estan influenciados por la adsorcion del analito a la superficie del biosensor.

1.4.1-Utilizacion de biosensores en el andlisis de alimentos

Estos dispositivos le deben su amplitud de aplicaciéon al hecho de que en teoria se podria utilizar cual-
quier par analito-ligando imaginable, y que ademas seria posible utilizar enzimas que catalicen reacciones
gque generen alguna variacién cuantificable por alguno de los métodos descriptos anteriormente. Si bien
existen diversos aspectos que deben ser mejorados como la interferencia causada por la unién inespecifica
de ligandos y la regeneracion de los sensores, los resultados publicados hasta este momento son promete-
dores.

Existen diversas aplicaciones que van mas alla de la quimica clinica que fue el area donde esta tecno-
logia comenzé a desarrollarse. Hoy es posible encontrar ejemplos en areas como bacteriologia, virologia,
monitoreo de alimentos y procesos higiénicos, deteccion de pesticidas y herbicidas entre otros. En la figura
2 se describen algunos del los sensores recientemente desarrollados de interés en el campo de los alimen-
tos.

Uno de los ejemplos mas interesantes en este campo es el sensor fabricado por T. Chiyo et al. quienes
aplicaron esta novedosa tecnologia al control de calidad en la produccién de Sake®. Este sensor no solo
permite determinar la calidad del Sake rdpidamente sino que ademas permite proveer las condiciones del
sake al final de fermentacién que es de varias semanas a partir de bases de datos existentes.

3. Cornell BA et al. A biosensor that uses ion-channel swithches, Nature 1997;387:5803

4. Luppa P et al. Immunosensors-principles an applications to clinical chemistry. Clin. Chim Acta 2001 314 26.

5. Schneider BH et al. Highly sensitive optical chip immunoassay in human serum. Biosens Bioelectron 2000;15:13 22

6. T. Chiyo,K. Matsui, Y. Murakami, K. Yokoyama , E. Tamiya, Yeast-immobilized SPV device for koji quality control in sake brewing
process, Biosens Biolectron. 2001 10021 16.

11



Tesinas Sintesis de 2"-C-Metilnucleosidos con potencial aplicacién en biosensores
Autor Aplicacion Método de deteccion
7 Pesticida Optico
8 Atrazina Optico
9 Progesterona en leche Inmunocromatografico
10 Organofosfatos Potenciometrico-enzimatico
n Fumonisinas Bidifractivo
© Susnaticias toxicas Electroquimico-enzima
B Pesticidas organofosforados Amperométrico
14 Contaminantes en agua Afinidad
15 Herbecidas Optico

Figura 2-Aplicacion de biosensores en industria de los alimentos

Una de las dificultades que presenta el andlisis de alimentos es que en muchos casos es necesario
determinar componentes a nivel de trazas, como en el caso de metales pesados, micotoxinas, residuos de
antibidticos etc. Este hecho plantea un nuevo interrogante: ¢son los biosensores lo suficientemente sensi-
bles para su utilizacién en la cuantificacion de trazas?

Existen numerosas publicaciones que describen sistemas con limites de deteccién por debajo de los
logrados por metodologias convencionales, como cromatografia liquida de alta presion, cromatografia ga-
seosa etc. El sistema amperométrico descripto por Skladal et al.*¢, es capaz de medir concentraciones de
acido 2,4-diclorofenoxiacético en el orden de 0.1 microgramos por litro.

El sistema desarrollado por Rippeth, et al. que consiste en un sistema de inyeccion liquida con un
electrodo con Acetilcolinesterasa inmovilizada'’, no solo es capaz de detectar pesticidas organofosforados
en una concentracion de 4x 10** moles por litro sino que puede realizar mediciones en agua de rio a campo
abierto, evitando de esta forma las modificaciones que puede sufrir la muestra hasta que es llevada a un
laboratorio. Este sensor ademds probd ser estable durante mas de 80 dias en condiciones Optimas de
almacenamiento.

Otro de los requerimientos de los analisis de alimentos es que estos se lleven a cabo en el menor tiempo
posible, en este sentido un ejemplo del corto tiempo de analisis requerido por los biosensores el sistema
descartable con deteccién amperométrica para la cuantificacion de pesticidas?®® desarrollado por A.J. Baiim-
ner et al. que a pesar necesitar mejoras para poder realizar pruebas de campo (desviacion estdndar maxima
de 39% en muestras reales), se lograron niveles de deteccion de atrazina y terbutilazina por debajo de 1
microgramo por litro, con un tiempo de ensayo de tan solo ocho minutos una vez realizada la curva de
calibracion.

7. Bier F. et al. Real-time anaysis of competitive binding using graing coupler immunosensor for pesticide detetction. Biosens
Bioelectron 1994:9:125 30

8. Brecha A et al. Direct optical immunosensor for atrazine detection. Anal Chim Acta 1995:311:289 99

9. Laitinen MP et al. Affinity immunosensor for milk progesterone: Identification of critical parameters. Biosens Bioelectron
1996:11(12);1270 14

10. Mulchandani P et al. Biosensor for direct determination of organophosphate nerve agents. Potentiometric enzyme electrodo.
Biosens Bioelectron 1999:14:77 85

11. Mollet W. et al. Inmunoassay of fumonisins by surface plasmon resonance biosensor. Anal Biochem 1998:258:161 7

12. O'Daly et al. Electrochemical enzyme immuno-assay for detection of toxic substances. Enzyme Microb Technol 1992:14:299
302

13. Rippeth JJ et al. Flow-injection detector incorporating a screen-printed disposable amperometric biosensor for monitoring
organophosphate pesticides. Analyst 1997:122:1425 9

14. Weller MG et al, Highly parallel affinity sensor for the detection of environmental contaminants in water. Anal Chim Acta
1999:393:29 41

15. Yokohama K et al , Highly sensitive quartz crystal immunosensor for multisample detection of herbicides. Anal Chim Acta
1995:304:139 45

16. Skladal et al Characterization of monoclonal antibodies to 2,4-dichlorophenoxyacetic acid using a piezoelectric quartz crystal
microbalance in solution. J Immunol Methods. 1994;17 :117

17. Rippeth JJ. et al . Flow injection detector incorporating a screen-printed disposable amperometric biosensor for monitoring
organophosphate pesticides. Analyst 1997 122;1425.

18. Balimner A. et al. Development of a new immunosensor for pesticide detection: a disposable system with liposome-enhancement
and amperometric detection. Biosens Bioelectron 1998; 519 13
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1.4.2 Biosensores Vs Inmunoensayos

Actualmente se utilizan rutinariamente técnicas como inmunoensayos unido a una enzima (ELISA) o
radio inmuno ensayo (RIA) para la deteccion numerosos analitos en los alimentos como es la caso de las
hormonas. El principio de funcionamiento de estos métodos es similar al de los biosensores, por lo que
resulta evidente que es interesante comparar ambas metodologias tal como lo hicieron Guido et al.*°,
gquienes compararon un inmunoensayo convencional con una sensor optico capaz de detectar, IGF-1 (poli-
péptido utilizado para aumentar la producciéon de leche, que se presume carcinogénico) en muestras de
leche. Estos autores concluyeron que ambos métodos eran igualmente efectivos para la deteccion de IGF-
1, pero la capacidad de realizar ensayos en tiempo realmente cortos y el hecho de que no se necesita un
segundo reactivo para la deteccién de complejo inmune, dan al biosensor una amplia ventaja sobre el ELISA
convencional.

1.5 Utilizacion de Acidos nucleicos como ligandos para la fabricacion de biosensores

Como fue explicado anteriormente, existen dos tipos de biosensores, los que generan una sefial catali-
zando una reaccion quimica y los que detectan cambios en alguna propiedad fisica del electrodo por la unién
del analito a la molécula inmovilizada. En general los biosensores utilizan en el primer caso enzimas y el
segundo anticuerpos, ya que su sencilla produccion lo permite. Pero el campo de los biosensores se ha
extendido al uso de acidos nucleicos en reemplazo de las enzimas y de los anticuerpos?®.

Los acidos nucléicos presentan ciertas ventajas para su utilizacién en biosensores, una de ellas es su
relativa simplicidad y repetitividad en la composicién de ADN (acido desoxiribonucleico) y ARN (&cido ribo-
nucleico), que si bien presentan el problema de ser degradados rapidamente existen alternativas para solu-
cionar esta desventaja que seran explicadas mas adelante.

1.5.1 Reemplazo de anticuerpos por aptameros

Los biosensores de bioafinidad consisten en la unién de analito con el ligando, sin importar la naturaleza
del ligando. Esto hace posible el reemplazo de los anticuerpos hasta ahora utilizados, por oligonucleétidos
con afinidad por una molécula en particular también llamados aptameros.

Si bien es sabido que existen secuencias de acidos nucleicos capaces de reconocer otras moléculas,
se han desarrollado técnicas como SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment)
gue permiten hallar secuencias de acidos nucleicos con distinta afinidad por una molécula blanco en particular.

Existe ya un antecedente que demuestra que es posible utilizar acidos nucléicos en reemplazo de
anticuerpos. M. Lee et al.?, desarrollaron un biosensor, que por medio de la unién con un aptamero de ADN,
es capaz de determinar la concentracion de trombina en plasma humano. El sistema de funcionamiento de
este sensor se basa en un ensayo de competencia entre la trombina natural y trombina marcada con
fluoresceina (F-trombina). Los aptameros de ADN se unieron covalentemente al soporte sélido de silica gel
a través de un puente de polietilenimina, para aumentar la accesibilidad de la trombina. El soporte sélido
unido al aptamero y a la F-trombina se colocé en los extremos de fibras épticas. La competencia entre la
trombina natural y la F-trombina produjo la disminucion de la fluorescencia al final de la fibra dptica. Esta fue
la sefial utilizada para determinar la concentracion de trombina en plasma. Este dispositivo logré un limite de
deteccion de 1 nM con una desviacién porcentual del 3% con un tiempo de ensayo de 7 a 8 minutos, y un
tiempo de regeneracion del sistema de 5 a 6 minutos. El sensor demostrd ser estable ain después de 8
horas de ensayos.

Si bien el dispositivo desarrollado por Lee puede ser mejorado sustancialmente, es un antecedente
importante que demuestra que la utilizacién de aptameros en lugar de anticuerpos para el la deteccion de
analitos es posible; logrando resultados reproducibles en tiempos mucho menores que cualquier otro tipo de
método utilizado hasta el momento.

El hecho de que existan a la fecha pocos biosensores que funcionen con acidos nucleicos, se debe a su
escasa estabilidad en fluidos biolégicos producto de la actividad de nucleasas. Los oligonucle6tidos modifi-
cados con resistencia a nucleasas podrian permitir el desarrollo de los sensores de ADN y ARN.

1.5.2.1Seleccion de aptameros

Los acidos nucléicos cuentan con la complejidad estructural (producto de la interaccién entre bases y
otras) necesaria para unirse especificamente a otras moléculas. El problema reside en encontrar estas
secuencias y aislarlas. Resulta de interés hacer una breve descripcion de la técnica de seleccion molecular
in vitro.

19. Guidi A, et al , Comparison of a conventional immunoassay (ELISA) with a surface plasmon resonance-based biosensor for
IGF-1 detection in cows’ milk, Biosens. Bioelectron, 2001 971 16

20. Luppa P et al. Immunosensors-principles an applications to clinical chemistry. Clin. Chim Acta 2001 314 26.

21. Lee M, et al., A fiber-optic microarray biosensor using aptamers as receptors. Anal. Biochem, 2000 142 282
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Esta técnica se basa en la probabilidad de que en un pool azaroso de oligonucleétidos existan moléculas
con funciones especificas. Por ejemplo: La probabilidad de encontrar el core catalitico de la ribozima Cabe-
za de Martillo (13 nucleétidos) en un pool de secuencias al azar de ARN es de 1 en 67 millones por lo que
en un pool de 10> moléculas, aproximadamente habran 15 millones contendran el core catalitico de la
ribozima cabeza de martillo

La metodologia de SELEX se basa en la seleccién de secuencias especificas de ARN de un conjunto
inicial mediante la utilizacion de columnas rellenas con resinas unidas covalentemente a la molécula blan-
co, que mas tarde sera el analito.

La figura 3 esquematiza los pasos involucrados durante las técnicas de seleccion in vitro. El primer paso
consiste en incubar el conjunto azaroso de acidos nucleicos con el soporte sélido unido covalentemente a
un ligando especifico. Luego se prepara una columna y se eluyen las moléculas sin afinidad por la molécula
blanco.
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Figura 3. Esquema de seleccion in vitro de ligandos

Los oligonucle6tidos con unidos a la matriz son eluidos mas tarde ajustando las condiciones del
solvente.

Una vez aislado el o los oligonucleétidos alta afinidad se procede a la amplificacion, para lo cual se
utilizan técnicas de replicacion como PCR y 3SR (Replicacion autosostenida de secuencia). Este ciclo se
repite hasta obtener los oligonucledtidos con mas alta afinidad. Hasta el momento SELEX ha sido utilizado
casi exclusivamente para el descubrimiento de nuevas drogas, pero es una herramienta muy poderosa para
hallar ligandos para un gran nimero de moléculas como se puede apreciar en el siguiente cuadro.

BLANCO TIPO DE N° DE LONGITUD Kd
BIBLIOTECA CICLOS DE DE LA ZONA
SELEX AL SUR

T4 ADN polimerasa ARN 4 8 5
Factor rho de E. coli ARN 11 32 5
Transcriptasa reversa HIV- ARN 9 32 5
Cyanocobalamina ARN 8 72 88
Teofilina ARN 8 40 110
ATP ARN 8 120 700
D-triptofano ARN 7 120 18000

Figura 4-Ejemplos SELEX llevados a cabo.?

22. Gold L.,et al. Diversity of oligonucleotide funtions, Annu. Rev. Biochem. 1995 64:763
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1.5.2.2 Reemplazo de enzimas por Ribozimas

La utilizaciéon de biosensores de afinidad no es la Unica posibilidad que presentan los &cidos nucleicos.
Como fue explicado anteriormente existen otros tipos de biosensores que generan sefales a partir de una
reaccion bioquimica catalizada por una enzima. En los Ultimos afios se demostré que la utilizacién de
ribozimas (analogos de las enzimas proteicas compuestas de ARN) para la deteccién de sustancias era
posible.

La utilizacién de ribozimas en lugar de proteinas presenta varias ventajas. Al igual que en el caso de los
aptameros, las ribozimas pueden ser sintetizadas quimicamente, y existen procesos de selecciéon analogos
a SELEX para la deteccidn ribozimas con propiedades especificas

Dentro de este grupo de moléculas existe un tipo especial de ribozimas capaces de ser activadas o
desactivadas por otras moléculas, estas son la denominadas ribozimas “alostéricas”, esta activacion o
disminucién en la actividad puede ser utilizada como sefal para cuantificar al efector. El problema nueva-
mente reside en encontrar ribozimas que se activen en presencia del analito lo cual puede ser solucionado
utilizando técnicas de evolucion molecular.
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Las estructuras de las ribozimas permiten el agregado de secuencias de nucleétidos en sitios especifi-
cos sin perder actividad #. Los procesos de seleccién de ribozimas, utilizan esta propiedad para agregar
secuencias que modifican la actividad de la ribozima en presencia de alguna sustancia, inhibiéndola o
aumentando su actividad.

La ribozima cabeza de martillo (figura 6), es la secuencia mas corta de ARN con actividad catalitica
conocida hasta el momento y ha sido estudiada exhaustivamente. Esta ribozima cataliza el clivaje de ARN
y puede ademas autoclivarse si se encuentra en la conformacién adecuada.

Breaker R?*. desarroll6 una serie de ribozimas Cabeza de Martillo que solo presentaban actividad en
presencia de: CMPc; CMPc; AMPc; tedfilina; Flavin monoclucéotido (FMN) o teofilina + FMN. La figura 6
muestra la estructura de la enzima Cabeza de Martillo modificada con una zona al azar utilizada para llevar
a cabo el proceso de seleccion molecular.

El primer paso que realiz6 fue la generacion de un conjunto de ribozimas acopladas a secuencias
azarosas (Nx). Luego separ0 las ribozimas que presentaban actividad sin estar en presencia de un efector,
en este caso Breaker aprovecho la actividad de autoclivaje de la ribozima Cabeza de Matrtillo, separando las
ribozimas clivadas (activas) de las no clivadas (no activas) por electroforesis con geles de poliaclrilamida.
(PAGE) (figura 7 paso 1). Las secuencias sin actividad fueron recortadas del gel e incubadas en presencia
de un efector (Breaker utiliz6 los efectores mencionados anteriormente), luego aislé las secuencias con
actividad en presencia del analito por PAGE las amplificé por PCR-TR (Polinucleotide Chain Reaction con
transcriptasa reversa) y las purific6 con PAGE (figura 7 paso 2).

El ciclo fue repetido hasta que se obtuvieron las ribozimas que solo presentan actividad en presencia de
un efector.

Asi se lograron aislar ribozimas que se activan en presencia de pequefias moléculas organicas, pero
también se han encontrado ribozimas alostéricas que responden a oligonucle6tidos?2%, proteinas? e io-

23. Soukup G., Emilsson G, Breaker R. Altering Molecular recognition of RNA aptamers by allosteric Selection. J. Mol. Biol.
2000 298 623.

24. Breaker R. Engineered allosteric ribozymes as biosensor components. Curr. Op. Biotech. 2002 31- 13

25. Robertson M, et al In vitro selection of an allosteric ribozyme that transduces analytes to amplicons, Nat Biotechnol 1999,
17 62

26. Komatsu Y, et al Construction of new ribozymes requiring short regulator oligonucleotides as cofactor. J Mol Biol 2000
299;1231.

27. Robertson M. et al In vitro selection of nucleoprotein enzymes. Nat Biotechnol 2001 19: 650.
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nes metalicos?®. Segln demuestran estos ejemplos es posible utilizar sistemas combinados de ribozimas
alostéricas para la deteccion y cuantificacién de analitos en matrices complejas.

A pesar de la escasa complejidad en la composicion y estructura de las ribozimas (comprado con las
enzimas proteicas), es posible desarrollar ribozimas alostéricas con capacidad para discriminar entre ana-
litos anélogos. Soukup et al?®. desarrollaron ribozimas activadas por teofilina pero no por analogos de la
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Figura 6 —Estructura genérica de una ribozima “Cabeza de Martillo” alostérica.

Estos trabajos evidencian que es posible utilizar estas secuencias de ARN en lugar de las enzimas
proteicas logrando discriminar entre anitos estructuralmente similares, y a la vez es posible analizar una
gran variedad de sustancias que van desde metales hasta proteinas , resultando pues en potenciales aplica-
ciones en el campo del analisis de alimentos.
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Figura 7- Ciclo de seleccion y amplificacién ribozimas alostéricas.

1.6 Limitaciones de los oligonucleétidos naturales para su utilizacion en fluidos biolégicos y la
utilizacion de nucleésidos modificados.

Si bien los acidos nucleicos tienen un gran potencial para su utilizacién en biosensores en reemplazo de
anticuerpos y enzimas, presentan un gran inconveniente, su utilizacion en fluidos biolégicos es muy limitada
debido a la inestabilidad de los oligonucleétidos. La presencia de nucleasas, enzimas capaces cortar se-
cuencias de ADN y/o ARN, limita el tiempo de vida medio de los oligonuclétidos considerablemente, hacien-
do necesario la utilizaciéon de nucle6sidos modificados, que le confieran a los aptameros y ribozimas una
mayor estabilidad.

El desarrollo de oligonuclétidos modificados con resistencia a nucleasas comenz6 como una herramien-
ta en el campo de la terapia génica. En las Ultimas décadas se han desarrollado nucledsidos con modifica-
ciones sobre el azlcar, sobre el esqueleto fosfato internucleotidico y sobre la nucleobase .El alcance de las

28. Seetharman S, Zivarts M, Sudarsan N, Breaker R. Immobilized RNA switches for the analysis of complex chemical and
biological mixtures. Nat Biotechnol 2001 19 336.
29. Soukup G., et al. Altering Molecular recognition of RNA aptamers by allosteric Selection. J. Mol. Biol. 2000 298 623.
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modificaciones en la nucleobase tienen un alcance limitado debido a que los requerimientos de la formacion
de pares de bases son importantes en la formacion de las estructuras terciarias de los oligonucléotidos.

El fosfato internucleotidico, suele ser el blanco de nucleasas, por lo que se han sintetizado diversos
nucledsidos con modificaciones en ese sitio. Entre estos compuestos modificados se encuentran los fosfo-
rotiotatos, que si bien presentan la ventaja de ser facilmente sintetizados, dificultantan la formacién de las
estructuras terciarias de los oligonucléotidos, por lo que el desarrollo de modificaciones en otros sitios de
los nucléosidos es de gran interés.

La incorporacién de modificaciones en el azlcar ha sido bien estudiada, y han demostrado mayor
utilidad las que involucran la posicién 2°. Se han sintetizado diversos nucledsidos con modificaciones en
esta posicion ( ver Figura 8). Las diferencias de tamafio y electronegatividad de los distintos sustituyentes
confieren a los nucléosidos diferentes propiedades. Los 2 -desoxi-2"-fluoroligonucleétidos tienen la mayor
afinidad por ARN, pero no tienen resistencia a nucleasas suficiente para su utilizacion.

Los 2"-O-alquilo-ribonuleétidos también estabilizan la union con ARN, pero su estabilidad a nucleasas, al
igual que en el ejemplo anterior, no es suficiente para utilizacion. El hecho de que ninguna modificaciéon por
si sola; ni en el azUcar, ni en el fosfato internucleotidico, pueden brindar a los oligonucleétidos la caracteris-
ticas necesarias para su utilizaciéon en fluidos biol6gicos.
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aR=H RyF 2'-desoxi-2-fluoroligonucledtido
b.Ri=H  Ry=NH, 2'-amino-2'-desoxioligonucledtido
c.Ri=H  Ry=O-alquil 2-O-alquiloligorribonucledtido

Figura 8. Modificaciones en el aztcar

Existe, ademas de las modificaciones descriptas anteriormente, otro tipo de modificacion capaz de
brindar resistencia a nucleasas. Esta la incorporaciéon de un grupo metilo en el carbono 2", la importancia
estos 2-C-metilnucledsidos es que el metilo en esa posicion no afecta la conformacién del azlcar (en el
caso del ARN) , pero resulta un obstaculo para la endonucleasas.

Los estudios computacionales y de Resonancia Magnética Nuclear realizados sobre la 2"-C-metiluridina
demostraron que la conformacion del azicar modificada es equivalente a la del ribonucléosido natural®y
esta esquematizada en la figura 9. Ambas estructuras posicionan el oxhidrilo 2° en una orientacion equiva-
lente, siendo ademas equivalente la posicién de la base. El nucléosido con esta modificacién es capaz de
reproducir las interacciones observadas en las estructuras del ARN natural.
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Figura 9- Configuracién del aztcar en un 2"-C-metilnucleésido

30. Gallo M, Tesis Doctoral, 2002
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La introduccion de la 2"-C-metiluridina en la ribozima Cabeza de Martillo ,la misma utilizada por Garret et
al y Breaker, produjo un aumento en el tiempo de vida medio en distintos medios (Gallo M., resultados no
publicados). Se introdujo la modificacién en diferentes posiciones de la ribozima (Ume4 , Ume7, Ume 47) y
se estudié su estabilidad en distintos fluidos: Lisado de células, Suero fetal bovino, cultivo de celulas
293T.Aunque hubo diferencias dependiendo de la posicion del nucledsido modificado en la ribozima en todos
los casos se observé un aumento en la resistencia a nucleasas mucho mayor que la pérdida de actividad de
la ribozima.

Los estudios realizados por M. Gallo et al. demuestran que la utilizacién de nucleésidos metilados en C-
2’, confieren a los oligonucledtidos en los que son insertados una estabilidad mas que importante frente a
la accién de la RNasas, siendo una potencial herramienta para la aplicacion de aptdmeros y ribozimas en la
fabricacion de biosensores, resolviendo el problema de la estabilidad de los mismos en matrices biolégi-
cas.

1.7 Antecedentes de las rutas sintéticas para la sintesis de 2"-C-metilnucléosidos

Las estrategias planteadas en la bibliografia para la sintesis de los 2"-C-metilnucléosidos, padecen
serios problemas. En primer lugar no se han conseguido rutas sintéticas con altos rendimientos. Ademas
se suscitan dificultades debido a que muchas rutas no son estereoselectivas produciendo grandes cantida-
des de arabinonucledsidos™!. Muchos de estos caminos de sintesis se basan en la unién de una base con
el azlicar 2-C-ribosa y en general poseen rendimientos entre moderados a bajos®?. La obtencién de este tipo
de nucledsido modificado a través de la glicosilacion tiene como ventaja que permite la incorporacion de una
gran variedad de bases, pero como contrapartida son poco estereoselectivas y de muy bajo rendimiento.

1)Nucleobase
HO BzO SnCl, TMSOTf

HO
NTMS
0] o BASE

Me  TMmso Me
OH — — | ——
OBZ 2)NH,;/MeOH
HO  OH 0Bz OH
HO OH

Esquema 1. Sintesis de 2"-C-metilnucledsidos a través de Glicosilacién Quimica

Otra estrategia publicada es la adicién de compuestos organometalicos sobre la posicion 2°. Matsuda et
al 3 utilizaron CH,Mgl sobre el 2°-cetonucledsido obteniendo una mezcla de nucleodsidos con el azlcar en
la conformacion ribo y arabino. Si bien esta adicién no es esteroespecifica puede ser utilizada obteniendo
buenos rendimientos globales como se discutird mas adelante.

La fabricacion de biosensores con aptameros y ribozimas resistentes a nucleasas hace necesaria la
sintesis de cantidades importantes de nucledsidos modificados. Debido a la escasez de rutas estereoselec-
tivas y con alto rendimiento de 2"-C-metilnucléosidos, resulta de gran interés cientifico explorar nuevas rutas
de sintesis.
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Esquema 2 Sintesis de 2-C-metilnucledsidos por adicién de reactivo de Grignard

31. Wolfe M et al. A concise synthesis of 2-C-methylriboucleosides, Tetrahedron Letters 1996, 7611 36

32. Jenkins S. et al, J. Org. Chem 1968, 33, 2490

33. Matsuda et al. Radical deoxygenation of tert-alcohols in 2"branched-chsin sugar pyrimidine nucleosides: synthesis and
antileukemic activity of 2"-deoxy-2"s-mehylcytidine, Chem Pharm. Bull. 1987:35 9
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1.8 Estrategias para la fabricacién de Biosensores.

La confeccion de biosensores basados en acidos nucleicos modificados puede realizarse siguiendo dos
estrategias (ver figura 10). La primer posibilidad se basa en la identificacion de aptdmeros de acidos nuclei-
cos modificados, a través de la confeccion de bibliotecas combinatorias de &cidos nucleicos modificados y
los posteriores pasos de seleccion y amplificacién explicados anteriormente. Sin embargo para llegar a esta
instancia es necesario cumplimentar ciertos requisitos. Las técnicas de seleccién molecular incluyen pa-
sos de amplificacibn como PCR, por lo que es necesario la obtencion de los 2°-C-metilnucleétidos a partir
de los nucléosidos. Las enzimas utilizadas en las reacciones de trascripcion como la T7 RNA polimerasa
podrian no aceptar como sustrato a los 2"-metilnucleétidos, haciendo imposible la utilizacion de técnicas
como SELEX.

Hasta el momento no se han realizado pruebas de transcripcién 2"-C-metilnucléotidos modificados. El
hecho de que la conformacién del azlcar y la posicién de la base en nuestros compuestos sea la misma
que en el ARN natural, hacen pensar que en principio no deberia haber mayores problemas para superar los
pasos de amplificacion teniendo en cuanta que se han realizado pruebas de transcripcién con nucleétidos
con varias modificaciones, obteniéndose resultados satisfactorios.3+35.

Sintesis de nucledsidos modificados

| Seleccidn de ribozimas
alostericas

Sintesis de nucledtidos
modificados

Generacian de
bibiliotecas combinatorias

Seleccion in vitro

Aptadmero

T

FRibozimas alostericas naturales

Ribozimas alostericas modificadas

BIOSENSOR

Figura 10- Estrategias para la fabricacién de biosensores

No obstante otras estrategias de disefio de biosensores. Por ejemplo es posible introducir modificacio-
nes en etapas posteriores a las de seleccién sobre ribozimas alostéricas, incorporando modificaciones en
sitios especificos. Esta aproximacion evita los pasos de amplificacion con nucleétidos modificados.

34. Gourlain et al, Enhancing the catalytic repertoire of nucleic acids. Nucleic Acids Res. 2001:29 9
35. Vaish N. et al, Expanding the structural and functional diversity of RNA; analog uridine triphosphates as candidates for in
vitro selection of nucleic acids. Nucleic Acids Res. 2000:28 17
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Parte experimental

2.1- Materiales y Métodos
2.1.1- Reactivos.
NOMBRE

Acetato de etilo

Acido clorhidrico (c)

Acido p-toluensulfénico monohidrato
Acido sulfarico (c)

Adenosina

Agua deuterada

Amoniaco (c)

Anhidrido acético

Anhidrido 4-tert-butilfenoxiacético / THF
Bicarbonato de sodio

Bisulfito de sodio

Borohidruro de sodio

Bromuro de metiltrifenilfosfonio
tert-Butanol

n-Buitil litio 1,6 M en hexano
Carbonato de sodio

Cloroformo

Cloroformo deuterado

Cloruro de amonio

Cloruro de benzoilo

Cloruro de oxalilo

Cloruro de t-butildimetisililo

Cloruro de 4,4'-dimetoxitritilo
Cloruro de sodio

Cloruro de p-toluensulfonilo

Cloruro de trimetilsililo
Diclorometano

Dimetilformamida

Dimetilsulfoxido

Dimetilsulféxido deuterado

Eter de petroleo (35-60 °C)

Eter etilico

Fluoruro de tetrabutilamonio 1 M en THF
Hidroxido de sodio

lodo

Metanol

N-Metilmorfolina 6xido monohidrato
Nitrégeno

Pent6xido de fosforo

Piridina

Sulfato de sodio anhidro
Tetrahidrofurano
N,N’,N’,N-Tetrametilendiamina
1,1,3,3-Tetraisopropil-1,3-diclorodisiloxano
Tetroxido de Osmio

Tolueno

Trietilamina

Triéxido de cromo

Uridina
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2.2- Métodos generales y equipamiento.

Las purificaciones se realizaron empleando técnicas cromatogréaficas, utilizando silica gel, con particula
de poro 20-45 pum 6 6-35 u y silica gel 60, grano 230-400. El andlisis y seguimiento de las reacciones
fueron llevados a cabo por cromatografia en capa delgada (c.c.d.) usando placas de aluminio de silica gel
60F,. Los componentes fueron localizados por observacion de las placas bajo lampara UV a 254 nm o
reveladas con lodo

Las evaporaciones fueron llevadas a cabo usando un evaporador rotatorio Bichi equipado con una trampa
refrigerante de -100 °C FTS Systems y una bomba de alto vacio.

El THF fue reflujado sobre sodio metalico usando benzofenona como indicador de anhidrez y luego
destilado a presion atmosférica. La DMF fue secada por calentamiento a 100° C con hidruro de calcio y
luego destilada a presién reducida. La TEA, la Py y el dioxano fueron secados por calentamiento, bajo
reflujo, con hidruro de calcio y destilados a presion atmosférica. El CH,CI, fue de grado HPLC.

Todos los reactivos sensibles a la humedad fueron transferidos via jeringa bajo presién positiva de nitré-
geno o atmosfera de argén, las reacciones sensibles a la humedad fueron llevadas a cabo bajo presion
positiva de argén.

Las estructuras fueron determinadas usando resonancia magnética nuclear de Hy 3C en un equipo
Brucker de 500 MHz . Los espectros fueron registrados en CDCI, o DMSO-d, usando tetrametilsilano
(0.00 ppm, *H-RMN) y CDCIl, (76.95 ppm, C-RMN) como estandares internos Los desplazamientos
quimicos (d, ppm) citados como multipletes estan referidos al centro aproximado de la sefial.

2.3- Sintesis de los nucledsidos .

3',5'-0-(1,1,3,3-Tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)uridina (2)

i M :486
NH
o L rro4ener/
/ N o
o AcOEt, 1:2

T
T

OH Rendimiento: 90 - 95 %

Uridina (4.880 g, 20 mmol) se evapord dos veces a presion reducida en Py anh. y posteriormente se

disolvié en Py anh. (50 ml). A esta solucién enfriada en hielo se le agregd gota a gota una solucion de 1,3-
dicloro-1,1,3,3-tetraisopropildisiloxano (70 ml, 22.3 mmol, 1.15 eq) en CH,CI, seco (5 ml). Al finalizar esta
adicién, se llevé la mezcla a temperatura ambiente. La reaccién se sigui6 por c.c.d., completandose luego
de 2-3 h. Se detuvo la reaccion con MeOH (3 ml) y se evaporé el solvente al vacio. Se disolvié el residuo en
AcOEt (0.15 1) y se lavo la solucion con NaHCO, 1 M (2 x 0.10 I). Se seco la fase organica sobre Na,SO,
anh., se filtr6 y se evaporé en vacio.

Espectro de C RMN (CDCL,): (d, ppm) 12.4, 12.8, 12.9, 13.3 (CHs isopropilos); 16.2, 16.3, 16.8, 17.5,

17.9 (CH,s isopropilos); 60.3 (C-5'); 68.9 (C-3); 73.2 (C-2'); 80.9 (C-4); 90.5 (C-1); 100.9 (C-5); 139.7 (C-6);
150.1 (C-2); 162.9 (C-4).

Jo o= 12.9 Hz, J

Espectro de *H RMN (CDCL,): (d, ppm) 0.85-1.25 (m, 16H, CH(CH,),); 3.72 (sa, 1H, OH); 4.00 (dd, 1H,
= 2.2 Hz, H-5"); 4.05-4.40 (m, 4H, H-2’, H-3’, H-4’ y H-5’); 5.70 (d, 1H, J;¢= 8.1 Hz, H-5);

54

5.74 (s, 1H, H-1); 7.75 (d, 1H, J, .= 8.1 Hz, H-6); 9.83 (sa, 1H, NH).
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2’-Oxo0 -3',5-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)uridina (3a).

M,: 484
*' o Rf: 0.47 en EP / ACOEt, 1 : 2
o Rendimiento: 80 %

A- Oxidacién con tri6xido de cromo: 6 ml de anhidrido acético y 10 ml de Py se agregaron a una
suspension de 6 g de CrO, en 200 ml de CH,CI, y la mezcla se agité a temperatura ambiente aproximada-
mente 15 min. El compuesto 2 (9.20 g, 19 mmol) disuelto en 60 ml de CH,CI, seco se agregé a la suspen-
sion del trioxido de cromo previamente enfriada en hielo. Se dejé 1 h agitando a temperatura ambiente.
Cuando la reaccion se completd, se volco la mezcla de reaccion sobre 1.8 | de AcOEt frio y se filtré con
microfibra de vidrio poro 4. El filtrado se concentr6 (temperatura menor a 25° C). El compuesto 3 se purificd
en una columna de silica gel ( AcOEt/ EP, 1: 3).

B- Oxidacién de Swern: Se agregé gota a gota una solucién de cloruro de oxalilo (0,14 ml, 1.6 eq) en
CH,CI, destilado anh. (0,55 ml) a -78°C a una solucion de 0,13 ml (2.5 eq) de DMSO en 0,96 ml de CH.CI,
. Se dejé agitando cinco minutos y entonces se agreg6 gota a gota una solucién del compuesto (15) (500
mg, 1 mmol) en 2,8 ml de CH,CI, . Se dej6 agitando 15 minutos a — 78 °C. Se corto la reaccion con 0,7 ml
de TEA y se agit6 cinco minutos a la misma temperatura antes de llevar a temperatura ambiente. Posterior-
mente, se extrajo con ss de NaHCO, y se lavo con agua. Se seco con Na,SO, y se obtuvo el nucleésido
oxidado con 80 % de rendimiento.

Espectro de *C RMN (CDCl,): (d, ppm) 12.6, 12.8, 13.0, 13.1 (CHs isopropilos); 16.2, 16.3, 16.6, 16.9,
17.1 (CH,s isopropilos); 62.03 (C-5); 71.33 (C-3’); 80.45 (C-4’); 84.38 (C-1’); 102.40 (C-5); 144.85 (C-6);
149.99 (C-2); 163.03 (C-4); 205.43 (C-2)).

Espectro de *H RMN (CDCL,): (d, ppm) 0.85-1.25 (m, 16H, CH(CH.,),); 3.96 (m, 1H, H-4"); 4.14 (m, 2H, H-
5'y H-57); 5.00 (s, 1H, H-1); 5.03 (d, 1H, J,.,= 3.8 Hz, H-3); 6.75 (d, 1H, J; = 8.0 Hz, H-5); 7.16 (d, 1H, J, =
8.1 Hz, H-6); 8.92 (sa, 1H, NH).

2’-Deoxi-2'metilen-3’,5’-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)uridina (4).

q
kaH
0. /K
/ o M,: 482
O

YT Rf: 0.75 en EP / ACOEL, 1 : 2
o Rendimiento: 69 %
O

YO

‘22



Tesinas Sintesis de 2"-C-Metilnucleosidos con potencial aplicacién en biosensores

A una suspension de 8.33 g (1.6 eq) de bromuro de metiltrifenilfosfonio en 240 ml de THF anh. en
atmésfera de argdn, se le agregaron 17 ml de n-butil litio 1,6 M en hexano (1.9 eq). Se dej6é una hora a
temperatura ambiente bajo agitacion, se obtuvo una solucion anaranjada. Entonces, fue agregada gota a
gota a la mezcla una solucién de 6.94 g de 2'-cetouridina protegida con el puente disiloxano (14 mmol)
disueltos en 100 ml de THF. Se dej6 reaccionar 2 h a temperatura ambiente. Luego se agregaron 120 ml de
NH,CI 1 M y se extrajo con AcOEt (2 x 160 ml). Las fases organicas se juntaron, se lavaron con agua, se
secaron con Na,SO, anh. y se evaporo el solvente. El producto se obtuvo puro luego de una columna
cromatogréfica (AcOEt / EP, 3 : 7).

Espectro de *C RMN (CDCl,): (d, ppm) 12.3, 12.6, 12.8, 13.4 (CHs isopropilos); 16.6, 16.8, 17.1, 17.2,
17.3 (CH,sisopropilos); 60.3 (C-5’); 70.1 (C-3’); 82.1 (C-4’); 88.5 (C-17); 102.1 (C-5);111.4 (C-6") 139.5 (C-6);
146.5 (C-2'); 150.0 (C-2); 164.2 (C-4).

Espectro de *H RMN (CDCl,): (d, ppm) 0.86-1.26 (m, 16H, CH(CH,),); 3.69 (ddd, 1H, J,,= 2.6 Hz, J, .=
2.7 Hz, J,,= 8.7 Hz, H-4)); 4.05 (dd, 1H, J; .= 13.1 Hz, J;,,= 2.7 Hz, H-5”); 4.14 (dd, 1H, J; ;= 13.1 Hz,
Jg 4= 2.6 Hz, H-5); 4.83 (dd, 1H, J, ,.= 8.7 Hz, J, ;= 1.5 Hz, H-3); 5.46 (dd, 1H, J,. .= 1.9 Hz, J .= 2.8 HZ,
H-6"); 5.53 (dd, 1H, J; ;= 1.5 Hz, J .= 2.8 Hz, H-6"); 5.70 (d, 1H, J; ;= 8.1 Hz, H-5); 6.52 (d, 1H, J, ;= 1.9 Hz,
H-1'); 7.43 (d, 1H, J;;= 8.1 Hz, H-6); 9.23 (sa, 1H, NH).

(2'R)-2'-C-(Hidroximetil)- 3’,5’-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)uridina (5a).

Nl
\Si~o OH
YO

El compuesto 4 (4.83 g, 100.3 mmol) se disolvié en una mezcla de THF (25 ml), tert-butanol (25 ml) y
agua (7.5 ml). Oxido de N-Metilmorfolina (1.5 g; 13 mmol, 1.2 eq) y OsO, (1 ml de una solucion 2.5 % miv,
en tert-butanol; 0.1 mmol, 0.01 eq) se agregaron a 0° C y agitando. La reaccion se dejé 5 dias a 4° C. Luego
se detuvo la reaccion con una solucion 1 M de NaHSO,y la mezcla de reaccion se extrajo con AcCOEt (2 x
50 ml). La fase organica se lavo con agua, se seco con Na,SO, anh. y se evaporo el solvente a presion
reducida. Se obtuvo cuantitativamente el producto 5 (5 g) como una mezcla diasteromérica en proporcion
95: 5, segulin se determind por RMN, la cual se us6 sin posterior purificacion para la proxima reaccion.

Rendimiento. 97 %

(o]
| NH M.: 516
/& Rf: 0.34 en EP / AcOEt, 1 : 2
N [}
O

OH

Espectro *C RMN del isomero mayoritario (CDCL,): d, ppm) 12.1, 12.7, 12.8, 13.3 (CHs isopropilos);
16.8,16.9,17.0, 17.1, 17.3 (CH,s isopropilos); 59.8 (C-5'); 61.4 (-CH,OH); 67.8 (C-3'); 80.1 (C-2'); 81.0 (C-4;
90.3 (C-1; 101.5 (C-5); 141.2 (C-6); 151.3 (C-2); 164.4 (C-4).

Espectro de *H RMN del isémero mayoritario (CDCI,): (d, ppm) 0.80-1.20 (m, 16H, CH(CH,),); 3.45 (d, 1H,
Jg &= 10.1 Hz, H-6"); 3.65 (sa, 2H, OH-2", OH-6"); 3.90 (d, 1H, J; ;.= 10.1 Hz, H-6); 3.95-4.40 (m, 4H, H-3',
H-4', H-5'y H-5"); 5.60 (d, 1H, J, ;= 7.8 Hz, H-5); 6.00 (s, 1H, H-1); 7.81 (d, 1H, J,,= 7.8 Hz, H-6); 10.35 (sa,
1H, NH).
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(2'R)-2'-C-(4-Metilfenilsulfoniloximetil)-3’,5’-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)uridina (6).

M,: 670
~( /K Rf: 0.80 en EP / AcOEt, 1: 2
SI/ Rendimiento: 60 %
(o]
Tl

\ OTs

(e) OH

T~

A una solucion del compuesto 5 (5 g, 10 mmol) en Py seca (13 ml), se le agreg6 cloruro de p-toluensul-
fonilo (3.8 g, 20 mmol, 2.0 eq) y se agité la mezcla durante la noche a temperatura ambiente. Posteriormen-
te, se agreg6 una segunda porcién de cloruro de p-toluensulfonilo (5.6 g, 30 mmol, 3 eq) y se continué la
agitacion por 3 h mas hasta que, por c.c.d. se observo la desaparicién del material de partida. El solvente fue
evaporado a vacio, el residuo disuelto en AcOEt, lavado con agua, secado con Na,SO, anh.y filtrado para
obtener el crudo de la mezcla de reaccién, el cual fue posteriormente purificado por columna de silica gel
(EP ? AcOEt/ EP, 1 : 2). Se obtuvo 6 como un sélido amorfo.

Espectro de *C RMN (CDCL,): (d, ppm) 12.6, 12.7, 12.9, 13.6 (CHs isopropilos); 16.7, 16.8, 16.9, 17.0,17.2
17.3 (CH,s isopropilos); 21.6 (CH, tosilo); 60.9 (C-5"; 66.5 (CH,O tosilo); 68.1 (C-3'); 79.3 (C-2"); 81.8 (C-4);
89.5 (C-1'); 102.4 (C-5); 127.9 (C-2 tosilo); 129.7 (C-3 tosilo); 131.6 (C-4 tosilo); 144.8 (C-6); 145.2 (C-1
tosilo); 151.8 (C-2); 163.1 (C-4).

Espectro de 'H RMN (CDCl,): (d, ppm) 0.80-1.20 (m, 16 H, CH(CH,),); 2.35 (s, 3H, CH, tosilo); 3.42 (s,
1H, OH); 3.82 (d, 1H, J, ;.= 10.8 Hz, H-6"); 3.90-4.50 (M, 5H, H-3’, H-4', H-5', H-5" y H-6"); 5.62 (d, 1H, J; =
8.0 Hz, H-5); 5.98 (s, 1H, H-1); 7,20 (d, 2H, J_ .= 7.4 Hz, fenilo); 7.60 (d, 1H, Js6= 8.0 Hz, H-6); 7.70 (d, 2H,
J,..= 7.4 Hz, fenilo); 10.35 (s, 1H, NH).

Orto
Orto

2'-C-Metil-3',5'-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)-2'-C-metiluridina (7).

d

S o Rf: 0.70 en EP / AcOEt, 4 : 6
|O\ Rendimiento: 90 %

El compuesto 6 (4 g, 60 mmol) se disolvié en 60 ml de DMF anh., entonces se agregé NaBH, (1.2 g, 31
mmol, 5.0 eq) y la mezcla se agité 2 h a temperatura ambiente. Cuando por c.c.d. se observé que el material
de partida habia desaparecido, se detuvo la reaccion agregando cuidadosamente gota a gota NH,Cl (ss)
sobre la mezcla enfriada sobre hielo. La mezcla resultante se extrajo con AcOEt (2 x 80 ml), las capas
organicas se lavaron son NaCl (ss) (5 x 0.14 ), se secaron con Na,SO, anh. y se evaporaron para obtener el
crudo. El producto fue purificado por cromatografia flash, eluyéndose con EP ? AcOEt / EP, 1 : 2. El
compuesto 7 puro resulté ser una espuma luego eliminar los solventes a vacio.

Espectro de **C RMN (CDCl,): (d, ppm) 12.5, 12.8, 13.4, 13.6 (CHs isopropilos); 16.8, 16.9, 17.0, 17.2,

17.3 (CH,s isopropilos); 20.4 (CH,); 59.8 (C-5'); 72.7 (C-3); 78.9 (C-2'); 81.6 (C-4); 90.4 (C-1); 102.3 (C-5);
139.6 (C-6); 150.5 (C-2); 163.4 (C-4).
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Espectro de 'H RMN (CDCL,): (d, ppm) 0.80-1.20 (m, 16H, CH(CH,),); 1.22 (s, 3H, CH,); 2.53 (s, 1H, OH-
2');3.90-4.15 (m, 3H, H-4',5'y 5"); 4.21 (d, 1H, J, ,= 8.1 Hz, H-3'); 5.70 (d, 1H, J; = 8.1Hz, H-5); 6.00 (s, 1H,
H-1'); 7.73 (d, 1H, J;;= 8.1 Hz, H-6); 8.40 (sa, 1H, NH).

2'-C-Metiluridina (8).

| /K M,: 258
"o N o Rf: 0.40 en CH,Cl, / MeOH, 9 : 1

Rendimiento:95%

Una solucion del compuesto 7 (2.8 g, 5.6 mmol) en 900 ml de THF anh. fue tratada con una solucién de
TBAF 1 M en THF (12 ml, 12 mmol, 2.2 eq) a temperatura ambiente. Después de 5 min, la reaccién fue
detenida mediante el agregado de 0.1 ml de Py / MeOH / agua, 3 : 3 : 1 (v/v/v) y la solucién fue agregada a
una suspension de una resina Dowex 50Wx4-200 (5 g) en la forma piridonio en 3.4 ml de la misma suspen-
sion de Py / MeOH / agua. La mezcla fue agitada suavemente por 10 min y la resina filtrada y lavada con
MeOH (3 x 6 ml). El filtrado combinado con los lavados fueron evaporados hasta sequedad al vacio para
obtener el producto final.

Espectro de 13C RMN (DMSO-d,): (d, ppm) 19.3 (CH,); 59.9 (C-5'); 72.7 (C-3'); 79.4 (C-2'); 82.1 (C-4’); 92.0
(C-1); 102.6 (C-5); 141.8 (C-6); 151.0 (C-2); 166.4 (C-4).

Espectro de *H RMN (DMSO-dy): (d, ppm) 1.00 (s, 3H, CH,); 3.79 (dd, 1H, J. .= 11.8 Hz, J,, , = 2Hz, H-

' g
57); 3.84 (d, 1H, J, , = 9.5 Hz, H-3Y); 3.97 (M, 1H, H-4"); 3.98 (M, 1H, H-5Y; 5.05 (sa, 2H, OH-3'y OH-2)); 5.19
(sa, 1H, OH-5); 5.84 (d, 1H, J;,= 8.2 Hz, H-5); 5.95 (s, 1H, H-1); 7.86 (d, 1H, J;,= 8.2 Hz, H-6).

5,6

Né-Benzoiladenosina (10):

NHBz

/)
. < | J M,: 371
N Z Rf: 0.5 en MeOH / CH,Cl, , 7 : 93
Rendimiento:90%

Se suspendieron 200 mg (0.75 mmol) de adenosina en 8 ml de Py anh. bajo atmdsfera de nitrégeno. Se
enfrid a 0° C, se agregaron gota a gota 0.67 ml de clorotrimetilsilano y se dej6 agitando en frio por 30 min.
Entonces, se agregaron 0.67 ml de cloruro de benzoilo y se agité la mezcla a temperatura ambiente durante
3 h. Al cabo de este tiempo se enfrié y se agregaron 1.62 ml de agua fria. Se esperd 15 min y se agregaron
1.6 ml de NH, concentrado. La mezcla resultante se agité por 30 min mas y se evaporo. El aceite que se
obtuvo se extrajo con 18 ml de Et,0 y agua. La fase acuosa se concentr6 hasta que precipito el producto
como un solido blanco amorfo que se filtré y secé sobre P,O, con vacio.

Espectro de %C RMN (CDCL): (d, ppm) 61.3 (C-5’); 70.3 (C-3); 73.7 (C-2’); 85.7 (C-4); 87.6 (C-1); 125.8

(C-5); 128.4 (C-3 Bz); 129.2 (C-2 Bz); 132.4 (C-4 Bz); 133.4 (C-1 Bz); 146.1 (C-8); 150.4 (C-4); 151.2 (C-2);
152.2 (C-6); 165.7 (CO).
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Espectro de *H RMN (CDCl,): (d, ppm) 3.59 (dd, 1H, J, ;= 11.9 Hz, J,,,= 4.0 Hz, H-5"); 3.69 (dd, 1H,
Js 5= 11.9 Hz, J.,,= 4.0 Hz, H-5'); 3.99 (m, 1H, H-4'); 4.25 (dd, 1H, J,,= 4.3 Hz, J, ,= 4.3 Hz, H-3'); 4.65
(dd, 1H, J32—43Hz J,.»= 5.8 Hz, H-2'); 5.15, 5.26, 5.57 (s, 3H, OH-2’, -3'y -5'); 6.04 (d, 1H, J,,,= 5.8 Hz,
H-1); 7.55 (dd, 2H, J,,= 7.3 Hz, J, .= 7.3 Hz, Hs-3 B2); 7.64 (t, 1H, J, ;= 7.3 Hz, H-4 Bz); 8.05 (d, 2H, J,,= 7.3
Hz, Hs-2 Bz); 8.72 (s, 1H, H-2); 8.75 (s, 1H, H-8); 11.18 (sa, 1H, NH).

Né-Benzoil-3’,5’-O-(tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)adenosina (11).

NHBz

Va N " M: 614

TT o Rf: 0.8 en MeOH / CH,Cl,, 7 : 93
o Rendimiento: 75 % desde adenosina

1,1 g (3.0 mmol) de adenosina benzoilada se evaporaron en vacio de Py seca y entonces se disolvieron
en 8.1 ml de este mismo solvente, se enfrid6 en bafo de hielo y se agregaron gota a gota 1.6 ml de 1,3-
dicloro-1,1,3,3 tetraisopropildisiloxano (1.2 equivalentes). Al finalizar esta adicién se llevo a temperatura
ambiente y se dejo con agitacién. La reaccion se siguié por c.c.d. hasta mostrar que se habia completado
luego de 2 - 3 h. Se detuvo la reaccién con MeOH (2 ml) y se evapor6 el solvente en vacio. Se disolvi6 el
residuo en AcOEt (15 ml) y se lavo la solucion con NaHCO, acuoso 1 M (2 x 10 ml). La fase organica se
seco sobre Na,SO, anh., se filtré y se evapor6 en vacio. El producto (sélido amorfo) se purificé por columna
(CH,CL, : MeOH 100:0- 97:3).

Espectro de *C RMN (CDCI,): (d, ppm) 12.6, 12.8, 13.1, 13.3 (CHs isopropilos); 16.9, 17.0, 17.1, 17.3,
17.4 (CH,s isopropilos), 61.7 (C-5%); 70.8 (C-3’); 71.5 (C-2'); 82.3 (C-4’); 89.9 (C-1'); 123.6 (C-5); 127.9 (C-3
Bz); 128.8 (C-2 Bz); 132.7 (C-4 Bz); 133.7 (C-1 Bz); 141.9 (C-8); 149.7 (C-4); 151.0 (C-2); 152.7 (C-6); 164.6
(CO).

Espectro de *H RMN (CDCl,): (d, ppm) 1.00-1.15 (m, 16H, CH(CH,),); 3.36 (s, 1H, OH); 4.06 (dd, 1H,
Jy 5= 13.8 Hz, J;,,= 4.6 Hz, H-5"); 4.14 (m, 2H, H-4'y H-5); 4.64 (d, 1H, J,,= 5.1 Hz, H-2’); 5.11 (dd, 1H,
Jy,=7.4Hz,J,,=51Hz, H-3); 6.04 (s, 1H, H-1'); 7.51 (dd, 2H, J,,= 7.4 Hz, J,,= 7.8 Hz Hs-3 Bz); 7.60 (t,
1H J43-74Hz H4Bz) 8.03 (d, 2H, J,,= 7.8 Hz, H-2 Bz); 8.16 (s, 1H, Hs-2); 8.75 (s, 1H, H-8); 9.22 (sa,
1H, NH).
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Né-Benzoil-2’-deoxi-2'-metilen-3’,5'-O-(tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)adenosina_(13):

NHBz

(1)
o " | N) M.: 610

s-/ Rf: 0.6, MeOH /CHCI,, 97 : 3
| ° Rendimiento: 11 %
O,

a) 4,8 ml de anhidrido acético y 7,6 ml de Py se agregaron a una suspension de 4,792 g de trioxido de
cromo en 352 ml de CH,CI, y la mezcla se agito a temperatura ambiente aproximadamente durante 15
min. Se agregaron, entonces, 9.582g (17 mmol) del nucledsido protegido 11 disueltos en 50 ml de CH,CI,
seco a la suspension del CrO, previamente enfriada en hielo. Se dejo 1 h con agitacion a temperatura
ambiente. Cuando la reaccién se completd, segun se observé por c.c.d., se volcd la mezcla de reaccion
sobre 400 ml de AcOEt frio y se filtr6 con microfibra de vidrio poro 4 y se percolé con silica gel..

b) A una suspensién de 16,45 g de bromuro de metil trifenilfosfonio en 130 ml de THF anh. bajo atmdsfera
de argdn, se le agregaron 43,8 ml de butil litio 1,6 M en hexano. Se dejé una hora a temperatura ambiente
bajo agitacién, se obtuvo una solucién anaranjada. Entonces, se agregaron gota a gota aprox. 9,582 g
(15.33 mmol) de (1) oxidado con CrO, (a) Se dejo reaccionar 2 h a temperatura ambiente. Cuando la
reaccion finalizo se agregaron 2.4 ml de NH,Cl 1 M y se extrajo con AcOEt (2 x 150 ml). Las fases
organicas se juntaron, se lavaron con agua, se secaron con Na,SO, anh. y se evaporo el solvente. El
producto se obtiene puro luego de una columna cromatografica (CH,CL, / MeOH ,100:0 - 3 :97).

Espectro de *C RMN (CDCl,): (d, ppm) 12.7, 12.8, 12.9 (CHs isopropilos); 16.7, 16.8, 16.9, 17.0, 17.1,
17.2, 12.3 (CH,s isopropilos), 61.3 (C-5’); 71.3 (C-3’); 77.7 (C-4’); 83.5 (C-1"); 112.1 (C-2’); 123.2 (C-5); 127.9
(C-3Bz); 128.7 (C-2 Bz); 130.8 (C-4 Bz); 131.8 (C-1 Bz); 142.6 (C-8); 147.2 (C-4); 150.0 (C-2); 153.1 (C-6);
164.6 (CO).

Espectro de 'H RMN (CDCL,): (d, ppm) 0.85-1.20 (m, 16H, CH(CH,),); 3.90-4.40 (m, 4H, H-3', H-4', H-5'y

H-5"); 5.45 (m, 2H, CH,); 6.80 (d, 1H, J, ,= 2 Hz, H-1"); 7.60-7.70 (m, 3H, Hs-3y H-4 Bz); 7.88 (d, 2H, J,,= 7.8
Hz, Hs-2 Bz); 8.20 (s, 1H, H-2); 8.81 (s, 1H, H-8); 8.44 (sa, 1H, NH).
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Né-Benzoil-3',5'-O-(tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)2 hidroximetil adenosina (14).

/N Y M,:644
< | ) Rf:0,37 Hexano/AcOEt/MeOH, 10:5:1,4
V% 7

Rendimiento: 66,6%
O,
N
\(jiO OH

1,2772 g de 13 ( 2,03 mmol) se disolvieron en 5,06 ml. de THF; 5,06 ml de alcohol ter-butilico y 1,469 mi
de agua. Se enfrié con bafio de hielo y se agregaron 1,588g de Oxido de n-metilmorfolina y 1,505 ml de una
solucion 2,5% de OsO, en t-butanol (0,148 mmol). Se dejo a 4° C durante 24 horas.

Se separ0 la mezcla en una columna de silica gel (CHCI,: MeOH, 100: 3) R:0,2

OH

Espectro de **C RMN (CDCL,): (d, ppm) 12.2, 12.43, 12.6, 12.7(CHs isopropilos); 16.4, 16.5, 16.5, 16.7,
16.8, 16.9 (CH,s isopropilos), 61.4 (C-5); 67.9 (C-6"); 68.8 (C-3'); 77.1(C2"); 81.6(C-4’); 90.0 (C-1); ; 127.7
(C-5); 128.25 (C-3 fenoxi); 128.3 (C-2 fenoxi); 132.0 (C-4 fenoxi); 132.0 (C-1 fenoxi); 142.7 (C-8); 139.5 (C-4);
150.8 (C-2); 151.7 (C-6); 165.9 (C=0).

Espectro de *H RMN (CDCl,): (d, ppm) 0.85-1.20 (m, 16H, CH(CH,),); 3.90-4.40 (m, 4H, H-3', H-4', H-5"y
H-5"); 5.45 (m, 2H, CH,); 6.80 (d, 1H, J, ,= 2 Hz, H-1'); 7.60-7.70 (m, 3H, Hs-3 y H-4 Bz); 7.88 (d, 2H, J,,= 7.8
Hz, Hs-2 Bz); 8.20 (s, 1H, H-2); 8.81 (s, 1H, H-8); 8.44 (sa, 1H, NH

Né-Benzoil-3’,5’-O-(tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)2"-C-tosil adenosina (15)

Rendimiento: 19,19%

N \ N
</ | J M.:799
/O > Rf: 0.23 (n-hexano: AcOEt, 1:1)
w/Ti

O\ OTs

Tt

Se disolvié el nucléosido (14) en 14,6 ml de Py seca, se agreg6 el cloruro de para-toluen-sulfonilo y se
dej6 a 40°C 24 horas. Luego se purificé el producto mediante una columna de silica gel (n-hexano: AcOEt
1:1) obteniendo un sélido amorfo.

Espectro de **C RMN (CDCL,): (d, ppm) 12.4, 12.8, 13.5 (CHs isopropilos); 16.8, 16.9, 17.0, 17.1, 17.2
(CH,s isopropilos); 21.6 (CH, tosilo); 60.7 (C-5'); 66.9 (CH,O tosilo); 69.4 (C-3'); 79.2 (C-2'); 81.6 (C-4"); 89.4
(C-19; 122.4 (C-5); 127.4 (C-3 benzoilo); 128.1 (C-2 tosilo); 128.7 (C-2 benzoilo); 130.1 (C-3 tosilo); 132.0 (C-
4 tosilo); 132.8 (C-4 benzoilo); 133.1 (C-1 benzoilo); 142.1 (C-8); 145.3 (C-1 tosilo); 149.0 (C-6); 150.9 (C-4);
151.3 (C-2); 164.7 (C=0).

spectro de *H RMN (CDCl,): (d, ppm) 0.80-1.20 (m, 16 H, CH(CH,),); 2.41 (s, 3H, CH, tosilo); 3.76 (s, 1H,
OH); 3.89 (d, 1H, J; o= 10 Hz, H-6"); 3.97(d, 1H, J; .= 10 Hz, H-6"); 4.05 (m, 1H, H-5"); 4.14 (m, 1H, H-4');
4.28 (m, 1H, H-57);4.98 (d, 1H, H-3, J, =8 Hz); 6.16 (s, 1H, H-1'); 7,16 (d, 2H, J,= 8 Hz, tosilo); 7.55 - 7.7

(m, 5H, 2Hs tosilo Hs-3, H-4 benzoilo), 8.08 (m, 2H, Hs-2 benzoilo) 8.20 (s, 1H, H-2); 8.61 (s, 1H, H-8); 9.36
(sa, 1H, NH).
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N¢-Benzoil-3',5'-O-(tetraisopropildisiloxan-1,3-diil) 2" -metil-adenosina (16).

NHBz

J Ny M,:610
_( o < | J Rf: 0.27 (n-hexano; AcOEt, 1,5:1)
Si/ N/ Rendimiento: 23%
[e]

T

Se disolvieron 0,165 g de (15) en 2,041 ml de DMF anhidra, Luego se agregaron 0,39 g de NaBH, (1,039
mmol). Se dejo reaccionar 2 horas y se agrego cloruro de amonio gota a gota y en bafio de hielo. Se extrajo
2 veces con 2 ml de AcOEt, se lavd la fase organica 5 veces con 3 ml de NaCl (ss). Se seco la fase organica
con Na,SO,anhidro, se filtré y se rotaevaporo el solvente. Luego se llevo a cabo una columna en silicagel (n-
hexano: AcOEt 1,5:1 ) obteniendo un sélido amorfo.

Espectro de **C RMN (CDCl,): (d, ppm) 12.6, 12.8, 12.9, 13.5 (CHs isopropilos); 16.9, 17.0, 17.2, 17.3,
17.4 (CH,s isopropilos); 20.9 (CH,); 61.2 (C-5); 74.4 (C-3); 79.5 (C-2); 82.1 (C-4"); 90.9 (C-1'); 123.3 (C-
5);127.8 (C-3 benzoilo); 128.8 (C-2 benzoilo); 132.7 (C-4 benzoilo) 133.7 (C-1 benzoilo); 141.4 (C-8); 149.7
(C-4); 152.5 (C-6); 152.7 ( C-2); 164.8 (C=0).

Espectro de 'H RMN (CDCL,): (d, ppm) 0.80-1.10 (m, 28H, CH(CH,),); 1.20 (s, 3H, CH,); 3.15 (s, 1H, OH-
2');4.10 (m, 1H, H 5); 4.18 (m, 1H, H 4); 4.30 (m, 1H, H57"); 4.61 (d, 1H, J, , = 8 Hz, H-3'); 6.17 (s, 1H, H-
1Y; 7.52 (m, 3H, Hs3:, H-4 benzoilo); 8.03 (m, 2H, H-2 benzoilo) 8.28( s, 1H, H-2), 8.80 (s, 1H, H-8); 9.18 (sa,
1H, NH).

Né-Benzoil- 2"-metil-adenosina (17).

N X
N
. </ | ) M :365
N = Rf: 0,4 (CH,Cl;MeOH, 100:3)
o Rendimiento: 80%

Se disolvieron 21mg de (16) (0,0344mmol) en 0,5 ml de THF anhidro, y se agregaron 0,0754 ml de floruro
de tetrabutilamonio 1M (0,0751mmol) depués de 5 min. se agregaron 0,36 ml de una solucion MeOH; H,0,;
Py (3:3:1) y 0,18 g de resina Dowex Py*. Se agité 10 min y se filtr6 con MeOH, luego se evaporé a vacio el
solvente obteniendo un soélido amorfo.

Espectro de *C RMN (CDCL,): (d, ppm) 23.0 (CH,); 59.1 (C-5Y); 71.4 (C-3'), 78.5 (C-4') 82.6 (C-2'); 91.3 (C-
1%; 123.6 (C-5);127.5 (C-3 benzoilo); 128.0 (C-2 benzoilo); 132.2 (C-4 benzoilo) 133.5 (C-1 benzoilo); 141.9
(C-8); 149.8 (C-4); 151.5 (C-6); 152.7 ( C-2); 164.8 (C=0).

Espectro de *H RMN (CDCI,): (d, ppm); 1.05 (s, 3H, CH,); 3.2.0 (s, 2H, OHs); 3.35 (s, 1H, OH); 3.9 (m,

1H, H 5Y; 4.05 — 4.20 (m, 3H, H-3",H-4",H-5""; 6.26 (s, 1H, H-1'); 7.52 — 7.70 (m, 3H, Hs3:, H-4 del benzoilo);
8.08 (m, 2H, H-2 benzoilo); 8.75 ('s, 1H, H-2 ), 8.83 (s, 1H, H-8); 9.18 (sa, 1H, NH).
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2’desoxi-6-0O-(2,6-diclorofenil)-2"-ox0-3",5"-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil) inosina (20):

N AN N
\( . </ | ) M,:653,7
/ N N/ Rf: 0,3 (N-hex: AcoEt)
S o Rendimiento:98%
(L R= [2,6-diclorofenilo]
\ Rxn Jo)

Se agregaron 1,08 ml de anhidrido acetico y 0,904 ml de Py a una suspencion de 1,1376 g de CrO, (11,49
mmoles) en 53,4 ml de CH,CI, seco. Luego de 15 minutos se agregaron los 2 g de nucleosido (19) (3,05
mmoles) disueltos en 11,2 ml de CH,CI, seco.

2 horas mas tarde se echd la mezcla sobre 50 ml de AcOEt frio. A contuacion se le agregé 0,5 gramos
de silica gel y se percolé sobre un lecho de celite, se enjuagd con AcOEt y se evaporé en vacio, obteniendo
un sélido amorfo.

Espectro de **C RMN (CDCl,): (d, ppm) 12.1, 12.5, 12.6, 13.0 (CHs isopropilos); 16.4, 16.5, 16.6, 16.9,
17.0, 17.1 (CH,s isopropilos), 61.4 (C-5); 72.9 (C-3); 78.7 (C-4); 80.2 (C-1); 120.0 (C-5); 127.2 (C-4 fenoxi),
128.5 (C-3 fenoxi) 128.7 (C-2 fenoxi); 143.9 (C-8); 152.9 (C-2);153.2 (C-4); 158.3 (C-6); 204.8 (C=0).

Espectro de *H RMN (CDCl,): (d, ppm) 0.85-1.20 (m, 28.H, CH(CH,),); 3.05-3.25 (m, 3H, H-4’, H-5' y H-
5”);5.40 (sa, 1H, H-3); 5.90 (s, 1H, H-1');7.10-7.30(m, 2H, H3 H5 fenoxi ); 7.40 (m, 2H, H-2, H-4 tosilo ); 8.2
(s, 1H, H-8)

6-0-(2,6-diclorofenil)-2"-C-metil-3",5"-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil) inosina (21):

N AN N
</ | ) M.:667
e N F Rf:0,61 (N-hexano :AcoEt 4:1)
Si o Rendimiento: 50%
ﬁ/l R= 2,6-diclorofenilo

v

Se disolvio el nucledsido (20) (1 g, 1,53 mmoles) en 31,2 ml de Et,0, luego se agregaron 1,983 ml de
reactivo de Grindard (MeMgl, 1,148 mmoles) mateniendo la temperatura a —50°C. Luego de 1,5 horas se
agrego6 7,95 ml de NH,CI 1 M. Se llevé a pH 2 con HCI 5 % y se extrajo dos veces con 5 ml de Et,0. Se lavo
la fase organica tres veces con 5 ml de H,O y se seco la misma con Na, SO, anhidro. Se filtré y se evapord
en vacio el solvente. Se purificd en columna de silica gel utilizando un gradiente de N-hexano;AcOEt 10:2 -
10:3 obteniendo un sélido amorfo.

Espectro de **C RMN (CDCl,): (d, ppm) 12.4, 12.9, 13.1, 13.4 (CHs isopropilos); 16.8, 16.9, 17.0, 17.2,
17.3, 17.4 (CH,s isopropilos), 20.3 (CH,) 62.3 (C-5’); 76.7 (C-3");79.2 (C-2'); 82.6 (C-4); 88.7 (C-1'); 120.0 (C-
5); 127.2 (C-4 fenoxi); 128.5 (C-3 fenoxi) 128.7 (C-2 fenoxi); 143.9 (C-8); 152.9 (C-2);153.2 (C-4); 158.3 (C-6).

Espectro de *H RMN (CDCL,): (d, ppm) 0.85-1.18 (m, 28.H, CH(CH,),);1.56 (s,3H, CH.) 3.40(sa,1H, OH);
4.07 (m, 1H, H-4') 4.11 (m, 2H, H-5", H5"); 4.48 (d, 1H, H-3, J,,,= 7Hz); 5,80 (s, 1H, H-1;7.10-7.30(m, 2H,
H3 H4 fenoxi) ; 8.14 (s, 2H, H-8, H-2)
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6 azido -2°-C-metil-3",5"-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil) inosina (22):

/NfN
~</o <N | N) M, 547
|

o Rf.0,63 (CH,CI,:MeOH;100:3)
o Rendimiento:30%
AN

o

En un balén con atmoésfera de N, se agregaron 0,5733 g de (21) (0,86 mmoles).Luego se agregaron 12,81
ml de dimetilformamida y 0,138 g de NaN, (2,1226 mmoles). Se dejo reaccionar 5 horas a 60°C. Luego
evapor6 en vacio el solvente y se purifico mediante una columna de silica gel (CH,Cl,:MeOH;100:3), obte-
niendo el producto como un sélido amorfo.

Espectro de *C RMN (CDCL): (d, ppm) 12.4, 12.9, 13.1, 13.4 (CHs isopropilos); 16.8, 16.9, 17.0, 17.2,
17.3, 17.4 (CH,s isopropilos), 20.3 (CH,) 62.3 (C-5'); 76.7 (C-3);79.2 (C-2); 82.6 (C-4’); 88.7 (C-1); 120.3 (C-
5); 143.5 (C-8); 152.8 (C-4);153.2 (C-2); 155.7 (C-6).

Espectro de *H RMN (CDCL,): (d, ppm) 0.85-1.20 (m, 28.H, CH(CH,),);1.59 (s,3H, CH.) 3.45 (sa,1H, OH);
3.80 (m, 1H, H-4") 4.05 (M, 2H, H-5, H5""); 5.40 (sa, 1H, H-3"); 4.48 (d, 1H, H-3", J,,= 7THz); 5,93 (s, 1H, H-
1Y; 8.17 (s, 2H, H-8, H-2)

2’-C-metil-3",5"-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil) adenosina (23):

NH,
N
X
<1
\( ° . N) Mr:521
5 Rf:0,27 (CH,Cl;MeOH 100:5)
| ° Rendimiento:55%
(0]

0,1155 g ,( 0.211 mmol) de (21) se disolvieron en 1,79 ml de AcOEt. Luego se agreg6 el Pd/C (0,2 g). Se
dej6 reaccionar en agitacion durante 2 horas con una presion de H, de 30 a 40 psi.Luego se filtro en un lecho
de celite el cual se lavo con AcOEt y se rotaevaporé el solvente.

Se purificé el producto por medio de una columna de silicagel utilizando un gradiente de CH,Cl,:MeOH
100:5 a 100:7 obteniendo un soélido amorfo.

Espectro de *C RMN (CDCL,): (d, ppm) 12.53, 12.91, 13.07, 13.44 (CHs isopropilos); 16.9, 17.04, 17.31,
17.43 (CH,s isopropilos), 20.2 (CH,) 62.4 (C-5’); 76.7 (C-3); 78.96 (C-2), 81.94 (C-4’); 89.11 (C-1’); 120.2 (C-
5); 143.5 (C-8); 148.8 (C-4);151.2 (C-2); 159.7 (C-6)

Espectro de *H RMN (CDCl,): (d, ppm) 0.88-1.26 (m, 28.H, CH(CH,),);1.46 (s,3H, CH,) 3.75 (m, 1H, H-4")

4.05 (m, 2H, H-5, H5”"); 450 (d, 1H, H-3", J,,= 7Hz); 5.01 (sa, 2H, NH,) 5,69 (s, 1H, H-1);6.13 (sa, 1H,
OH); 7.27 (s,1H, H-2); 7.79 (s,1H, H-8)
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Resultados y Discusién

3. Sintesis de los 2’-C-Metilnucleosidos

3.1 Sintesis de 2'-C-Metiluridina

En primer lugar se decidi6 llevar adelante la preparacion de la 2"-C-metiluridina. Esta pirimidina previa-
mente sintetizada en nuestro laboratorio® tiene la ventaja de ser quimicamente mas estable que los nucleé-
sidos purinicos, consecuencia de la mayor estabilidad del enlace glicosidico de los primeros.¥” Otra ventaja
adicional de la utilizacién de la uridina esta dada por la ausencia de la necesidad de un esquema de

proteccion en la base, lo cual simplifica la preparacion de este de tipo de compuestos.

El esquema 1 muestra la ruta que se siguid para la sintesis de la 2"-C-metiluridina. La idea central de
esta estrategia consiste en la formacion regio y estereoselectiva de un enlace carbono-carbono sobre la
o

posicion 2°. o

- ° \ﬂ’\, N
HO  OH L \r)\ 2 \r)\ 3a

SN SN oS A o)
T YTk

N O
\r \r 4 \r)\ 5a 95:5
\ri - l o —Y L o

e UK

Vil

HO OH
Esquema 3. Preparacion de la 2'-C-metiluridina.

i: a- TIPDSCI,, Py; b- MeOH; ii: a- CrO,, Py, Ac,0O, CH,Cl; b- AcOEt; iii: a- Ph,P=CH,, THF; b- Et,O,
NH,CI; iv: a- 0sO,, MNO, t-BuOH, THF; b- NaHSO, 1 M, AcOEt; v: TsCl, Py; vi: a- NaBH,, DMF; b- NH,CI;

vii: TBAF, THF.

36. Gallo M. et al , Tetrahedron 2001, 57, 5707
37. Shabarova Z. , Bogdanov A. Adv. Org. Chem. of Nuc. Ac. Ed VCH, Alemania 1994.
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El primer paso de la ruta sintética consistié en la proteccion regioselectiva de los oxhidrilos de las
posiciones 3" y 5" dejando libre el oxhidrilo 2" utilizando 1,3-dicloro-1,1,3,3-tetraisopropildisiloxano (reactivo
de Markiewicz )*®. La regioselectividad de esta reaccion es consecuencia del ataque inicial del oxhidrilo de
la posicién 5° sobre uno de los silicios del reactivo de Markiewicz a través de una reaccién de sustitucion
nucleofilica. A continuacién el oxhidrilo de la posicién 3" cicla intramolecularmente generando el compuesto
(2) del Esquema 1. El oxhidrilo de la posicién 2" no puede ciclar como consecuencia de su lejania respecto
del sitio de reaccion. El anillo resultante es muy estable tanto en medio acido como en medio bésico, y su
remocién es muy sencilla. Esta reaccion se llevo a cabo en piridina anhidra para eliminar del medio el HCI
formado como subproducto de la reaccién. El rendimiento de la misma fue del 90%.

Una vez protegidos los oxhidrilos de las posiciones 3’y 5” se pudo realizar la oxidacion del oxhidrilo 2
utilizando tridéxido de cromo/ piridina/ anhidrido acético. La reaccién se completé con un rendimiento del
80%. Al completarse la reaccién se pudo detectar por ccd. la presencia de un compuesto minoritario con Rf
menor al del 2"-cetonucledsido .Al caracterizar la mezcla de reaccién por 3C-RMN se determind que este
producto minoritario era el producto de adicion del agua al grupo carbonilo (3b, Esquema 1). Este compues-
to se caracterizé por tener un conjunto se sefiales con desplazamientos quimicos muy parecidos, excepto
para el C-2" que en el compuesto 3a aparece con el desplazamiento caracteristico de las cetonas (d » 200-
210ppm) mientras que en el caso del compuesto 3b este mismo carbono aparece con un desplazamiento
en 3C caracteristico de los hidratos (d » 95-105 ppm) como puede observarse en la figura 1. La formacién de
este producto puede interpretarse como una liberacién parcial de la tension anular del anillo ribosidico
provocada por el cambio de hibridizacion sp? a sp® del C-2” en la estructura 3b.

La purificacién de esta mezcla presento6 problemas referidos a la eliminacion del cromo, esta dificultad
podria deberse a la coordinacién de este elemento con la base, lo que se condice con el ensanchamiento
del los picos encontrado en el los espectros de H del crudo.

La mezcla de reaccion 3a+3b purificada se someti6 a la reaccion de Wittig utilizando bromuro de metil-
trifenilfosfonio y butilitio como base en THF como solvente, obteniéndose el compuesto @) con un rendi-
miento del 80%. EIl curso de la reaccion se siguid por ccd y se observo la desaparicion de las manchas
correspondientes a los compuestos 3a y 3b. Esto puede ser explicado en virtud del desplazamiento del
equilibrio entre estas estructuras como consecuencia de la desaparicion del agua del medio de reaccién por
reaccion con una cantidad molar equivalente del iluro utilizado.
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Figura 7-Espectro 1- 2’-Oxo0-3',5" -0 -(1, 1,3 ,3 -tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)uridina (3a)y su hidrato (3b)
en CDCl,

38. Markiewicz W. T. J. Chem Res (s) 1979, 24
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La caracterizacion de este compuesto (4) se llevé a cabo por RMN, destacandose la desaparicion en 3C-
RMN de la sefial del carbonilo y la aparicion de una sefial adicional de carbono correspondiente a un
metileno como pudo observarse a partir del *C-RMN representado en la Figura 2 y confirmado a través de
un experimento DEPT (datos no mostrados).

El paso siguiente consistio en la dihidroxilacion estereoselectiva del doble enlace carbono-carbono. Con
este objetivo se llevé a cabo la reaccion con 6xido de N-metilmorfolina en cantidades estequeométricas® y
cantidades cataliticas de OsO,.
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Figura 8 *C-RMN de 2'-Deoxi-2'metilen-3',5'-0-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)uridina (4) en CDCL,.

Dadas las diferencias en impedimento estérico de las dos caras del doble enlace, las previsiones
originales sobre la estereoselectividad de la reaccion indicaban que el ataque debia ocurrir desde la cara
menos impedida, la cara , lo que condicionaria la configuracion R del carbono 2°.

Atague del OsO,

Figura 9- Ataque del OsO, por la cara a.

Esto fue confirmando al llevar a cabo la reaccion en la que se obtuvo ambos diasteroisémero (5, Esque-
ma 1) en una relacién 95:5 segln las sefiales de !H. Las sefiales mas relevantes del *C-RMN de los
productos indican la desaparicion del metileno del doble enlace (d= 146 ppm) y la apariciéon de una sefial
caracteristica de carbono unido a oxigeno (d» 55ppm) que tiene la fase caracteristica de los carbonos
unidos a dos hidrégenos en el experimento DEPT (Figura 4).

39. Van Rheine V. et al, Tetrahedron Lett, 1973 1976
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Figura 10 Experimento DEPT de (2'R)-2'-C-(Hidroximetil)- 3',5-0O-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)uridina
(5) en CDCl,

El producto mas abundante (5a) fue purificado; en este punto la configuracion absoluta del carbono 2 fue
asignada tentativamente como R (Figura 4) y la confirmacion de esta asignacion se llevé a cabo sobre el
producto (8) mediante la determinacion de las constantes de acoplamiento C-H dada la imposibilidad de
medir los acoplamientos H-H por la ausencia de hidrégeno en el C-24°,

Para continuar con la ruta sintética preestablecida era necesario obtener el tosilato (6) a partir del com-
puesto (ba) utilizando cloruro de p-toluensulfonilo. Para obtener este producto la reacciéon debia ocurrir
regioselectivamente con el oxhidrilo primario en presencia del oxhidrilo terciario del C2"; esta regioselectivi-
dad fue posible gracias al impedimento estérico que este Ultimo que permiti6 completar reaccion con un
rendimiento del 60%.

El tosilato luego se redujo con NaBH, obteniéndose (7) con un rendimiento del 90%. Una vez concluida
esta instancia se desprotegio el nucleésido tratandolo con fluoruro de tetrabutilamonio en THF, obteniendo
asi la 2"-C-metiluridina (8).
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Figura 113C-RMN de 2'-C-metiluridina (8) en CDClI,

40. Gallo M. et al , Tetrahedron 2001, 57, 5707
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3.2-Sintesis de la 2’-C-metiladenosina

Una vez concluida la sintesis de la 2"-C-uridina se decidid utilizar una ruta analoga para la preparacion
de la 2’-C-metiladenosina, la cual nunca habia sido preparada por esta via.

Con el fin de utilizar adenosina como reactivo de partida, fue necesario proteger el grupo amino exociclico
de la purina, para ello se utiliz6 la estrategia de “proteccion transitoria” descripta en el esquema 2.

NH, NBz
</N | Y (N:f\,\, {NfN
. N ) O N N) "o N N)
o " T™SdA o Bz-Cl o
Py H,0
HO OH

OTMS OTMS HO OH

10
9

Esquema 4- Proteccion transiente de la adenosina

En esta reaccion los oxhidrilos de las posiciones 2°, 3’y 5” fueron protegidos transitoriamente con el
grupo trimetilsililo (TMS), una vez realizada la proteccién se procedié a benzoilar el grupo amino exociclico
y en el mismo medio de reaccion se eliminaron los trimetilsililos por agregado de agua.

Una vez preparada la adenosina benzoilada se comenzo la sintesis de la 2-c-metiladenosina, segun se
indica en el Esquema 3

Se realiz6 la proteccion del los OH 3’y 5° con el reactivo de Markiewicz de la misma manera que fue
realizado con la uridina, aislandose el producto (11) con un 90 % de rendimiento.

El paso posterior consistié en la oxidacion del oxhidrilo del C-2°. A tales fines se utiliz6 en primera
instancia trioxido de cromo/ piridina / anhidrido acético. Esta reaccidn resulté tener un rendimiento menor al
10%, presentdndose ademas los problemas ya descriptos para la eliminacion del cromo. Este bajo rendi-
miento, comparado con el encontrado para la misma reaccién con la uridina protegida con el puente disi-
loxano podria ser atribuido a la menor estabilidad del enlace glicosidico de las purinas sumado a efectos
provocados por la coordinacion del cromo sobre la base.

Con la intencion de aumentar el rendimiento de este paso se recurrié a otras técnicas que obviaran la
utilizacion de Cr, por lo que se decidié intentar realizar la modificacion llevando a cabo la reaccidén de
Swern“t, Este método es generalmente utilizado para la oxidacion de oxhidrilos en azlcares y utiliza dime-
tilsulféxido como oxidante y cloruro de oxalilo como activante electrofilico. En un primer momento se supuso
gue la ausencia de cromo en la reaccion podria facilitar la posterior purificacién y verse traducida en un
mayor rendimiento, sin embargo el rendimiento de esta reaccion no fue superior al de la oxidacion con
trioxido de cromo.

También se utiliz6 anhidrido acético® en lugar de cloruro de oxalilo, pero se obtuvo nuevamente una
mezcla compleja (figura 6).

41. Swern D. et al , J Org Chem, 1978 43: 2480
42. Albright et al, J. Am. Chem. Soc. 1964, 89 2416
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Esquema 5 Preparacién de la 2"-C-metiladenosina

i:-TMCS,BzCl ii: a-TIPDSCL,,Py; b-MeOH; iii: A)a-CrO,, Py, Ac,0, CH,Cl,; b- AcOEt: B)a- Ph,P=CH,, THF,
b- Et,0, NH,CI; iv: a- OsO,, MNO, t-BuOH, THF, b- NaHSO, 1M , AcOEt, v:TsCl, Py, vi a- NaBH,, DMF; b
NH,Cl,vii TBAF, THF
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En posteriores intentos por mejorar este paso de reaccion se observo que el rendimiento de la reaccién
con triéxido de cromo parecia disminuir al aumentar el tiempo que el nucleésido permanecia en contacto
con el medio de reaccion.

NHBz

DMSO _
. 5 > MEZCLAS COMPLEJAS
\N 2
— o
e ! e DMSO _
\ 2 ™ MEZCLAS COMPLEJAS
o (coc,
.,
YSI—O OH
)\ 1 CrOy/Py » MEZCLAS COMPLEJAS
CH,Cl,

Figura 12 Intentos de oxidacion de oxhidrilo 2"del compuesto (11)

Esta evidencia llevé a pensar que se debia reducir este tiempo, por lo que se decidié no trabajar el crudo
de reaccién y hacer reaccionar con el reactivo de Wittig inmediatamente después de una rapida percolacion
en silica gel. La introduccién de esta modificacion en la ruta sintética prevista significé un aumento sustan-
cial en el rendimiento siendo posible la obtencion del compuesto (13) con un rendimiento del 11% luego de
ambas reacciones.

En la figura 7 se muestra el espectro de *C-RMN y se indica la aparicion del doble enlace carbono-
carbono que tiene una fase negativa en el experimento DEPT con pulso a 135° a (d=111,5 ppm)
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Figura 13. *C-RMN de N&-Benzoil-2'-deoxi-2'-metilen-3’,5'-O-(tetraisopropildisiloxan-1,3-diil)adenosina (13)
en CDCI,, DEPT (en recuadro).
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El alqueno fue posteriormente oxidado con 6xido de N-metilmorfolina y tetradxido de osmio como catali-
zador, para formar el compuesto (14). La reaccion demostrdé ser muy limpia y altamente estereoselectiva
encontrando una relacion de diasteroisémeros >99:1 segln sefiales del *H-RMN y con un rendimiento del
66%.

El tratamiento del compuesto (L4) con cloruro de p-toluensulfonilo condujo regioselectivamente a la
formacion del tosilato sobre el alcohol primario. Sin embargo la reaccién mostré no ser tan limpia como en
el caso de 2"-C-metiluridina obteniendo el producto deseado con un rendimiento del 19%

El paso siguiente fue completado mediante la adicion de borohidruro de sodio disuelto en N,N-dimetilfor-
mamida anhidra, obteniendo el compuesto (16)con un rendimiento del 25%.

La desproteccion del nucledsido se realizé por agregado de fluoruro de tetrabutilaminio con un rendimien-
to de alrededor del 100%, obteniendo una masa final de 10 mg de N-benzoil-2"-C-metiladenosina (17) en
forma cuantitativa.

Debido a los bajos rendimientos en la sintesis de la 2°-C-metiladenosina siguiendo la estrategia utilizada
para la 2"-C-metiluridina se busc6 una ruta alternativa. Se decidié entonces utilizar la 6-O-(2,6 diclorofenil)
inosina como producto de partida. Este anélogo de inosina tiene la ventaja de permitir trabajar sobre el
azucar y posteriormente modificar la base para obtenerla adenosina o la inosina modificadas (ver Esquema
4)

Para comenzar con las reacciones en el carbono 2 se protegié con el reactivo de Markievicz; una vez
purificado el producto fue oxidado con CrO,. En esta oportunidad la oxidacion tuvo un rendimiento del 90%.
Este altisimo rendimiento con respecto a las oxidaciones de la adenosina podria ser atribuidas a la presen-
cia de un oxigeno exociclico en la base en lugar de un nitrégeno perteneciente a un grupo amida Este
reemplazo de una amida por un éter podria evitar la coordinacién con cromo y la subsiguiente alteracién de
las propiedades electronicas de la base, que serian causa de la inestabilizacion del enlace gliscosidico.

Una vez aislado el compuesto (20) se intentd continuar con una ruta similar a la utilizada anteriormente,
por lo que el paso siguiente debia ser la formacién de un doble enlace carbono-carbono utilizando el reactivo
de Wittig. Sin embargo el rendimiento de esta reaccion fue extremadamente bajo, echo que cred la necesi-
dad de utilizar rutas alternativas.

La primera ruta alternativa planteada consistié en la formacién de un epéxido sobre el carbono 27, que por
analogia a reacciones similares podria ser preparado estereoselectivamente mediante el ataque del acido
m-cloroperbenzdico por la cara a del azicar menos impedida estericamente. Una vez formado el epdxido
este podria ser abierto regioselectivamente, orientando un carbono en forma ecuatorial por encima del plano
del anillo ribosidico y un oxhidrilo axial por debajo, llegando de esta forma al 2"-C-metilnucledsido en un solo
paso. Sin embargo no se encontraron condiciones de reaccidn para que esto ocurriera.

La siguiente alternativa llevada adelante fue la esquematizada en el Esquema 4, y que utiliza la adicién
de un compuesto organometalico sobre el carbonilo del compuesto (20) para formar una nueva unién carbo-
no-carbono. Para tener éxito el reactivo organometalico utilizado (MeMgl) debia atacar el C=0 de 2 por la
cara b y evitar de esta forma la produccion excesiva del 2°-C-metilarabinonucleésido.
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Esquema 6. Preparacion de la 2"-C-matiladenosina por adiciéon de un organometalico
i:Cro,, Py; xvii; MeMgl,Et,O; ii: NaN,,DMF; iii: H,, Pd/C; xx: m-CPBA, iv: a- Ph,P=CH,, THF, b- Et,0, NH,ClI

Al ser esta cara la mas impedida fue necesario ajustar las condiciones de la reaccién haciendo posible
la obtencion de ambos productos en una relacion 1 a 1, pudiéndose observar por RMN la aparicion de una
sefial correspondiente al carbono primario de la posicién 2° (d=20.3 ppm).

Tras la purificacién por columna se aislé uno de los diasteroisdmeros (21) cuya configuraciéon absoluta
sobre el C2" hasta el momento no fue asignada, ya que para realizar esto es necesario determinar los
acoplamientos por RMN y es conveniente hacerlos midiendo los acoplamientos C-H sobre el nucleésido
totalmente desprotegido.
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(ppm)

Figura 14. *C-RMN de 6 azido -2'-C-metil-3",5"-O-(1,1,3,3-tetraisopropildisiloxan-1,3-diil) inosina (22)en
CDCl,, en recuadro zona aromatica de (21).

La eliminacion del grupo 2,6-diclorofenoxi para ello se realizé mediante una reaccién con azida sodica en
DMF que dio como el compuesto (22). Esto fue comprobado observando la desaparicion de las sefiales en
la zona aromatica del *C-RMN producto de la eliminacién del grupo 2,6-diclorofexi (ver figura 7).

Este compuesto N-sustituido pudo ser reducido con H, a una presion de 30-40 psi y utilizando paladio
sobre carbono cémo catalizador, dando como producto la 2-C-metiladenosina protegida con el puente
disiloxano, el producto de esta reaccién se pudo observar gracias a la apricion de un singulete ancho en H-
RMN perteneciente a las sefales de los hidrégenos del grupo amino exociclico (d=5.01 ppm).

Conclusion

Se sintetizé 2"-C-metiluridina siguiendo una ruta previamente desarrollada por el grupo de investigacion,
confirmandose su gran estereoselectivadad y alto rendimiento.

Se intentd utilizar sintetizar la 2'-C-metiladenosina utilizando una ruta analoga a la utilizada para la
sintesis del primer compuesto, pero se encontrd que esta no es adecuada debido a los rendimientos,
especialmente el paso de oxidacién posterior no tuvo el rendimiento suficiente para poder continuar por la
ruta preestablecida.

Se disefio una nueva ruta para la sintesis de la 2"-C-metiladenosina mediante la adiciéon de un organome-
talico, consiguiendo obtener los disteroisémeros en una proporciéon de 1 a 1, y rendimientos considerable-
mente mejores que los obtenidos por otras rutas, permitiendo preparar el nucleésido modificado en cantida-
des suficientes para continuar con la sintesis de los 2‘-C-nucleétidos trifosfato.

Se disefi6é una nueva ruta para preparar la 2°-C-metiladenosina, partiendo de un derivado de la inosina. Si
bien este compuesto pudo superar el paso de oxidaciéon exitosamente, la reaccidon de wittig no pudo ser
completada con buen rendimiento.

Se disefio una nueva ruta para la sintesis de la 2"-C-metiladenosina mediante la adicién de un compuesto
organometalico, consiguiendo obtener los disteroisomeros en una proporcién de 1 a 1, y rendimientos
considerablemente mejores que los obtenidos por otras rutas, permitiendo preparar el nucleésido modifica-
do en cantidades suficientes para continuar con la sintesis de los 2‘-C-nucleétidos trifosfato.
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