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El virus del dengue es el causante de la enfermedad del dengue que afecta a
millones de personas a nivel mundial. Este virus, perteneciente a la familia
Flaviviridae, codifica la proteina no estructural de la subunidad NS5 con actividad
metiltransferasa (NS5-Mtasa). Esta realiza dos metilaciones consecutivas en la
caperuza del extremo 5 del ARN mensajero (ARN-cap5’), utilizando S-

adenosilmetionina (SAM) como co-factor.

La presente tesis doctoral se centré en el desarrollo de inhibidores de la NS5-
Mtasa del virus del Dengue serotipo 2 (NS5-Mtasa-Den2) a partir de la

propuesta, desarrollo y optimizacion de un disefio racional de compuestos.

Para lograr este objetivo seleccionamos 4 herramientas para el disefio racional
de inhibidores: la sintesis organica de los compuestos a evaluar; el estudio de
interaccién proteina-ligando mediante resonancia magnética nuclear (RMN); los

ensayos biolégicos para medir la actividad antiviral de los compuestos; y los
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modelos computacionales para evaluar los resultados obtenidos en las técnicas

anteriores y poder predecir nuevos posibles inhibidores.

Se desarrollaron y optimizaron las herramientas computacionales, los
experimentos de RMN para el estudio de interaccion proteina-ligando, asi como
las primeras aproximaciones en la produccion de la NS5-Mtasa-Den2 a partir de

la colaboracion con grupos de mayor experticia en el area.

Con respecto a la sintesis organica se llevé a cabo la busqueda y optimizacion
de una ruta sintética adecuada, logrando la sintesis total de 20 compuestos
finales que se dividieron en tres series: A, B y C. Adicionalmente los compuestos
fueron evaluados frente a la NS5-Mtasa-Den2 en un ensayo de unién a filtros
(radioactive filter-binding assay (FBA), en inglés) y en cultivos celulares

infectadas con el virus del dengue serotipo 2.
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The dengue virus is the responsible agent of dengue disease, which affects
millions of people worldwide. This virus, belonging to the Flaviviridae family,
encodes the non-structural protein of the NS5 subunit with methyltransferase
activity (NS5-Mtase). This enzyme performs two consecutive methylations on the
cap structure of the 5 end of the messenger RNA (5’-cap RNA), using S-

adenosylmethionine (SAM) as a co-factor.

This doctoral thesis focused on the development of inhibitors for the NS5-Mtase
of the Dengue virus serotype 2 (NS5-Mtase-Den2) through the proposal,
development, and optimization of a rational compound design.

To achieve this objective, we selected four tools for the rational design of
inhibitors: the organic synthesis of the compounds to be evaluated; the study of

protein-ligand interactions using nuclear magnetic resonance (NMR); biological
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assays to measure the antiviral activity of the compounds; and computational
models to analyze the results obtained from the previous techniques and predict

new potential inhibitors.

Computational tools, NMR experiments for the study of protein-ligand
interactions, as well as initial approaches to produce NS5-Mtase-Den2 were
developed and optimized in collaboration with groups with greater experience in
the field.

Regarding organic synthesis, a suitable synthetic route was optimized, leading to
the total synthesis of 20 final compounds, which were divided into three series:
A, B, and C. Additionally, the compounds were evaluated against NS5-Mtase-
Den2 using a radioactive filter-binding assay (FBA) and against cell infected with

the Dengue virus serotype 2.
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Capitulo 1:

Introduccion y Objetivos

-



La enfermedad del dengue, que afecta a millones de personas en el mundo
anualmente, se presenta generalmente de manera asintomatica o con sintomas
leves. Dentro de estos, encontramos sintomas cémo: fiebre, dolor intenso de
cabeza, dolor muscular y dolor en las articulaciones. En casos de gravedad, en
general en un estadio mas avanzado de la enfermedad, se pueden desarrollar
dificultades respiratorias y dafio grave en érganos, por lo cual, esta enfermedad
puede resultar mortal. La enfermedad del dengue es transmitida por mosquitos
hembra del género Aedes aegypti infectados, por lo que suele presentarse en

zonas tropicales y subtropicales.’

El Centro Europeo para la Prevencion y el Control de Enfermedades reportd en
su pagina web los casos de dengue en el mundo por cada 100.000 habitantes
desde marzo del 2024 a febrero del 2025, (Figura 1.1). En la figura se puede
apreciar que América Latina se encuentra dentro de las areas mas afectadas.
Asi mismo, realizaron una actualizacion de los casos reportados en los primeros
meses del presente afo (de enero a febrero del afio 2025), donde se notificaron
hasta ese momento 640.349 casos de dengue y un total de 159 muertes
relacionadas. Se detecté de esta forma la circulacion del dengue en Africa,

América, Asia sudoriental y la region del Pacifico occidental. (Figura 1.2).?

1 Khan, M. B.; Yang, Z.-S.; Lin, C.-Y.; Hsu, M.-C.; Urbina, A. N.; Assavalapsakul, W.; Wang, W.-H._;
Chen, Y.-H.; Wang, S.-F. J. Infect. Public Health 2023, 16 (10), 1625-1642.

2 Centro Europeo para la prevencion y el control de enfermedades.

https://www.ecdc.europa.eu/en/publications-data/twelve-month-dengue-virus-disease-case-notification-
rate-100-000-population-march?etrans=es. (Visitado marzo 02, 2025)
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Figura 1.1: Casos de la enfermedad del dengue reportados en el mundo por cada 100.000
habitantes desde marzo del 2024 a febrero del 2025 segun el Centro Europeo para la

Prevencion y el Control de Enfermedades.
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Figura 1.2: Casos reportados en el mundo por cada 100.000 habitantes desde diciembre 2024

a febrero del 2025 segun el Centro Europeo para la Prevencion y el Control de Enfermedades.
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Por otra parte, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) el 7 de febrero
del afio 2025 emitié un documento denominado: “Alerta Epidemioldgica. Riesgo
de brotes de dengue por aumento de circulacion de DENV-3 en la Region de las
Américas”. En el mismo detallaron los casos reportados de dengue en el ano
2024 y 2025 en la region. En la Figura 1.3 se aprecia el aumento significativo de
los casos de dengue entre los anos 2021 a 2024, presentando en el afio 2024 el
mayor registro de casos de la enfermedad del dengue en comparacion a los
ultimos 45 afos. Si bien se observa una tendencia al aumento de los casos a lo
largo de los afios, el remarcado aumento en los ultimos 15 afios puede deberse
a la propagacién del mosquito que transmite la enfermedad, asi como también a

un aumento de la temperatura debido al cambio climatico.3

Figure 1. Total number of reported dengue cases and number of countries and temitories, 1980
- 2025 (up to EW 4) in the Americas Region.
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Figura 1.3: Casos reportados para la enfermedad del dengue en América a lo largo de los afos
reportado por la organizacién Panamericana de la Salud (OPS) el 7 de febrero en el documento:
“Alerta Epidemiolégica. Riesgo de brotes de dengue por aumento de circulacion de DENV-3 en la

Regién de las Américas”.

Con respecto a nuestro pais, en el afo 2016 se detecto el primer caso autéctono
de dengue en Uruguay, con un total de 19 notificaciones de casos autéctonos y
42 notificaciones de casos importados en ese afio.*°

3 Organizacién Panamericana de la Salud. Alerta Epidemioldgica. Riesgo de brotes de dengue por
aumento de circulacion de DENV-3 en la Regidon de las  Ameéricas.
https://www.paho.org/en/documents/epidemiological-alert-risk-dengue-outbreaks-due-increased-
circulation-denv-3-americas (Visitado marzo 04, 2025)

4 Fundacion io. https://fundacionio.com/casos-de-dengue-en-uruguay-departamento-de-salto-
epicentro-del-brote/#:~:text=San%20J0s%C3%A9%20Febrero-,2016.,casos%20aut%C3%B3
ctonos%20y%2042%20importados (Visitado marzo 03, 2025)

5 Ministerio de Salud Publica. https://www.gub.uy/presidencia/comunicacion/noticias/ministerio-salud-
publica-detecto-primer-caso-autoctono-dengue-uruguay. (Visitado marzo 03, 2025)
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El virus del dengue es el causante de esta enfermedad y presenta cuatro
serotipos (Den1, Den2, Den3 y Den4). En la actualidad no existe un tratamiento
especifico para la enfermedad que provoca este virus, por lo cual la estrategia
frente a estos casos se centra en tratar los sintomas con el fin de aliviar el dolor
y malestar. Existe una vacuna contra el virus del dengue desarrollada por el
laboratorio japonés Takeda (TAK-003),° aprobada en Indonesia en agosto de
2022, protege contra los cuatro serotipos del virus. A partir de setiembre del afio
2023, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),” recomienda su uso en areas
con altos indices de la enfermedad y su transmision. Paises como Argentina y
Brasil ya comenzaron sus respectivos esquemas de vacunacion con la TAK-003.
Sin embargo, la medida de prevencién por excelencia promovida por las distintas

localidades afectadas es el evitar la picadura y reproduccién de estos mosquitos.

El virus del dengue al igual que otros virus perjudiciales para la salud humana
como lo son el virus del Zika, el virus de la fiebre amarilla y el virus del Nilo
Occidental pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae. Estos virus
envueltos poseen toda su informacién genética dentro de una unica hebra de
ARN de polaridad positiva. Este ARN codifica 5 proteinas estructurales y 7
proteinas no-estructurales. Dentro de estas proteinas no estructurales se
encuentra la proteina de la subunidad NS5, que presenta 2 dominios, uno con
actividad polimerasa en el C terminal (NS5-Pol) y el otro con actividad

metiltransferasa en el N terminal (NS5-Mtasa).

Se ha reportado que las NS5-Mtasa se encuentran altamente conservadas
dentro del género flavivirus.® Estas, realizan 2 metilaciones consecutivas en la
caperuza del extremo 5 del ARN mensajero co-trascripcionalmente en las
posiciones N7 de la guanosina y en la 2’0 de la primera base de adenosina. Para
realizar estas metilaciones la enzima utiliza como co-factor al S-

adenosilmetionina (SAM), formando como subproducto de la reaccion el S-

6 Petri, E.; Biswal, S.; Lloyd, E.; Tricou, V.; Folschweiller, N. Vaccine 2024, 42 (26), 126309.

7 Organizacién Mundial de la Salud. https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/dengue-and-
severe-dengue. (Visitado marzo 04, 2025)

8 Dong, H.; Zhang, B.; Shi, P.-Y. Antiviral Res. 2008, 80 (1), 1-10.
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homocisteinadenosina (SAH) a partir de la pérdida del grupo metilo por parte del
SAM (Figura 1.4). Kroschewski et al.,° reportaron que estas metilaciones se
llevarian a cabo por una misma metiltransferasa donde ocurriria primero la
metilacion en la posicion N7 y luego en la posicion 2’0, donde la metilacion en

N7 se presentaria fundamental para la replicacion viral (Figura 1.5).

Se ha reportado el compuesto conocido como sinefungin (SFG) como inhibidor
de este tipo de metiltransferasas que presentan SAM como co-factor. Si bien la
eficacia del SFG como inhibidor es variable frente a distintas metiltransferasas,
se ha reportado que el SFG no atraviesa la membrana plasmatica,’® lo que

podria explicar su falta de actividad en modelos celulares (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Se muestran las estructuras del SAM, SAH y SFG.

9 Kroschewski, H.; Lim, S. P.; Butcher, R. E.; Yap, T. L.; Lescar, J.; Wright, P. J.; Vasudevan, S. G;
Davidson, A. D. J. Biol. Chem. 2008, 283 (28), 19410-19421.

10 Bobileva, O.; Bobrovs, R.; Kanepe, |.; Patetko, L.; Kalnins, G.; Sigovs, M.; Bula, A. L.; Grihberga, S.;

Boroduskis, M.; Ramata-Stunda, A.; Rostoks, N.; Jirgensons, A.; Tars, K.; Jaudzems, K. ACS Med.
Chem. Lett. 2021, 12 (7), 1102-1107.
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Figura 1.5: Metilaciones realizadas por la enzima NS5-MTasa-Den2 sobre la caperuza del ARN
mensajero en la posicion 7 de la Guanosina y la posiciéon 2°0O de la primera base de la

adenosina.

En el ano 2015 a partir de una colaboracioén, entre nuestro grupo y el Dr. Alex
Taranto de la Universidad Federal de Minas Gerais ubicada en Brasil, se llevaron
a cabo estudios computacionales de screening virtual inverso (SVI) sobre
compuestos derivados de la Bacilamida C (alcaloide tiazélico aislado de la
bacteria Bacillus Endophyticus), propuestos a partir de la tesis de maestria de la
Dra. Verénica Martinez.'" Como resultado del SVI se obtuvo que la
metiltransferasa del virus del dengue del serotipo 2 (NS5-Mtasa-Den2) se
presentaba como un posible blanco enzimatico. Se sintetizaron los 3 compuestos
seleccionados (figura 1.6) como posibles inhibidores por el programa de SVI y
se evaluaron estos en un ensayo celular frente al virus del dengue, llevado a
cabo por el grupo de la Dra. Jaqueline M. S. Ferreira, Universidad Federal de
Sao Joao Del-Rei, Brasil. Los resultados obtenidos mostraron que ninguno de
estos 3 compuestos presentd actividad. A partir de estos resultados y de la
evidente necesidad a nivel regional y global de la busqueda de antivirales contra
el virus del dengue (en base a los datos discutidos anteriormente), se decidio
conservar como blanco enzimatico a la NS5-Mtasa-Den2 y desarrollar

inhibidores a partir de un disefio racional.

11 Martinez, V.; Davyt, D. Tetrahedron Asymmetry 2013, 24 (24), 1572—-1575.
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Figura 1.6: Estructura de los 3 compuestos derivados de la bacilamida C

El disefio racional de compuestos para su uso terapéutico ha tomado mas
relevancia en los dultimos afos. Esta estrategia necesita un enfoque
multidisciplinario al momento de contemplar los compuestos candidatos, asi
como a la macromolécula objetivo. Anteriormente, se optaba unicamente por el
screening masivo de compuestos frente a la macromolécula objetivo, una vez
obtenido un compuesto que presentara la actividad buscada se recurria a realizar
cambios estructurales sobre dicho compuesto con el fin de lograr modificaciones
en la actividad presentada con anterioridad. De esta forma se obtenia un
panorama de las modificaciones que aumentaban o disminuian la actividad
deseada pero no se obtenian datos de como actuaba dicho compuesto frente al
blanco de interés. Este enfoque conllevaba un tiempo apreciable y gran costo
asociado. Por lo cual, con el creciente aumento de técnicas que permiten el
estudio de las interacciones proteina-ligando como por ejemplo RMN, Rayos X,
entre otros, asi como modelos computacionales que permiten establecer una
relacion entre la estructura y la actividad, se recurrié a la utilizacion de estas
herramientas en la propuesta y optimizacion de los compuestos lideres siguiendo
un acercamiento racional y direccionado a la sintesis de un compuesto con la

actividad deseada frente al blanco de interés.2-14

Es asi, que al momento de proponer la estrategia a seguir seleccionamos 4

herramientas para el disefio racional de inhibidores de la NS5-Mtasa-Den2.

12 Mavromoustakos, T.; Durdagi, S.; Koukoulitsa, C.; Simcic, M.; G. Papadopoulos, M.; Hodoscek, M.;
Golic Grdadolnik, S. Curr. Med. Chem. 2011, 18 (17), 2517-2530.

13 Mandal, S.; Moudgil, M.; Mandal, S. K. Eur. J. Pharmacol. 2009, 625 (1-3), 90-100.

14  Rational Drug Design: Novel Methodology and Practical Applications; Parrill, A. L., Reddy, M. R., Eds.;
ACS Symposium Series; American Chemical Society, 1999; Vol. 719.
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Estas fueron: la sintesis organica de los compuestos a evaluar; el estudio de
interaccién proteina-ligando mediante resonancia magnética nuclear (RMN); los
ensayos bioldgicos para medir la actividad antiviral de los compuestos; y los
modelos computacionales para evaluar los resultados obtenidos en las técnicas
anteriores y poder predecir nuevos posibles inhibidores. Es asi, como estas
herramientas se retroalimentan entre si, formando un ciclo en el cual se
optimizan propiedades y compuestos con el fin de alcanzar una estructura lider,
(Figura 1.7).

Estudios interaccion
proteina-ligando
por RMN
Sintesis i Modelo
organica » " computacional
= SR Compuesto lider con
SRR At
Ensayos biolégicos
de actividad

sistema

Figura 1.7: Representacion del disefio racional disefiado. Los anélogos al SAM y SFG son
sometidos a las cuatro herramientas seleccionadas, las cuales se retroalimentan entre si para
realizar la propuesta de nuevos analogos. Estas nuevas estructuras reingresan al sistema de

forma iterativa hasta obtener un compuesto lider con la actividad inhibitoria deseada.
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La tesis se estructura en diez capitulos donde se desarrolla el disefio racional
propuesto. Comenzamos con el estudio de la NS5-Mtasa-Den2 para el disefio y
sintesis de analogos al SAM y el SFG para luego continuar con la sintesis
organica de los compuestos propuestos. La optimizacion y puesta a punto de las
rutas sintéticas seleccionadas se desarrollaran a lo largo de tres capitulos para

la sintesis de los compuestos de las series A, By C.

Posteriormente se presentara el capitulo donde se desarrollara el modelo
computacional, para continuar con el capitulo de la produccion de la NS5-Mtasa-
Den2 como una proteina recombinante y su evaluacion. En el siguiente capitulo
se tratara la puesta a punto de los estudios de la interaccion proteina-ligando
mediante RMN, para llegar al penultimo capitulo donde se abordaran los ensayos
biolégicos empleados. Para finalizar, el capitulo numero diez corresponde a las

conclusiones y perspectivas a futuro del trabajo realizado.
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Objetivo general

El objetivo general de este trabajo de tesis es el desarrollo y optimizacion del

disefio racional de inhibidores de la NS5-Mtasa-Den2, con el fin de obtener una

estructura lider con actividad antiviral.

Objetivos especificos

Para cumplir este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

Propuesta racional de analogos al SAM y SFG.

Propuesta, desarrollo y optimizacion de las rutas sintéticas para la

obtencion de dichos analogos.

Obtencion de la NS5-Mtasa-Den2 de interés o un modelo analogo con

otra metiltransferasa para realizar los estudios pertinentes.

Eleccion de técnicals para el estudio de las interacciones proteina-ligando

por RMN, asi como su optimizacion y puesta a punto.

Estudio de la interaccion proteina-ligando de los compuestos analogos de
SAMy SFG.

Desarrollo de un modelo computacional para el estudio de los analogos,
asi como para poder predecir posibles inhibidores NS5-Mtasa-Den2.

Busqueda de un ensayo de actividad biolégica para la evaluacion de los
compuestos analogos a SAM y SFG frente al blanco de interés: NS5-
Mtasa-Den2.
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Capitulo 2: Estudio del sitio de unién del SAM a la NS5-Mtasa-Den2. Propuesta de los analogos sintéticos

Antecedentes:

Las enzimas metiltransferasas de clase I utilizan S-adenosilmetionina (SAM)
como co-factor, el cual actta como donador de grupo metilo. EI SAM es
sintetizado en el citosol celular por la metionina adenosiltransferasa (también
conocida como S-adenosilmetionina sintetasa) a partir de ATP y L-metionina.’
Si bien la funcidon metabdlica principal del SAM es la de donador de metilo (entre
el 85y 90% de las moléculas de SAM formadas se utilizan con este fin), el SAM
también esta involucrado en otras vias metabdlicas. Un ejemplo es la via de
transulfuracion para la sintesis de cisteina a partir de S-adenosilhomocysteina
(SAH). El SAH se obtiene como subproducto en las reacciones de metilacion
cuando el SAM pierde su grupo metilo soportado en el atomo de azufre cargado
positivamente (Figura 2.1).>#* Se ha demostrado que cuando existe una
acumulaciéon de SAH este actta como wun inhibidor competitivo en

metiltransferasas.®

El compuesto conocido como sinefungin (SFG) fue aislado por primera vez de
una cepa bacteriana de streptomyces griseolus como un potencial antifingico.%”
Posteriormente, se reportd su actividad antitumoral,® antiviral,® vy

antiparasitaria.’®

1 Cantoni. G. L. J. Am. Chem. Soc. 1952, 74 (11), 2942-2943.

2 Roje, S. Phytochemistry 2006, 67 (15), 1686—1698.

3 Shelly C. Lu. Int. J. Biochem. Cell Biol. 2000, 32, 391-395.

4 Ouyang, Y.; Wu, Q.; Li, J.; Sun, S.; Sun, S. Cell Prolif. 2020, 53 (11), €12891.
5 Wolfe, M. S.; Borchardt, R. T J. Med. Chem. 1991, 34 (5), 1521-1530.

6 Hamil R.L.; Hoehn M.M. J. Antibiot. 1973, 26, 463-465.

7 Gordee, R. S.; Butler, T. F. J. Antibiot. 1973, 26, 466-470.

8 Zingg, J. Nucleic Acids Res. 1996, 24 (16), 3267-3275.

9 Pugh, G.; Borchardt, R. T. Biochemist. 1982, 21, 1535-1541.

1

0 Dube, D. K.; Mpimbaza, G.; Allison, A. C.; Lederer, E.; Rovis, L. Am. J. Trop. Med. Hyg. 1983, 32 (1),
31-33.
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Capitulo 2: Estudio del sitio de unién del SAM a la NS5-Mtasa-Den2. Propuesta de los analogos sintéticos

El SFG es capaz de inhibir enzimas metiltransferasas de clase I a través de un
mecanismo por competencia por el sitio de unién al co-factor.’-'3 La analogia
estructural entre el SAM y el SFG explicaria dicho mecanismo de inhibicidon
(Figura 2.1).

El SFG presenta una potencia inhibitoria muy variable frente a distintas
metiltransferasas. Por ejemplo, el SFG presenta ICso de 1.63 uM frente a la
proteina arginina N-metiltransferasa (PRMT1),'* e ICso de 14 uM frente a la
metiltransferasa del Virus del Nilo Occidental (Mtasa-WNV);'® mientras que,
frente a la histona lisina metiltransferasa eucromatica 1 (EHMT1) el SFG
presenta ICso de 513 uM .6

Se han realizado ensayos in vivo en células con el SFG y este no presenté
actividad.’” Segun los estudios de permeabilidad realizados por Jaudzems K. et
al.’® el SFG no atravesaria la membrana plasmatica imposibilitando su ingreso a

la célula.

11 Schluckebier, G.; Zhong, P.; Stewart, K. D.; Kavanaugh, T. J.; Abad-Zapatero, C. J. Mol. Biol. 1999, 289
(2), 277-291.

12 Schluckebier, G.; Kozak, M.; Bleimling, N.; Weinhold, E.; Saenger, W. J. Mol. Biol. 1997, 265, 56-67

13 AIvarez-Minguez, A Dej Rio, N.; Belén-Blazquez, A.; Casanova, E.; Ordufa, J.-M.; Camarero, P.;
Hurtado-Marcos, C.; Del Aguila, C.; Pérez-Pérez, M.; Martin-Acebes, M. A.; Agudo, R. Curr. Res. Microb.
Sci. 2024, 7, 100282.

14 Cheng, D.; Yadav, N.; King, R. W.; Swanson, M. S.; Weinstein, E. J.; Bedford, M. T. J. Biol. Chem. 2004,
279 (23), 23892-23899.

15 Chen, H.; Zhou, B.; Brecher, M.; Banavali, N.; Jones, S. A.; Li, Z.; Zhang, J.; Nag, D.; Kramer, L. D;
Ghosh, A. K.; Li, H. PLoS ONE 2013, 8 (10), €76900.

16 Devkota, K.; Lohse, B.; Liu, Q.; Wang, M.-W.; Steerk, D.; Berthelsen, J.; Clausen, R. P. ACS Med. Chem.
Lett. 2014, 5 (4), 293-297.

17 Tao, Z,; Cao, R;; Yan, Y.; Huang, G.; Lv, K;; Li, W.; Geng, Y.; Zhao, L.; Wang, A.; He, Q.; Yang, J.; Fan,
S.; Huang, M.; Guo, H.; Zhong, W.; Liu, M. Eur. J. Med. Chem. 2018, 157, 994—1004.

18 Bobileva, O.; Bobrovs, R.; Kanepe, |.; Patetko, L.; Kalnins, G.; Sigovs, M.; Bula, A. L.; Gfinberga, S.;
Boroduskis, M.; Ramata-Stunda, A.; Rostoks, N.; Jirgensons, A.; Tars, K.; Jaudzems, K. ACS Med.
Chem. Lett. 2021, 12 (7), 1102-1107.
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Capitulo 2: Estudio del sitio de unién del SAM a la NS5-Mtasa-Den2. Propuesta de los analogos sintéticos
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Figura 2.1: Estructuras de: a) S-adenosilmetionina (SAM), b) SAM a pH fisioldgico c¢) S-
adenosilhomocisteina (SAH), d) SAH a pH fisiolégico e) Sinefungin (SFG), f) SFG a pH

fisioldgico.
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Capitulo 2: Estudio del sitio de unién del SAM a la NS5-Mtasa-Den2. Propuesta de los analogos sintéticos

2.1. Estudio del sitio de union:

2.1.1. Confirmacién de que la NS5-Mtasa-DEN2 pertenece a las

metiltransferasas de clase I:

Las enzimas metiltransferasas que utilizan SAM como co-factor para realizar la
metilacion del sustrato se clasifican en cinco categorias (I-V). Dentro de estas
categorias, la clase I es la mas amplia y engloba a aquellas metiltransferasas
que presentan un plegamiento de Rossmann. El pliegue de Rossmann es una
estructura supersecundaria formado por una serie de segmentos alternados de
cadena beta (B) y hélice alfa (a), donde las cadenas 3 estan unidas por enlaces
de hidrégeno formando una hoja B. El pliegue de Rossmann posibilita la unién

de la enzima a cofactores de nucledsido. 920

La primera estructura de una metiltransferasa dependiente de SAM elucidada
fue la ADN-metiltransferasa C5-citosina M.Hhal (M.Hhal-ADN-Mtasa). A lo largo
de los afios se fueron reportando una mayor variedad de otras metiltransferasas
dependientes de SAM. A pesar de metilar sustratos diferentes todas compartian
la misma estructura basica, donde ademas de presentar un pliegue de

Rossmann se determinaron otras dos caracteristicas fundamentales:?2"

1) La primera cadena 3 correspondiente al pliegue de Rossmann termina en
un motivo G-G-G (o al menos G-G) el cual es el sitio de unién de
nucledtidos. Ademas, este se dobla bruscamente por debajo del SAM

para iniciar la primera hélice a.

2) Un residuo acido al final de 2 se encuentra altamente conservado. Este,

forma enlaces de hidrégeno con ambos hidroxilos de la ribosa del SAM.

19 Rossman, |. G.; Argos, P. J. Mol. Biol. 1977,109, 99-129.
20 Chouhan, B. P. S.; Maimaiti, S.; Gade, M.; Laurino, P. Biochemistry 2019, 58 (3), 166—170.
21 Schubert, H. L.; Blumenthal, R. M.; Cheng, X. Trends Biochem. Sci. 2003, 28 (6), 329-335.
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Capitulo 2: Estudio del sitio de unién del SAM a la NS5-Mtasa-Den2. Propuesta de los analogos sintéticos

Si bien las metiltransferasas de los flavivirus se clasifican como metiltransferasas
de clase I debido a su estructura y funcion, no existe un estudio exhaustivo para
la enzima NS5-Mtasa-Den2 que establezca esta clasificacion. Se presenté
relevante para la propuesta racional de analogos el estudio de esta enzima para
un mejor entendimiento de la misma. Debido a esto, en este capitulo
abordaremos el estudio estructural inicial de la NS5-Mtasa-Den2 comenzando
con la corroboracion de que esta metiltransferasa de interés se clasificaria como

de clase 1.

Decidimos comenzar por comparar la estructura de la M.Hhal-ADN-Mtasa,
definida como de clase I, con la enzima NS5-Mtasa-Den2 con el fin de realizar
un estudio mas completo del sitio de unién al SAM. Seleccionamos las
estructuras cristalinas reportadas en el protein Data Bank (pdb)(wwPDB
consortium. Nucleic Acids Res., 2019, 47, D1, D520-D528.), para NS5-Mtasa-
Den2 co-cristalizada con SAH (pdb:1L9K) y M.Hhal-ADN-Mtasa co-cristalizada
con SAM (pdb:6MHT).

Se comenzd con la inspeccion visual de ambas estructuras con el fin de localizar
la hoja B de siete cadenas rodeada por hélices a. Para una mejor visualizacion
se realizé el diagrama de la topologia a partir de las estructuras del pdb en
PUBsum.?? (Figura 2.2)

22 Laskowski, R. A.; Hutchinson, E. G.; Michie, A. D.; Wallace, A. C.; Jones, M. L.; Thornton, J. M. Trends
Biochem. Sci. 1997, 22 (12), 488-490.
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Figura 2.2- Estructura cristalina de NS5-Mtasa-Den2 (arriba a la izquierda), de M.Hhal-ADN-
Mtasa (arriba a la derecha). Diagrama de topologia de NS5-Mtasa-Den2 (abajo a la izquierda),
de M.Hhal-ADN-Mtasa (abajo a la derecha).

Una vez localizada la hoja 3, se numeraron las cadenas 3 para su identificacion.
Se comienza a numerar desde el N-terminal desde el 1 al 7 las cadenas 3 que
forman parte de la hoja 3. En el caso de la NS5-Mtasa-den2 éstas son: B1(Grs-
Gs1), PB2(Vor-T104), PB3(L123-S128), B4(T142-D14s), B5(Q177-L1s3), PB6(A204-R207),
B7(M218-S222).

Posteriormente, se utilizé el programa MOE (Molecular Operating Environment)
(2024.0601 Chemical Computing Group ULC, 910-1010 Sherbrooke St. W.,
Montreal, QC H3A 2R7, 2025.), para el estudio de los puntos 1) y 2) mencionados
anteriormente. Se utilizaron las estructuras reportadas en el “pdb” a las cuales
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se les eliminaron las moléculas que no correspondian a SAH, SAM o
macromoléculas. Se realizé6 una minimizacion de energia de ambas estructuras
utilizando el campo de fuerza Amber10 con los parametros preestablecidos en el

programa.

Punto 1), se localizé la B1 y se determinaron los residuos G-G-G en ambas
estructuras (Figura 2.3). Estas forman parte del loop entre 31 y a1. Este loop se
localiza debajo del ligando y justo antes de comenzar la primera hélice a. Ambas
estructuras presentan una secuencia de G-Y-G-G siendo el residuo Y una
Arginina (ARG) para la NS5-Mtasa-Den2 y una Leucina (LEU) para la M.Hhal-
ADN-Mtasa).

NSS5-Mtasa-DEN2

M.Hhal-ADN-Mtasa

M.Hhal-ADN-Mtasa

TLE-LYS —ASP—LYS —GLM—LEU—THR—GLY ~LFU~ ARG —PHE — TLE—ASP—LEU—PHE —ALA—Tong- LR (SR Ry PHE — ARG —L U —ALA—LFU-GLU—SER

NS5-Mtasa-DEN2

ARG ~ASN - LEU ~VAL - THR ~PRO~ GLU - GLY ~L¥S VAL ~VAL-ASP-LEU-6LY - €S-[S~ ARG-[IR]-{oR]- TRP —SER —TYR—TYR-CYS —GLY—6LY -

Figura 2.3: Fragmento de la secuencia desde el N-terminal al C-terminal, correspondiente a 31

seleccionando la secuencia de aminoacidos G-G-G.

A continuacion, se observan los diagramas de interaccidén obtenidos para ambos
ligandos (SAH en el caso de la NS5-Mtasa-DEN2 y SAM en el caso de la M.Hhal-
ADN-Mtasa), donde se observd que ambas estructuras cumplen con el punto 2).
El residuo acido que interacciona con los grupos hidroxilos en ambos casos
pertenece al acido glutamico (Q) siendo Q4o para M.Hhal-ADN-Mtasa y el Q111
para NS5-Mtasa-Den2. En el caso de la M.Hhal-ADN-Mtasa el residuo acido se
encuentra al final de B2 y en el caso de la NS5-Mtasa-Den2 en el loop entre (32
y a2. (Figura 2.4)
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Figura 2.4: Diagrama de las interacciones proteina-ligando para el SAH y NS5-Mtasa-Den2

(arriba a la izquierda) y para el SAM y M.Hhal-ADN-Mtasa (arriba a la derecha). Debajo se
muestra el residuo del acido glutamico correspondiente y su interaccion con los hidroxilos de la

ribosa.

A partir de lo discutido anteriormente, podemos afirmar que la metiltransferasa

NS5-Den?2 se clasifica como de clase I.
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2.1.2. Estudio del bolsillo de union al SAM:

Las metiltransferasas de los flavivirus se han estudiado ampliamente. Si bien no
se ha reportado un mecanismo de accion, se ha determinado que ocurre un
mecanismo de reposicionamiento de la caperuza del ARN mensajero (Cap-
ARNm).23 Estas metiltransferasas catalizan dos metilaciones consecutivas en
el Cap-ARNm. La primera metilacién ocurre en el Nitrégeno 7 de la guanosina,
pasando de GpppA-ARN a m7GpppA-ARN y la segunda en el Oxigeno 2’ de la
primera Adenosina pasando a m7GpppAm-ARN (Figura 2.5). Como estas
metiltransferasas solo presentan un sitio de unién al SAM, estas dos metilaciones

serian posibles a través de un reposicionamiento del Cap-ARNm.

HO--P=0 N HO-P=D HiN Hah
Q N 0 v N
0O -PuQ N \ 1o-P-0 N " N
o N o ) N
= N N - N
\ 0.y \oy \ oy
Y oH O O [n] [ \E;g.
O=P-0M O=pP-OH P-OH =
GpppA-ARN m7GpppA-ARN miGpppAM-ARN

Figura 2.5: Metilaciones realizadas en el cap-ARNm

Los autores Li H. y Shi P.Y. et al,?* reportaron la existencia de 4 aminoacidos
esenciales para la actividad en las metiltransferasas de los flavivirus. La tétrada
aminoacidica de Ks1, D146, Kis2, E218 es esencial para la metilaciéon en 2°0O

mientras que el aminoacido D146 es esencial para la metilacién en 7N.

Determinamos estos 4 aminoacidos esenciales en la NS5-Mtasa-Den2 tanto en

la secuencia como en la estructura terciaria. Utilizando la estructura reportada

23 Dong, H.; Ren, S.; Zhang, B.; Zhou, Y.; Puig-Basagoiti, F.; Li, H.; Shi, P.Y. J. Virol. 2008, 82 (9), 4295—
4307.

24 Zhou, Y.; Ray, D.; Zhao, Y.; Dong, H.; Ren, S.; Li, Z.; Guo, Y.; Bernard, K. A.; Shi, P.-Y.; Li, H. J. Virol.
2007, 817 (8), 3891-3903.

44



Capitulo 2: Estudio del sitio de unién del SAM a la NS5-Mtasa-Den2. Propuesta de los analogos sintéticos

en el pdb como 1L9K, la tétrada de aminoacidos es la siguiente: Ke1, D146, K1s1,
E217. (Figura 2.6)

Figura 2.6: Tétrada Ke1-D146-K1s1-E217 en la NS5-Mtasa-Den2. En la imagen superior mostrando
la estructura terciaria de la metiltransferasa y en la imagen inferior sin mostrar la estructura
terciaria.

Estos aminoacidos se encuentran préximos al sitio de unién del SAM, donde el
D146 se presenta al final del 34, el Kis1 al final del B5 y el E217 se encuentra al
final del 37. El aminoacido Ks1 se encuentra en el a1 antes de comenzar 1. De
estos 4 aminoacidos el D146 es el Unico que interacciona con el SAH en el sitio
de union. La interaccion se observo en la amina del residuo aminoacidico del
SAH.
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Una vez localizados estos 4 aminoacidos, se prosiguié con el estudio de las

interacciones posibles entre ligando y proteina utilizando mapas de superficie.

2.1.2.1. Mapas electrostaticos del receptor vy del ligando SAH:

En los mapas de potencial electrostatico presentados, el color azul hace
referencia a un exceso de electrones (dador de electrones), en rojo una
deficiencia de electrones (aceptor de electrones) y el blanco muestra las zonas
hidrofébicas (Figura 2.7)).

Figura 2.7: De izquierda a derecha y de arriba hacia abajo: Mapa del potencial electrostatico
del sitio de union, visualizacion de la zona hidrofébica, visualizacion de la zona de exceso de
electrones, visualizacion de la zona deficiente en electrones.

Se observé que el receptor tiene una zona hidrofébica donde se ubica la ribosa
y otra zona cercana al carbono beta del residuo aminoacidico del SAH. Por otra
parte, el receptor presentd dos zonas con un exceso de densidad electrénica (en
azul). Una zona es donde se ubica el grupo amino del residuo aminoacidico y la
otra donde se ubica la amina de la purina del SAH. Mientras que la zona
deficiente de electrones, que se muestra en rojo, se observé donde se ubica el

acido carboxilico del SAH.
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Realizando el mismo analisis desde el punto de vista del ligando (SAH) la zona
deficiente en electrones (en rojo) se presentd en la amina del residuo
aminoacidico y la amina de la purina. Mientras que el exceso de densidad
electronica se presenté en mayor medida en el acido carboxilico del SAH (en

azul). (Figura 2.8)

Figura 2.8: Mapa del potencial electrostatico del ligando SAH.

2.1.2.2. Superficie de Van der Waals (VDW)

La superficie de VDW que se obtuvo con el programa determina donde la energia
de choque es cero, lo que implica una compatibilidad estructural. Esto demuestra
que los solapamientos atdmicos o los impedimentos estéricos son minimos. Se
observé como el ligando tiene zonas donde la forma coincide estrechamente con
la superficie de interaccion, lo que determin6é una buena interaccion entre el
ligando y el receptor. Las zonas donde la superficie y el ligando no se encuentran
unidos estrechamente se presentaron como puntos importantes a modificar para
mejorar la interaccion. En este caso, dichas zonas corresponden a la amina de

la purina y al azufre del SAH. (Figura 2.9)
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Figura 2.9: Superficie de VDW para el sitio de unién al SAH
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2.2. Inhibidores reportados para flavivirus:

Los inhibidores de metiltransferasas de clase I pueden actuar en dos sitios de
unién. Uno de ellos corresponde al sitio de unién al co-factor (SAM) y el otro

corresponde al sitio de union al sustrato (Cap-ARNm).

Con respecto a los inhibidores reportados para la NS5-Mtasa-Den2 y otros
flavivirus, nos centraremos en aquellos que actuan en el sitio de union al
SAM.?5  Los inhibidores reportados se pueden dividir en dos grandes grupos:
los que presentan la adenosina en su estructura siendo similares al SAM y los

que no.

Brecher M et al,?® en la busqueda de inhibidores a metiltransferasas de flavivirus
y a partir de una seleccion virtual, estudiaron la biblioteca Diversity Set Il de 1364
compuestos del Programa de Terapéutica del Desarrollo del Instituto Nacional
del Cancer (NCI DTP). Dos compuestos (NSC 12155 y NSC 125910)
presentaron actividad inhibitoria frente a las Mtasa-WNV, NS5-Mtasa-Den2 y la
metiltransferasa del virus del dengue serotipo 3 (NS5-Mtasa-Den3). Ambos
compuestos son ejemplos de inhibidores de metiltransferasa que actuan en el
sitio de union al SAM sin ser estructuralmente similares a este (Figura 2.10

compuestos a 'y b).

Los autores en Lim S. P. et al,?” sintetizaron andlogos al SAH variando los
residuos unidos en la amina de la purina (Figura 2.10, compuesto c). Estos
compuestos fueron testeados contra NS5-Mtasa-Den3 y Mtasa-WNV. De estos,
el compuesto NITD 10 presenté actividad inhibitoria en ambas metiltransferasas:
NS5-Mtasa-Den3 (N7-Ki = 0.24uM; 2'0O-Ki = 0.08uM) y WNV Mtase (N7-Ki =
5.68uM; 2°0O-Ki = 0.044uM). (Figura 2.10, compuesto d)

25 Lee, M. F.; Wu, Y. S.; Poh, C. L.Viruses 2023, 15 (3), 705.

26 Brecher, M.; Chen, H.; Li, Z.; Banavali, N. K.; Jones, S. A.; Zhang, J.; Kramer, L. D.; Li, H. ACS Infect.
Dis. 2015, 1 (8), 340-349.

27 Lim, S. P.; Sonntag, L. S.; Noble, C.; Nilar, S. H.; Ng, R. H.; Zou, G.; Monaghan, P.; Chung, K. Y_;
Dong, H.; Liu, B.; Bodenreider, C.; Lee, G.; Ding, M.; Chan, W. L.; Wang, G.; Jian, Y. L.; Chao, A. T.;
Lescar, J.; Yin, Z.; Vedananda, T. R.; Keller, T. H.; Shi, P.Y. J. Biol. Chem. 2011, 286 (8), 6233—
6240.
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De forma analoga, se han reportado inhibidores de la metiltransferasa del virus
del Zika (Mtasa-Zika) que presentan como estructura base la adenosina. Jain R.
etal,?® realizaron el estudio del compuesto MS2042 como inhibidor de la Mtasa-
Zika reportando un Kp= 24.3uM (Figura 2.10, compuestos e). Por otra parte, Tao
et al,"” presentaron derivados a partir del sinefungin, basados en la estructura de
los compuestos NITD 10 y EPZ004777 (inhibidor reportado de la histona
metiltransferasa DOT1L).?2° De estos, el compuesto 1bf presenta actividad
inhibitoria frente a la Mtasa-ZIKA con un ICso de 4.56uM. (Figura 2.10,

compuestos fy g)
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Figura 2.10: Inhibidores reportados contra la metiltransferasa de diferentes flavivirus

28 Jain, R.; Butler, K. V.; Coloma, J.; Jin, J.; Aggarwal, A. K. Sci. Rep. 2017, 7 (1), 1632.

29 Daigle, S. R.; Olhava, E. J.; Therkelsen, C. A.; Majer, C. R.; Sneeringer, C. J.; Song, J.; Johnston, L.
D.; Scott, M. P.; Smith, J. J.; Xiao, Y.; Jin, L.; Kuntz, K. W.; Chesworth, R.; Moyer, M. P.; Bernt, K. M,;
Tseng, J.-C.; Kung, A. L.; Armstrong, S. A.; Copeland, R. A.; Richon, V. M.; Pollock, R. M.. Cancer Cell
2011, 20 (1), 53-65.
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2.3. Propuesta de los analogos a SAM y SFG:

Las estructuras del SFG y del SAM, el estudio preliminar del bolsillo de unién a
la NS5-MTasa-Den2, asi como también, los inhibidores reportados para flavivirus

fueron utilizados como insumos en la propuesta de los analogos sintéticos.

S-Adenosiimetionina (SAM)

N "
M OH
L-metionina - e 4
Adenosina

Figura 2.11: Estructura del SAM

Si comparamos las estructuras del SAM, SAH y SFG se podrian resumir como
una estructura base de adenosina unida a un a-aminoacido (Figura 2.11). En
este trabajo, decidimos conservar la estructura de la adenosina y variar el
extremo correspondiente al a-aminoacido. Los cambios propuestos que daran

lugar a los analogos buscados son:

1) Sustitucion del azufre de la estructura del SAM por una amina terciaria.

La propuesta de la presencia de una amina terciaria en la estructura se basa
en que los analogos reportados como inhibidores de ADN-metiltransferasas y
ARN-metiltransferasas presentan una tendencia general de inhibicion
decreciente determinado por el siguiente orden: amida< amina secundaria<

amina terciaria.30:3

30 Anglin, J. L.; Deng, L.; Yao, Y.; Cai, G.; Liu, Z.; Jiang, H.; Cheng, G.; Chen, P.; Dong, S.; Song, Y. J.
Med. Chem. 2012, 55 (18), 8066—8074.

31 Schwickert, M.; Fischer, T. R.; Zimmermann, R. A.; Hoba, S. N.; Meidner, J. L.; Weber, M.; Weber,
M.; Stark, M. M.; Koch, J.; Jung, N.; Kersten, C.; Windbergs, M.; Lyko, F.; Helm, M.; Schirmeister, T.
J. Med. Chem. 2022, 65 (14), 9750-9788.
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2) Sustitucion del residuo aminoacidico de las estructuras originales (SAM,
SAH y SFQG).

A pH fisiologico estas tres estructuras se presentan como un zwitterion
(Figura 2.1). Como se dijo anteriormente, la estructura de zwitterion

suponemos que ocasionaria la falta de permeabilidad en el SFG.

A partir de los cambios propuestos, la estructura general de los analogos se
muestra en la figura 2.12. A partir de esta estructura general, se decidio estudiar

la influencia de cada grupo R (R y R1) por separado.

Para el estudio de las variaciones en R1 se selecciond: un grupo éster, un grupo
amida, y un grupo triazol. El grupo éster seleccionado fue el etiléster; este tipo

de ésteres es facilmente hidrolizado por esterasas al ingresar a la célula.

Para este estudio, se dejo invariante el sustituyente de la amina terciaria.
Seleccionamos un grupo etilo como sustituyente ya que presenta una alta
estabilidad y baja voluminosidad. Ademas, considerando la ruta sintética, se
prefirié el grupo etilo frente al grupo metilo. La formacién de la amina terciaria
conteniendo un grupo etilo, puede realizarse a partir de una aminacion reductiva
entre el compuesto de interés y acetaldehido. La introduccion del grupo metilo
en este tipo de compuestos se ha reportado a partir de la sintesis de un

intermediario N-metilbenzosulfonamida.3’

Para el estudio de la influencia del grupo R, se dejoé invariante el grupo etiléster
como sustituyente de la cadena aminoacidica y los R seleccionados fueron

anillos aromaticos.
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Andlogos estructura general

=N
RV/\/\N Nﬁz\'rNHz
ZHo ouN=N

o

P

\ S S Andloges variando R1
N

g vy

HNT Y

Figura 2.12: Esquema de los cambios estructurales propuestos sobre el SAM.
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Antecedentes:

La adenosina es un nucleésido purinico formado por una base nitrogenada
(adenina) y un azucar (ribosa) unidos mediante un enlace [B-N9-glicosidico
(Figura 3.1). Este compuesto organico participa en varios procesos celulares
relacionandose con la transferencia de energia, traduccion de sefales, entre

otras.’

Adenosina

Figura 3.1: Estructura y numeracién de la adenosina.

Seleccionamos a la adenosina como precursor sintético en la sintesis de los
analogos a SAM detallados en el Capitulo 2 (figura 2.12). Observando la
estructura quimica de estos analogos, se evidencia la necesidad de la formacion

de un enlace C-N en el C5’ de la ribosa de la adenosina.

Las reacciones de formacion del enlace C-N en el C5’ de la ribosa se realizan a
partir del hidroxilo primario unido a C5°, por lo que, es necesario proteger los
alcoholes secundarios en C2’ y C3'. Varios autores seleccionaron a la 2',3'-O-
isopropilidenadenosina de origen comercial como precursor sintético ya que
presenta a los alcoholes en C2’ y C3’ protegidos formando un grupo aceténido.
(Figura 3.2)

En la figura 3.2 se resumen los intermediarios de las aproximaciones sintéticas
reportadas anteriormente partiendo de 2',3'-O-isopropilidenadenosina para la

formacion del enlace C-N en C5°.

1 Noji, T.; Karasawa, A.; Kusaka, H. Eur. J. Pharmacol. 2004, 495 (1), 1-16.
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Figura 3.2: Resumen de las rutas sintéticas reportadas en bibliografia para formar un enlace C-
N a partir de 2',3'-O-isopropilidenoadenosina.

Los autores Chen X. et al,?2 partieron de 2',3'-O-isopropilidenadenosina en la
sintesis de derivados de 5'-amino adenosina como potenciales inhibidores del
virus del Zika. Para esto llevaron a cabo la oxidacion del alcohol primario
utilizando el periodinano de Dess-Martin (DMP) para obtener el aldehido
correspondiente.  Por otro lado, De Zwart M. et al.,® partieron del mismo
compuesto para la sintesis de diversas carboxamidoadenosinas 5'-N-sustituidas
para evaluar su actividad frente a receptores de adenosina. La sintesis de estos
compuestos se realizé a partir de la formacion de un grupo amida partiendo de
la oxidacién de la 2',3'-O-isopropilidenadenosina al respectivo acido carboxilico.
En cambio, Yu W. et al.,* plantearon la sintesis de uno de sus compuestos de
interés a partir de la sustitucion del alcohol primario de la 2',3'-O-

isopropilidenadenosina por un atomo de cloro para luego realizar la sustitucion

2 Chen, X,; Yan, Y.; Song, H.; Wang, Z.; Wang, A.; Yang, J.; Zhou, R.; Xu, S.; Yang, S.; Li, W.; Qin, X.; Dai,
Q.; Liu, M;; Ly, K.; Cao, R.; Zhong, W. Eur. J. Med. Chem. 2023, 261, 115852.

3 De Zwart, M.; Kourounakis, A.; Kooijman, H.; Spek, A. L.; Link, R.; Von Frijtag Drabbe Kinzel, J. K;;
IJzerman, A. P. J. Med. Chem. 1999, 42 (8), 1384—1392.

4 Yu, W.; Chory, E. J.; Wernimont, A. K.; Tempel, W.; Scopton, A.; Federation, A.; Marineau, J. J.; Qi, J.;
Barsyte-Lovejoy, D.; Yi, J.; Marcellus, R.; lacob, R. E.; Engen, J. R.; Griffin, C.; Aman, A.; Wienholds, E.;
Li, F.; Pineda, J.; Estiu, G.; Shatseva, T.; Hajian, T.; Al-awar, R.; Dick, J. E.; Vedadi, M.; Brown, P. J ;
Arrowsmith, C. H.; Bradner, J. E.; Schapira, M. Nat. Commun. 2012, 3 (1), 1288.
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correspondiente. Por ultimo, los autores Gelin M. et al.,® realizaron la sintesis y
evaluacion de compuestos que presentaban adenosina en su estructura. Para
ello, formaron la amina primaria en la adenosina sobre C5'’ y luego realizaron una

reaccién de aminacion reductiva para la formacion del enlace C-N.

5 Gelin, M.; Paoletti, J.; Nahori, M.-A.; Huteau, V.; Leseigneur, C.; Jouvion, G.; Dugué, L.; Clément, D;, J.-
L.; Assairi, L.; Pochet, S.; Labesse, G.; Dussurget, O. ACS Infect. Dis. 2020, 6 (3), 422—435.
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3.1. Ruta sintética 1: Primeras aproximaciones de sintesis

Para comenzar con la sintesis de los compuestos propuestos en el capitulo
anterior, planteamos una primera ruta sintética: “Ruta sintética 1”. La estrategia
utilizada fue una sintesis convergente mediante el acople de dos bloques
principales. Para la obtencion del bloque 1 se utilizo 2'3'-O-
isopropilidenadenosina (1) como precursor y para sintetizar el bloque 2, se partio
del acido gamma-aminobutirico (5’) conocido como GABA. Se decidié comenzar

con la sintesis del bloque 1. (Esquema 3.1)

BLOQUE 1:
7'u 8'. AcOH,
NaBH3CN, THF

/=N /=N
o 0°C a Tamb o)
Ho Sy AN T o)
A NN e LN —_— R/\/\N/\Q‘N O~ NH:
O 0 T N

DMP, DCM de

N4 x>

1 2 o. o NN

¥ <

BLOQUE 2

o) ‘
. Tamb
HoP S~ NH, ¥

5 GABA o /=N
R/\/\Nm‘N%\KNm
— |
< oo e
&

o)
' HO S~ NHBoc ! TFAH,0, THF

! Acetaldehido. AcOH,
NaBHsCN, THF

6 Tamb
Y
o /N
o) o R/\/\N/\Q‘NW)\(NHZ
/\OJK/\/NHz A~ NH, P / I
HoN N ., N~ N
HO OH "X~

\ 2
7 8

Esquema 3.1: Ruta sintética 1.

El primer paso de esta ruta sintética fue la oxidacion de 1 para la obtencion del
aldehido 2’ utilizando el periodinano de Dess-Martin (DMP). Se utilizaron las
condiciones i reportadas en la tabla 3.1, y se sigui6é el avance de reaccion por
TLC. Con estas condiciones no se observo la desaparicion de reactivos ni la
formacion de productos. Por 'H-RMN no se observé la aparicion del pico

caracteristico de aldehido (singulete entre 9-10 ppm), y al asignar el espectro se
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determiné que correspondia al reactivo (compuesto 1). Se decidié probar otras

condiciones de oxidacidén de alcoholes a aldehidos (Tabla 3.1).

Condiciones Resultados | Observaciones
i DMP (1,2 eq), DCM seco, atm N2 ND
i No se observa
Cloruro de Oxalilo (1,2eq), DMSO
sefal en el
ii (2,4eq), EtaN (5eq), DCM seco, atm ND
espectro de 1H-
N2. -70°C ©
RMN
| DMSO (9.7eq), EtaN (4.9eq), SOsPy .
iii ND correspondiente
(29eq), DCM seco, atm N2” )
a aldehido

iv IBX (3eq), DCM seco, atm N2 8 ND

Tabla 3.1: Condiciones utilizadas para la obtencion del compuesto 2°. ND: No da resultado la
reaccion.

Se probaron reacciones de oxidacién de alcoholes a aldehidos ampliamente
utilizadas en quimica organica como la oxidacion de Swern (condiciones ii),
donde se comienza con la activacién del DMSO por parte del cloruro de oxalilo
a una temperatura de -70°C y termina en la obtencion del aldehido de interés y
gas de sulfuro de dimetilo. Al emplear estas condiciones no se obtuvo el
compuesto de interés. Asimismo, se utilizo la reaccion de oxidacion de Parikh-
Doering que en forma similar a la reaccion de Swern, el DMSO es activado, pero
en este caso, por el complejo SO3Py. La ventaja de esta reaccion frente a la de
Swern es que no necesita temperaturas criogénicas para llevar a cabo la

oxidacion. Nuevamente, no se obtuvo el compuesto de interés.

6 Moreno-Vargas, A. J.; Robina, I.; Petricci, E.; Vogel, P. J. Org. Chem. 2004, 69 (13), 4487-4491.
7 Parikh, J. R.; Doering, W. V. E. J. Am. Chem. Soc. 1967, 89 (21), 5505-5507.

8 More, J. D.; Finney, N. S. A. Org. Lett. 2002, 4 (17), 3001-3003.
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A partir de los resultados obtenidos, se decidio explorar en bibliografia otras
alternativas para la sintesis del aldehido de interés. Los autores Voorneveld J et
al.,° reportan la sintesis del aldehido de interés utilizando DMP partiendo de
adenosina. En esta ruta sintética planteada por los autores, protegieron los

alcoholes secundarios con TBS y la amina de la purina con un grupo Boc.

Esta proteccion de la amina a priori podria deberse a dos motivos. Uno de ellos
podria ser que la amina genera algun tipo de interferencia en la reaccion de
oxidacion al utilizar DMP por interaccién o descomposicion del reactivo. El otro
motivo, podria ser que el aldehido formado sobre C5’ interaccione con la amina

del anillo purinico de forma intermolecular para formar una imina.

Este ultimo no pareceria posible ya que se han reportado reacciones de
aminacion reductivas para la formacion del enlace C-N en C5’ donde el grupo
amina de la purina se encontraba libre y no se observo reaccidn por parte de
esta, demostrando asi su baja reactividad.>'® Realizando un estudio detallado
de la estructura, esta amina perteneciente al anillo purinico sufre la
deslocalizacion de sus electrones hacia dicho anillo. Esto genera que estos
electrones no se encuentren disponibles con gran facilidad (Figura 3.3). Por lo
que es poco probable que ocurriera la formacién de la imina intermolecular entre

el aldehido formado y la amina de la purina.

(;NHz NH,

N \,-N¥ . i lﬁHz NH,
</N |N/) > </pr - ¢ |5_)|N - (Nf\){“
L ¥ %tN MN% §

Figura 3.3: Estructuras resonantes de la adenina

9 Voorneveld, J.; Rack, J. G. M.; Van Gijlswijk, L.; Meeuwenoord, N. J.; Liu, Q.; Overkleeft, H. S.; Van Der
Marel, G. A.; Ahel, |.; Filippov, D. V. Chem. — Eur. J. 2021, 27 (41), 10621-10627.

10 Schwickert, M.; Fischer, T. R.; Zimmermann, R. A.; Hoba, S. N.; Meidner, J. L.; Weber, M.; Weber, M.;
Stark, M. M.; Koch, J.; Jung, N.; Kersten, C.; Windbergs, M.; Lyko, F.; Helm, M.; Schirmeister, T. J. Med.
Chem. 2022, 65 (14), 9750-9788.
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En el mecanismo de la reaccion de oxidacién utilizando DMP, el atomo de iodo
hipervalente que presenta la estructura del DMP (Figura 3.4) es atacado por el
alcohol de interés y se libera acido acético, por lo que si se da una interaccion
entre el DMP y la amina del anillo purinico dejaria menos DMP disponible para
la interaccion de este con el alcohol de interés. Adicionalmente, el acido acético
producido podria ocasionar la hidrolisis del acetonido generando un compuesto
insoluble en DCM.

AcO JOAc
I-OAc
@)

)
DMP

Figura 3.4: Estructura del periodinano de Dess-Martin (DMP)

A partir de esto, se plante6é una ruta sintética alternativa: “Ruta sintética 1,
alternativa” (Esquema 3.2), donde la sintesis del bloque 1 se realiz6 segun lo
reportado en Voorneveld J et al.® Se partié de adenosina y se protegieron los
alcoholes con TBS-CI. Posteriormente, la amina de la purina se protegié con Boc
para la formacion del compuesto 3”. Se desprotegié el alcohol primario para
obtener 4” con TFA, para luego formar el aldehido con DMP. Se obtuvieron los
compuestos deseados desde el compuesto 2” al 4” como fue reportado por

estos autores.
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BLOQUE 1:
o /N Imidazol, TBMS-CI =N 1-B DMAP, TEA
N NH midazol, - o) N -Boc,0, , =N
HO/\(J‘ 2 2 DMFseco a Tamb TBSO/\(J‘ WNHZ a Tamb O _N NHB
0 o W Rl g G
R =809 F X —
1 end=80% o TBSO OTBgIV 2-Metilamina 40%wt TBSO ’OTBé‘WN
Adenosina en Hy,O a Tamb 3"
Rend=49% TFA:H,0, THF, T=0°C
Rend=70%
. ) o /=N
N NHBoc
BLOQUE 2 o HO/\_(_?‘ WZ\W
HOMNHz 8s0  poTeN>N
5' GABA 4"
DMP, DCM, T=0°C
0 N
NHB -
. HO)K/\’ oc o//\(OJ‘Nj)\(NHBOC
L/ |
TBSO  oTBY:N
5" '
o 3 7'u 8'. AcOH,
' NaBH;CN, THF,
NH o} ! 3LN, )
/'\OM 2 )K/\/NHZ ' Tamb
7 HzN Y
g o /:N
R/\/\N N NHBoc
| J H 7

TBSO -ngé\le
6"
Acetaldehido.
AcOH, NaBH;3CN,
THF, Tamb

TFA:H,O:THF =N

/=N o
R/\/\N/\(OJ‘N\%\(NHz - Tamb R/\/)l/\ﬁj‘N s | NHBoc
-/ W T .

~ HO on NN

™s0  oredN

Productos finales: R=COOEt, CONH,, Tetrazol

Esquema 3.2: Ruta sintética 1, alternativa.

Con esta nueva estrategia se ensayaron varias condiciones para la reaccion de
oxidacion. Se comenzd con un estudio del avance de reaccion por 'H-RMN, en
donde se prepard una muestra con el compuesto 4” y DMP en CDClsy se coloco
en el tubo de RMN. En las figuras 3.5 y 3.6 se presentan los espectros obtenidos
para el compuesto 4”, el compuesto 4” y 0.2 eq de DMP, el compuesto 4” y 1.2
eq de DMP vy, por ultimo, el compuesto 4” y 1.4 eq de DMP.
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Ho"”.'ofr‘%“r @OG
o Nel

Sio

¢ 5 _Si-
<) §
A
Compuesto 4"
‘.
l O | L'
Compuesto 4" + 0.2eq DMP
| \ (l
Compussito 4 « 1 2eg DMP
al R . A |
Compuesio 4" + 1.40q DMP ‘ ‘
] |
| ' »“'l A ,j_ ‘_ UIAL Y
| 10 3 "'l ] B 78 as "0 '4" '.'l] A"- 40 )
1 pper

Figura 3.5: Superposicion de los espectros del compuesto 4” al aumentar los equivalentes de
DMP. Espectro 'H-RMN desde 3.5 ppm a 10.5 ppm.

N
Ho.\,.-oz.N __NHBoc

.0 o NN
4 __Si 3
> S
A
A\
Compuasto 4"
ta
(§ |
I -
Compussto 4 + 0.20q DMP
Compouesto 4% « 1 Zeq DMP
Compuesio 4" + 1 deq DMP
1
| | |
Y ..'_7 ;:A ::‘ drx'v- 17 A:->- '71'; ! :'; HJ\‘P .y 1|~“ ':t; ’ A;x.xA i ':.,'- Ty js“ a1 a9
i o)

Figura 3.6: Superposicion de los espectros del compuesto 4” al aumentar los equivalentes de
DMP. Espectro "H-RMN desde -0.9 ppm a 2.9 ppm.
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AcO pac

o N )
HO™SY N, A NHBoc ok
e NN o
a8 G- ¢
1 \ DMP

(o]

Compoesto 4° |

Compuestio 4" « 0.2eq DMP

Compuesto £ + 1.2eq DMP

10 NSV o
ol 'o o

4

Compuesto 4™ + 1.4eq DNP

' em

Figura 3.7: Ampliacion de la superposicién de los espectros del compuesto 4” al aumentar los
equivalentes de DMP. En rojo se muestran las sefales correspondientes al reactivo DMP.

En el espectro del compuesto 4” con 0.2 eq de DMP no se observaron cambios
respecto al espectro del compuesto en ausencia de DMP. Al utilizar 1.2 eqy 1.4
eq de DMP se observo una sefial caracteristica de aldehido a 10 ppm. Sin
embargo, también aumentan las sefiales correspondientes a productos
secundarios. Esto se observa claramente en la figura 3.7, donde se realizé una
ampliacion en la zona de aromaticos. Si nos enfocamos en el pico a 8.74 ppm
correspondiente a uno de los protones del anillo purinico del compuesto 4”, al
aumentar la concentracion de DMP se observaba un aumento en sefales
proximas a este protdn. La sefal a 8.74 ppm corresponde al compuesto 4”
mientras que la sefial a 8.71 ppm corresponde al aldehido de interés, las demas

sefales se presumen productos secundarios presentes en baja proporcion.

Cabe mencionar que las sefiales del compuesto 4” en presencia de DMP
(senales mayoritarias), presentan un desplazamiento diferente en comparacion
a las sefiales reportadas para el compuesto 4” en ausencia de DMP. Un ejemplo

de esto es el desplazamiento que presenta el proton en 8.74 ppm, el cual se
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encuentra a mayor desplazamiento en presencia de DMP. Analogamente se deja
de observar la sefal de proton correspondiente al NH del carbamato en el anillo
purinico. Esto podria determinar que el compuesto 4” se encuentra

interaccionando con el DMP. Ver Figuras 3.5y 3.7.

Con el fin de replicar los resultados obtenidos anteriormente, se utilizaron las
condiciones que se muestran en la tabla 3.2 con el fin de escalar la reaccion. De
estas, solo en las condiciones vii se obtuvo el compuesto de interés, pero el

resultado no fue reproducible.

Condiciones Resultados | Observaciones
\'% DMP (1,2 eq), DCM seco, atm N2 ND -
EI DMP se
vi DMP (1,5 eq), DCM seco, atm Na. ND agrego a 0°C
0°C-Tamb con bafio de
hielo.
EI DMP se
vii DMP (4 eq), DCM seco, atm N2. 0°C- ND agrego a 0°C
Tamb con bafo de
hielo.
Se observa
DMP (1,2 eq), DCM seco, atm Ar, Seﬁél de No se pl{do
Vil tamices moleculares 4 A. 0°C-Tamb aldehido en reproducir el
el crudo (10 resultado
ppm)

Tabla 3.2: Condiciones utilizadas para la obtencion del compuesto 5°. ND: No da resultado la

reaccion.

66



Capitulo 3: Primera aproximacién de a los compuestos de interés: Sintesis de la serie A

3.2. Ruta sintética 2: Nueva estrateqgia sintética.

La imposibilidad de generar el aldehido sobre el C5" de la ribosa de la adenosina
a una escala de laboratorio, nos llevé a plantear una nueva ruta sintética para la
formacion del enlace C-N. En la misma, seguimos utilizando una estrategia
convergente de dos bloques sintéticos a partir de una reaccién de aminacion
reductiva. En esta nueva ruta sintética, a la que denominamos “Ruta sintética 27,
seguimos el enfoque reportado por los autores Gelin M. et al.,> Como se
menciond anteriormente, estos autores sintetizaron la amina primaria sobre el
C5’ de la adenosina y posteriormente realizaron una aminacion reductiva para la

formacion del enlace C-N. (Figura 3.2)

Ftalimida, PPhs, N,H4H,0
DIAD,THF @) =N EtOH, reflujo 1h
= ~ ’ ,:N
HO~COrN 2 NH,  Tamb N~OrN 2 NH, : HaN RN 2 NH,
' NN — 'y NN > .0 N<N
1 0,0 5 00..0 00
Rend=85% Rend=75%
Ry H
O |, AcOH,
NaBH(OAc); DCM,
tamb
R o N
\/\N'\(j w/\‘(NHZ
H 5~ NoN
O >
I <&

Esquema 3.3: Ruta sintética 2: Aproximacién preliminar

Comenzamos con una aproximacion preliminar de la ruta sintética 2 (Esquema
3.3), donde seleccionamos la 2',3'-O-isopropilidenadenosina (1) como precursor
sintético. La formacion de la amina 3, insumo de la aminacion reductiva, se

obtuvo a partir de la reaccion de Gabriel modificada.

La reaccién de Gabriel es ampliamente utilizada para la formacién de aminas

primarias,'’'?> donde se forma el anion ftalimida, generalmente como una sal de

11 Ouellette, R. J.; Rawn, J. D. Amines and Amides. In Organic Chemistry; Elsevier, 2014; pp 803—-842.

12 Marson C.M.; Savy P. Comprehensive Organic Functional Group Transformations Il. Elsevier, 2005,
255-300.
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potasio, y se hace reaccionar con un agente alquilante. Posteriormente se realiza
la eliminacién del grupo ftaloilo utilizando hidrazina en etanol, dando lugar a

ftalhidrazina y la amina de interés. (Figura 3.11)

o)

0
N K + Rx —— 3 ©il<‘<N—R
O o

o)

0]
N-R + NH, g NH o HN-R
NH
© (0]

Esquema 3.4: Reaccion de Gabriel

Como partimos de un alcohol primario, la primera reaccion de la sintesis de

Gabriel se realizd mediante una reaccion de Mitsunobu.'3

La reaccion de Mitsunobu, nombrada en honor a su descubridor Oyo Mitsunobu
en 1967, es ampliamente utilizada en sintesis organica y quimica medicinal. Esta
reaccion parte de un alcohol (primario o secundario) que en presencia de
agentes oxidantes (azodicarboxilatos), reductores (fosfinas) y un pronucledfilo

permite la formacion de enlaces: C-C, C-N, C-O y C-S.1415

En nuestro caso, el azodicarboxilato seleccionado fue el DIAD, la fosfina fue

trifenilfosfina (PPhs) y el pronucléofilo, la ftalimida.

El mecanismo de esta reaccion sigue siendo objeto de estudio, sin embargo, se
ha propuesto un mecanismo ampliamente aceptado reportado en Swamy K.C et

al.'® El primer paso en este mecanismo es la adicion nucleofilica de la PPhs al

13 Sen S.E.; Roach S.L. Synthesis, 1995, 7, 756-758.

14 Munawar, S.; Zahoor, A. F.; Ali, S.; Javed, S.; Irfan, M.; Irfan, A.; Kotwica-Mojzych, K.; Mojzych, M.
Molecules 2022, 27 (20), 6953.

15 Marvin, C. C. 6.02 Synthesis of Amines and Ammonium Salts. In Comprehensive Organic Synthesis;
Elsevier, 2014; pp 34-99.

16 Swamy, K. C. K.; Kumar, N. N. B.; Balaraman, E.; Kumar, K. V. P. P. Chem. Rev. 2009, 109 (6), 2551—
2651.
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DIAD para formar el intermediario (1). En este punto los autores proponen dos
rutas, una donde el intermediario (1) desprotona al nucledfilo y la otra donde (1)
reacciona con 2 moléculas del alcohol. El ataque del nucledfilo transcurre por un
mecanismo SN2, lo que conlleva una inversion en la configuracion absoluta del
producto final en el caso de que se trate de un alcohol secundario quiral (ver

mecanismo en el esquema 3.5).

PhsP . )io ",,,,,N_N_

0
NH 2ROH
o)
_ )\__ ) L
OR H\ (o)
.
PhsP,, o 0 PhsP, : 5 N—N\H
o o i OR t
—N N 0
OQ( H ‘<
,f 0
L i 0
NH
o>\ ROH 7 o
N _
H, )Qo [ PhsP—OR [ N ]
o NN ROH
# H e}
0
0

N-R * PhsP=0

0]

Esquema 3.5: Mecanismo adaptado a partir del reportado.’5:16
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Se sintetizd de esta forma el compuesto 2 y el compuesto 3 con buenos

rendimientos.

La continuacién de esta ruta sintética se llevo a cabo en una pasantia en el grupo

de la Prof. Dra. Tanja Schirmeister de la Universidad de Mainz, Alemania.

Como parte de esta pasantia y siguiendo las condiciones ya establecidas por el
grupo AK Schirmeister,'® se plantea la ruta sintética del bloque 2 partiendo del
acido 4-(tert-butoxi)-4-oxobutanoico (4) para formar la amida del tipo Weinreb
(amida a partir del clorhidrato N,O-dimetilhidroxilamina) y luego realizar una
reduccion de la amida de Weinreb con hidruro de diisobutilaluminio (DIBAL-H)

para la obtencion del aldehido 6, (Esquema 3.6)."”

BLOQUE 1
Ftalimida, PPhs,
o N DIAD, THF o N NaHaH20, N
HOmNmNHZ Tamb N‘&?}‘N\/\TNHZ EtOH, 80°C HZN\GE]‘N;/\(NHZ
g 0T ,~ 000 NN ;s 0NN
Rend=85% Rend=75%
BLOQUE 2
CDI, DCM a Tamb
o _O—\— o DIBAL-H,
H HCI \ THF, -78°C 0
)(O)WOH = ol No, IR TOC JoA A H
e} (0] (0]
4 5 Rend=Cuant 6 Rend=Cuant

Esquema 3.6: Obtencion de Bloque 1y Bloque 2 de la ruta sintética 2. Realizado en la

Universidad de Mainz

Dado que al momento de realizar la amida de Weinreb en nuestro laboratorio no
se contaba con reactivo CDI para la formacion de la N,O-dimetilhidroxilamida (5),
se decidio realizar la optimizacidn para su obtencion utilizando otras condiciones

reportadas para la formacion de amidas, Tabla 3.3."8

17 Nahm, S.; Weinreb, S. M. Tetrahedron Letters, 1981, 22, 39, 3815-3818.
18 Martinez, V.; Davyt, D. Tetrahedron Asymmetry 2013, 24 (24), 1572-1575.
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Condiciones Resultado Observaciones
HBTU, DIPEA, N,O-
i dimetilhidroxilamina clorhidrato , ND -
DMF, atm N2
DIPEA, Cloroformiato de etilo, N,O- Se observa la
ii dimetilhidroxilamina clorhidrato, ND formacién de
THF seco a 0°C anhidrido

DIPEA, Cloroformiato de etilo, N,O-
dimetilhidroxilamina clorhidrato
iii . Rend=89% formacion de
(disuelto en DCM seco y DIPEA),

DCM seco a 0°C

Se observa la

anhidrido

Tablas 3.3: Condiciones para la formacién de la amida de Weinreb, compuesto 5.

Dado que CDI es utilizado como agente acoplante en la sintesis de péptidos, '
decidimos probar con otro agente acoplante: el HBTU. Al utilizar estas

condiciones no observamos avance de la reaccion por TLC.

Luego se decidi6é explorar la sintesis de la N,O-dimetilhidroxilamida de interés a
partir de la formacion del anhidrido del compuesto 4 utilizando DIPEA vy
cloroformiato de etilo. La formacion del compuesto 5 ocurre a partir del ataque

del nitrégeno de la N,O-dimetilhidroxilamina al anhidrido formado.

Al realizar esta reaccion segun las condiciones ii se observo la formacion del
anhidrido correspondiente por TLC, por lo que se prosiguié al agregado de la
N,O-dimetilhidroxilamina clorhidrato y se dejé con agitacion toda la noche. Al dia
siguiente, se realizdé una TLC no observandose la formaciéon del compuesto 5.
Dado que, al llevar a cabo esta reaccién, se noté que al agregar la N.O-
dimetilhidroxilamina clorhidrato no se disolvié en el medio de reaccion, se decidid
repetir la reaccion con el agregado de la N,O-dimetilhidroxilamina disuelto en
DCM seco y DIPEA. Con estas condiciones, descriptas en el punto iii, se obtuvo

19 Anderson, N. G. Reagent Selection. In Practical Process Research and Development; Elsevier, 2012;
pp 89-120.
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el compuesto 5. El rendimiento obtenido se consideré apropiado para continuar

la sintesis del bloque 2 con el producto sin mayor purificacion.

Una vez optimizados los dos bloques sintéticos, se procedioé a la convergencia

de ambos bloques a través de una aminacion reductiva. (Esquema 3.7).

AcOH, NaBH(OAc);

=N o] -

0 DCM, Tamb ~N
NNl Gk - 7XOT'/\”N‘(STN%\NW
0,.0 N-N 0 O  Hgp NeN
3 6 <

7 Rend=66%

Esquema 3.7: Aminacién reductiva, convergencia del bloque 1y el bloque 2.

Esta reaccion se emplea ampliamente en la sintesis de farmacos,?® para la
formacion de enlaces C-N a partir de una amina y un compuesto carbonilico . En
este caso, al tratarse de la amina primaria 3 y el aldehido 6 forman un heminal
que luego pierde una molécula de agua para formar la imina correspondiente.
Esta imina es reducida por el NaBH(OAc)s para producir la amina secundaria

deseada 7, con un rendimiento del 66%, (Esquema 3.8).

Al realizar el seguimiento de la reaccion por TLC, se observé la formacion del
compuesto 7 y algunos compuestos secundarios. Uno de ellos se visualizé con
Rf superior al del compuesto 7 y se pudieron aislar unos pocos mg, resultando
en el compuesto disustituido. El otro compuesto secundario observado se
presento por debajo de la amina 3. Si bien no se pudo aislar este compuesto se
presume que puede ser un derivado de la amina 3 y/o del compuesto 7 al ocurrir
la hidrdlisis del acetonido con el acido acético. Por otro lado, no se observo la
desaparicion total de la amina 3. Si bien a partir de esta reaccion se obtienen
varios compuestos secundarios se consideré que un rendimiento de 66% es
aceptable para continuar con la ruta sintética sin mayor optimizacion de las

condiciones de reaccion utilizadas.

20 Afanasyey, O. |.; Kuchuk, E.; Usanoy, D. L.; Chusov, D. Chem. Rev. 2019, 119 (23), 11857-11911.
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\\/ \Y(\)\ O ON/\NHZ . \\/ WN\(JN/\NH2

NaBH(OAc);

\\( N ° N/\NHZ
Esquema 3.8: Mecanismo de la reaccidon de aminacion-reductiva

El préximo paso en la metodologia de sintesis propuesta es la formacion de la
amina terciaria 8 a partir del compuesto 7. Para esto realizamos una reaccion de
aminacién reductiva con acetaldehido, la cual presentd inicialmente un
rendimiento bajo. (Esquema 3.9). Se decidid, entonces, explorar otras
reacciones para mejorar el rendimiento de obtencién de 8, (Tabla 3.3) y optimizar

las condiciones de reaccion de la misma.

Acetaldehido, AcOH,
NaBH(OAc); DCM,

%O\H/\/\N’\UNW/\(NHz Tamb - %O\H/\/\N'\(&NANHZ
1 o0 NN - 6.0 NN
7 8

Esquema 3.9: Formacion de la amina terciaria, sintesis del compuesto 8.
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Condiciones Rendimiento de 8

Acetaldehido (3 eq), AcOH (1,5 eq),

| 31%
NaBH(OAC)s (1.7 eq), 1,2-DCE
K2COs (2 eq), Bromuro de etilo (2
ii 32%
eq), DMF seco, atm N2 por 24hs 2
K2COs (2 eq), Bromuro de etilo (2
iii 65%

eq), DMF seco, atm Nz por 72hs

Tabla 3.3: Condiciones de reacciones utilizadas para la obtencion del compuesto 8 y sus

rendimientos.

A partir de los datos obtenidos, se observé que la aminacion reductiva con
acetaldehido no presentaba buenos rendimientos. Entonces, se seleccionaron

las condiciones descriptas en iii para la obtencion del compuesto 8 con un
rendimiento del 65%. (Esquema 3.10)

7\ “Br, K,COs 7\
o) OuN_ DMF a Tamb =N
T.%/\/\NmN%\IrNH2 - OWN'\(ETN%\(NHZ
H oo NN © oo NaN
7 8 R=65%

Esquema 3.10: Etilacion del compuesto 7 para la obtencion del compuesto de interés 8.

Al realizar el seguimiento de la reaccion por TLC, si bien se aprecia un avance
de la reacciéon hacia los productos, la reaccion no llega a completarse,

observandose reactivo al comenzar el tratamiento (work-up) de la reaccion.

21 Chang, C.-D.; Coward, J. K. J. Med. Chem. 1976, 19 (5), 684—-691.
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Como se menciond anteriormente, la amina de la purina no presenta una alta
reactividad debido a la resonancia de su par de electrones en el anillo, por lo cual
se espera que no se vea afectada durante la aminacion reductiva o en la etilacién
del compuesto 7. Se realizé y analizé la espectroscopia completa por RMN del
compuesto obtenido con el fin de confirmar la estructura del compuesto 8 y

comprobar que el NHz de la purina no fue afectado.

En las figuras 3.8 y 3.9 se presentan los espectros de 'H-RMN, 3C-RMN, HSQC-
RMN y HMBC-RMN del compuesto 8. En el espectro de "H-RMN a 5,68 ppm se
observa un singulete ancho que integra 2H que no presenta sefial en el espectro
de HSQC-RMN. En el espectro de HMBC-RMN, se puede observar la correlacion
del protén en 5,68 ppm con el carbono cuaternario 13, confirmando asi que la
sefal corresponde al NH2 de la adenosina. Esto sumado a que en el espectro de
'H-RMN se observan las sefales correspondientes al etilo con la integracion
adecuada, nos lleva a concluir que la etilacion ocurrié unicamente en la amina

secundaria, obteniéndose el producto deseado.
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Figura 3.8: Espectros de '"H-RMN y "3C-RMN del compuesto 8 asignados
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Figura 3.9: Espectros de HSQC-RMN y HMBC-RMN asignacién del NHz de la adenosina en el
compuesto 8.
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Una vez obtenido el compuesto 8, se continué con la hidrdlisis del grupo
acetonido y del tert-butil éster en medio acido. Esta reaccion se lleva a cabo con
TFA en DCM y H20. (Esquema 3.11)

% N TFA:H,0:DCM
0 OLN_ Tamb =N
\[ONN\S—INqNHQ > HO\H/\/\N'\(_?]‘N\/\WNHZ
- 0,0 N+ ©  Ho OHN-N
8 9

Esquema 3.11: Hidrdlisis en medio acido del acetonido y el tert-butil éster para la obtencién del

compuesto 8.

Para comprobar la pureza y la efectividad de la hidrdlisis del grupo aceténido y
del tert-butil éster, realizamos un espectro de 'H-RMN en D20 del compuesto
obtenido. Nos encontramos con un espectro mas complejo del esperado donde
las sefales del compuesto se presentaban como dos sets de sefiales. Esto
puede tener dos posibles causas, una es la formacion de un diasterémero a partir
de la epimerizacion de alguno de los carbonos quirales que presenta la

adenosina y la otra a la presencia de distintas conformaciones del compuesto.

Como la hidrdlisis del grupo acetonido involucra a los atomos de oxigeno y no a
los C2'y C3’, la formacion de diasterdmeros del compuesto 9 no deberia suceder.
Por lo cual, nos inclinariamos a pensar que la explicacion mas acertada seria la

presencia de conféormeros.

Con el fin de confirmar lo mencionado, se realizaron espectros de 'H-RMN a
distintas temperaturas, uno de los espectros fue adquirido a 25°C y el otro a
60°C. Los conférmeros son distintas disposiciones de una molécula que existen
en equilibrio dinamico debido a la rotacién alrededor de enlaces sencillos. Este
equilibrio se ve afectado con el aumento de la temperatura, ya que favorece que
el intercambio entre ambas conformaciones ocurra a una mayor velocidad. En el
espectro de 'H-RMN las sefiales se observan como un promedio ponderado de
las especies colapsando ambos sets de sefiales en una sola. Esto puede
apreciarse en la figura 3.10, donde se seleccion6 la zona de aromaticos para

evidenciar este efecto.
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Espectro de 1H-RMN en D20
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Figura 3.10: Espectro de 'H-RMN del compuesto 9 en D20, debajo se muestra una ampliacion

de la zona de aromaticos y se compara el espectro con el espectro tomado a 60°C

A partir de estos resultados, se confirma que el compuesto 9 se presenta

conférmeros en estas condiciones.

79



Capitulo 3: Primera aproximacién de a los compuestos de interés: Sintesis de la serie A

Una posible explicacion para que el compuesto 9 presentara conférmeros es la
formacion del zwitterion a pH 7 (figura 3.11), lo que genera una carga negativa
sobre el acido carboxilico y una carga positiva sobre el nitrogeno de la amina
terciaria. El ingreso de este protén puede ocurrir de dos formas, lo que podria
generar que la interaccion entre este y el carbonilo den lugar a los problemas
conformacionales observados. En principio, esto podria determinarse realizando
varios espectros de 'H-RMN del compuesto a diferentes pH, con el fin de
determinar si la formacion del zwitterion genera el espectro observado. Otro
factor que se debe de tener en cuenta es que la molécula del compuesto 9
presenta varios grupos funcionales que podrian dar lugar a enlaces de hidrogeno
entre ellos o las moléculas de agua que los rodean resultado en las sefnales

duplicadas observadas.

WNH‘U“VYNHZ

HO OHV
9

Figura 3.11: zwitterion a pH 7 del compuesto 9

Luego de la obtencion del compuesto 9 se llevd a cabo la formacion del éster
etilico a partir del cloruro de acido formado in-situ con SOCI2 en EtOH, dando

lugar al compuesto 10 con un rendimiento de 67%. (Esquema 3.12)

SOCI, EtOH
HOW O N NH de 0°C a Tamb
2 O
RS hie SRR P s
9 HO OH

10 Rend=67%

Esquema 3.12: Reaccion de esterificacion del compuesto 9 para la obtencion del compuesto
10.

Con la sintesis del compuesto 10, la ruta sintética 2 quedo finalizada. La misma
se muestra en el esquema 3.13 con los rendimientos correspondientes para cada

reaccion.
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A partir de la propuesta de la ruta sintética 2, se pudieron sintetizar otros
analogos a los planteados en el capitulo 2. Esto se debi6 a la puesta a punto de
las condiciones de reaccion utilizadas y la generacion de productos secundarios

en la optimizacion de la ruta sintética 2.

Uno de estos ejemplos es la obtencion del compuesto 12, que surge a partir de
la aminacion reductiva para la obtencion de 7. Al sintetizar este compuesto se
obtuvieron unos pocos miligramos del compuesto disustituido 11. A partir de esto,
decidimos sintetizar el compuesto 11 a partir del compuesto 3 y el compuesto 6,
utilizando 2 equivalentes de este ultimo. Obteniendo de esta manera el
compuesto 11 con un 81% de rendimiento. El compuesto 11 fue sometido a la
hidrolisis del tert-butil éster y del acetonido con TFA:H20:DCM para luego formar
el etiléster de interés con SOCI2 en EtOH, obteniendo finalmente al compuesto

12 con un 25% de rendimiento luego de las dos reacciones (Esquema 3.14).

S
C>To
g
};

AcOH, NaBH(OAc)3,
A(_?‘ DCM, Tamb /\(_7‘

)
8 6 O7<o NN
" Rend=81%

) TFA:H,0:DCM
Tamb

2) SOCl,, EtOH
de 0°C a Tamb

N N
Rend=25%
12 O
(o]

Esquema 3.14: Sintesis del compuesto 12

)
?
}7

Otro ejemplo fue el caso de los compuestos 17 y 18, con la adquisicion del agente
reductor NaBH(OACc)s y el escalado en la sintesis del compuesto 3, decidimos

realizar la aminacion reductiva entre el compuesto 3 y el 4-metoxicinamaldehido
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(13) con el fin de poner a prueba las condiciones ensayadas con anterioridad.

(Esquema 3.15)

A partir de esta reaccion se obtuvieron el compuesto monosustituido (14) con un

52% de rendimiento y el compuesto disustituido (15) con un 38% de rendimiento.

Se decide continuar segun la ruta sintética 2 detallada anteriormente para la

sintesis de los compuestos finales correspondientes.

El compuesto 14 fue etilado segun las condiciones optimizadas anteriormente

obteniendo el compuesto 16 con un rendimiento de 80%. Posteriormente, este

compuesto fue hidrolizado con TFA:H20:DCM para dar lugar al compuesto final

17 con un rendimiento del 97%. Por otra parte, el acetonido del compuesto 15

fue hidrolizado en TFA:H20:DCM para la obtencién del compuesto final 18 con

un rendimiento del 58%.

AcOH,
NaBH(OAc);
DCM, Tamb

/@A/[L + HZN/\(_]‘ w/\(NH /©/\A /\(?Z,NW)\(NHZ

3

14 Rend=52%

“Br K,CO4
DMF seco
Tamb

/®/\/\ /\(}NW)\(NHQ

Rend=80%

TFA:DCM:H,0
Tamb

SOy

HO

Rend=97%

Rend=38%

[ TFA:DCM:H,0
Tamb

o N
SO
5 on NN

HO
18 N
Rend=58%

Esquema 3.15: Sintesis de los compuestos 17 y 18 a partir del compuesto 3.
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3.3. Ruta sintética 3: Formacion de la amida

Para la obtencion del analogo que presenta la amida en vez del residuo
aminoacidico se evalud la posibilidad de obtenerlo a partir de la Ruta sintética 2,
hidrolizando el éster del compuesto 8 para obtener el compuesto 19. Segun
bibliografia,?? los tert-butil esteres son estables en medio basico y se hidrolizan
en medio acido, especialmente con TFA, lo cual debido al acetonido, no es una

opcion factible (Esquema 3.16).

0 =N ~=N

o o) -/
NN
8 -0 19 - 00

HZN\H/\/\ @) N/—N NH
NN

O Al

Y

H,N o_N
~HO OHN~

Esquema 3.16: Propuesta de sintesis para la formacién del compuesto de interés.

Frente a esto, se plante6 una nueva ruta sintética con diversas estrategias para
la obtencion del compuesto de interés. Todas estas estrategias tuvieron en
comun la sintesis de una amida primaria en uno de los extremos del acido 4-
(tert-butoxi)-4-oxobutanoico (4) y en el otro extremo la incorporacién de un
aldehido. La primera estrategia realizada comienza con la sintesis del
compuesto 20 utilizando las condiciones optimizadas para la sintesis del

22 Greene’s Protective Groups in Organic Synthesis, 1st ed.; Wuts, P. G. M., Ed.; Wiley, 2014.
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compuesto 5 utilizando NH4OH en vez del clorhidrato de N,O-
dimetilhidroxilamina. Se continud con la sintesis del compuesto 21 a partir de la
hidrdlisis del éster en medio acido con TFA. A partir de la sintesis del compuesto
21 se ensayaron 3 estrategias. Se comenzo con la obtencién de compuesto 22
a partir de una esterificacion con DCC y MeOH en DCM del compuesto 21. Este
compuesto se tratd de reducir al alcohol correspondiente utilizando NaBH4 como
agente reductor sin resultado. Las condiciones utilizadas fueron las reportadas
por Bianco, A et al,23 donde utilizan NaBHa para reducir el éster etilico del acido

4-metoxi-4-oxobutanoico a alcohol obteniendo asi el acido 4-hidroxibutanoico.

En la estrategia ii, se intent6 sintetizar el aldehido derivado de 22 utilizando
DIBAL-H,2* nuevamente sin resultado positivo. Unicamente la estrategia iii

mostro resultados alentadores (Esquema 3.17).

DIPEA,
Cloroformiato de etilo,
NH4OH, DCM .

N O de0°CaTamb o  TTADCM o  DSCMeoH o

ONOH %ONNHz 3 HONNHz ) HZNNO/
(0] O =950,
4 20 Rend=cuant 21 O " Rend=cuant 29 O , Rend=25%
x NaBH,, MeOH, 0°C
HZNWOH
(0]
.. | DIBAL-H
" ITHF, -78°C
DIPEA, Cloroformiato ! Y

de etilo, DCM 0

de 0°C a Tamb i HNNHz
O-N— 3 0
H HCl !
Y DIBAL-H

\ O THF-78°C o]

\O,NNNHZ ””” > HNNHQ
23 0

24 O

Esquema 3.17: Estrategias propuestas para la sintesis del 4-oxobutanamida 23.

23 Bianco, A.; Passacantilli, P.; Righi, G. Improved Procedure for the Reduction of Esters to Alcohols by
Sodium Borohydride. Synth. Commun. 1988, 18 (15), 1765-1771.

24 Heo, Y. J;; Kim, H. T.; Jaladi, A. K.; An, D. K. RSC Adv. 2021, 11 (53), 33809-33813.
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En esta estrategia se formo el aldehido a partir de la amida tipo Weinreb analogo
a la sintesis de 6. A partir del analisis de los espectros de RMN, concluimos que
el producto obtenido no era la amida 23 sino el nitrilo 25 (Esquema 3.18), ya que
en el espectro de 'C-RMN no se apreciaba el carbono cuaternario
correspondiente a un grupo carbonilo (175 ppm) sino que se observaba un C
cuaternario a 118 ppm caracteristico de CN. No se realiz6 la purificacion del
compuesto 25 ya que se considerdé una pureza aceptable, con un 38% de
rendimiento luego de tres reacciones. A pesar de estos resultados inesperados,
se continud con los siguientes pasos de sintesis para obtener el compuesto final

29, utilizando las condiciones optimizadas en la ruta sintética 2.

AcOH,
N NaBH(OAc)3
-
Hy >~ 4 HszN/\NHz DCM, Tamb N*(_ngyNHz
(0] 0,0 NeN I N=N
26 Rend=cuant 3 ~ 27 0-0 -
Rend= o
DIBAL-H o~
Br, K,CO
THF -78°C , KoCOg,
DMF seco, Tamb
| _N
N - =N
\O Tg\/ N///\/\N\(STN\/\\(NHZ
Rend=38% ~ 6_6 NsN
25 0.0
28 5 )
DIPEA, Cloroformiato Rend=67%
de etilo, DCM
de 0°C a Tamb
O-N— TFA:DCM:H,0
"N Hol Tamb
HO =N
21 Rend=cuant /Hd 'OHN‘VN
29 Rend=45%
TFA:DCM
Tamb
Rend=cuant

DIPEA, Cloroformiato de etilo,
NH,OH, DCM
de 0°C aTamb

o)
%ONOH
4 O
Esquema 3.18: Sintesis del compuesto 29, Ruta sintética 3.
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Se propone que la formacién del nitrilo del compuesto 25 ocurriria segun el
mecanismo de reaccion que se muestra en el esquema 3.19. Este mecanismo
se basa en el mecanismo propuesto para la sintesis de nitrilos a partir de amidas
con anhidrido trifluoroacético y piridina, por ejemplo, el mecanismo publicado por

Gao, Z. et al.?> y Xiong, J.et al.?®

El primer paso es la formacién del anhidrido del compuesto 24 al reaccionar este
con el cloroformiato de etilo, compuesto (1). Este compuesto (1) experimenta un
equilibrio tautomérico entre la amida y la imina-alcohol correspondiente. Este
grupo hidroxilo atacaria al anhidrido formado para dar lugar al intermediario (2),
el cual da lugar al grupo nitrilo observado. Adicionalmente el grupo carboxilico
atacaria al cloroformiato de etilo nuevamente, dando lugar al anhidrido (3) que
luego seria atacado por la N,O-dimetilhidroxilamina resultando en el compuesto
25 de interés. Ocurre asi la formacién de la N,O-dimetilamida de interés y la

deshidratacion de la amida para dar lugar al nitrilo observado, ver esquema 3.19.

25 Gao, Z.; Wang, M.; Wang, S.; Wang, Y.; Peng, R.; Yu, P,; Luo, Y. R. Soc. Open Sci. 2019, 6 (3), 181751.
26 Xiong, J.; Hou, H.; Wang, B. Molecules 2024, 29 (16), 3952.
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Capitulo 3: Primera aproximacién de a los compuestos de interés: Sintesis de la serie A

De los analogos planteados en el capitulo 2, fue posible la sintesis del analogo
con R1 como etiléster (compuesto 10), pero no fue posible la obtencion de R
como amida (figura 2.12). Sin embargo, a partir de las rutas sintéticas abordadas
y de las optimizaciones realizadas se obtuvieron otros seis compuestos que no
se habian propuesto al inicio. Este conjunto de siete compuestos formo la Serie

A preliminar (Figura 3.11).
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Figura 3.11: Serie A preliminar: Compuesto 10, Compuesto 12, Compuesto 18, Compuesto 17,
Compuesto 29.
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Capitulo 3: Parte experimental

Todas las reacciones se llevaron a cabo utilizando solventes recientemente
destilados. Las reacciones en condiciones anhidras se realizaron bajo atmédsfera

inerte de nitrégeno empleando solventes secos segun literatura.?’

Todos los rendimientos informados se refieren a  productos
espectroscopicamente puros (determinado mediante "H-RMN y '3C-RMN). Para
los compuestos que presentan impurezas conocidas, el rendimiento de la

reaccion se calculd en base al espectro de 'H-RMN.

Los espectros de RMN se obtuvieron en un equipo Bruker Advance NEO-400.
Los desplazamientos quimicos reportados son referenciados al TMS utilizado

como referencia interna.

Las purificaciones por cromatografia en columna fueron realizadas con Silica gel
60M 0.04-0.063 mm.

Los seguimientos de reaccién y de separaciones cromatograficas se realizaron
por cromatografia en capa fina (TLC) en placas de Silica gel 60 F2s4 sobre

plastico.

La pureza de los productos finales se determiné utilizando un equipo HPLC
analitico Shimadzu LC-2050C equipado con una columna Phenomenex Luna
C18 (150 x 4.6 mm, 5 ym). Como fase mévil se empleé H20-0.1% de Acido
Foérmico y CH3CN. Las muestras se disolvieron en MeOH calidad HPLC. Las
corridas se efectuaron en 16 min con el siguiente programa de gradiente de: O-
10 min (CH3CN 5% a 95%) de 10-13 min (CH3CN 95%) y de 13-16 min (CHsCN

de 95% a 5%). Se reportaron los valores de pureza a 220 nmy 250 nm.

Los espectros de masas de alta resolucién de estos compuestos se determinaron
en el Instituto Pasteur de Montevideo en un espectrometro de masas Q Exactive
Plus (Thermo Scientific, USA) por inyeccion directa (10 uL/min) usando 100%
Metanol calidad HPLC como solvente y una fuente lon Max API con una sonda
HESI-II. Los espectros de masa fueron obtenidos en modo positivo con voltaje

de espray de ion a 4.0 kV y una temperatura capilar de 250°C. El espectro

27 Perrin, D. D.; Armarego, W. L. F.; Perrin, D. D.; Armarego, W. L. F. Purification of Laboratory Chemicals,
3. ed., reprinted.; Pergamon Press: Oxford, 1993.
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Capitulo 3: Parte experimental

obtenido en modo negativo se utilizé un voltaje de espray de ion a 2.5kV y una

temperatura de 250°C

Por ultimo, se determin6 la desviacién de luz polarizada en los compuestos
finales utilizando un polarimetro Jasco P-2000 con lampara de sodio a 589 nm.
Se tomaron 3 medidas de 5 ciclos cada una y se report6 el promedio de estas.

La temperatura varié de los 23.5°C a los 24.5°C a lo largo de las mediciones.
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Capitulo 3: Parte experimental

Metodologias generales:

A. Metodologia general de aminacién reductiva:

A una suspensién de la amina 3 en THF o DCM se agrego 1 eq del aldehido de
interés y AcOH (1 eq). Transcurrida una hora (o 30 min), se agregé NaBH(OAc)3
(1.5 eq). Luego de 19hs se agreg6 una soluciéon saturada de NaHCOs3 y se extrajo
con DCM. Se juntaron las fases organicas, se seco con Na2SO4 anhidro, se filtrd

y elimind el solvente a presion reducida.

B. Metodologia general de etilacion:

Bajo atmdsfera de nitrégeno se disolvié el compuesto a etilar en DMF seco. Se
agrego K2COs anhidro (2 eq) con agitacion y posteriormente bromuro de etilo (2
eq) gota a gota. Transcurridos al menos 3 dias, se corroboré la formacion del
producto de interés por TLC. Se agrego agua y se extrajo con AcOEt. Se juntaron
las fases organicas, se sec6 con Na2S0O4 anhidro, se filtrd y elimind el solvente a

presion reducida.

C. Metodologia general de hidrodlisis del éster y/o del aceténido:

El compuesto de interés se disolvié en DCM, se agregdé H20 y TFA. Se dejo la
reaccion con agitacion toda una noche. La reaccién se lleva a sequedad a
presiéon reducida con posteriores lavados con CHCI3 y AcOEt para eliminar el
TFA.

D. Metodologia general de esterificacion a partir de la formacién del cloruro
de acido in-situ:

A una solucién del compuesto de interés en EtOH absoluto, se agregoé 5 eq de
SOCI2 gota a gota a 0°C en bafio de hielo. Se dejo con agitacidén de un dia para

el otro, se elimind el solvente a presién reducida y el residuo se lavo con CHCls.

94



Capitulo 3: Parte experimental

0 ~N
O
N P N Q/N
o) O><O
2-(((3aR,4R,6R,6aR)-6-(6-amino-9H-purin-9-il)-2,2-
dimetiltetrahidrofuran[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)metil)isoindolina-1,3-diona (2)

A una solucion de 2°,3'-O-Isopropilideneadenosina (1) (5.0 g, 16.3 mmol) en
200 mL de THF se agrego ftalimida (4.8 g, 32.6 mmol, 2 eq) y PPhs (8.5 g, 32.6
mmol, 2 eq). Transcurridos 15 min se agregé DIAD (6.4 mL, 32.6 mmol, 2 eq)
gota a gota. La reaccidn se siguio por TLC hasta observar la desapariciéon de (1).
Se evaporo el solvente a presion reducida. Se purificdé el producto por
cromatografia de columna (AcOEt: MeOH 5%) obteniendo 2 como un sélido
blanco. (6.07 g, 85%). '"H-RMN (400 MHz, CDCI3) & 8.07 (s, 1H), 7.88 (s, 1H),
7.79 (dd, J=5.4, 3.0 Hz, 2H), 7.70 (dd, J = 5.4, 3.0 Hz, 2H), 6.05 (d, J = 1.8 Hz,
1H), 5.89 (s, 2H- NH2 por HSQC-RMN), 5.54 (dd, J = 6.3, 1.8 Hz, 1H), 5.26 (dd,
J=6.3,3.5Hz, 1H), 4.55 (td, J= 6.3, 3.5 Hz, 1H), 4.05 (dd, J= 14.1, 6.0 Hz, 1H),
3.98 (dd, J = 14.1, 6.3 Hz, 1H), 1.58 (s, 3H), 1.38 (s, 3H). 3C-RMN (101 MHz,
CDCIs) & 166.07, 153.36, 150.74, 147.11, 138.30, 131.95, 129.86, 121.29,
118.24, 112.43, 88.64, 82.99, 82.04, 80.41, 37.40, 25.06, 23.36.

=N
HZN*(S‘N:/\WNHz
0__0 N<N
AN

9-((3aR,4R,6R,6aR)-6-(aminometil)-2,2-dimetiltetrahidrofuran[3,4-
d][1,3]dioxol-4-il)-9H-purin-6-amina (3)

A una suspensiéon de 2 (1.0 g, 2.3 mmol) en 25 mL de EtOH absoluto se agrego
hidrato de hidrazina (1.2 mL, 36.6 mmol, 16 eq) y se llevd a 80°C durante una
hora. Se dejo enfriar la reaccion y se filtrd a vacio utilizando un embudo Blchner.
Se elimind el solvente a presiéon reducida. Se purifico por cromatografia de
columna (DCM: MeOH 10% + 0,1% EtsN) obteniendo 3 como un sélido blanco.
(550 mg, 78%). "H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) & 8.38 (s, 1H), 8.17 (s, 1H), 7.35
(s, ancho, 2H- NH2 por HSQC-RMN), 6.14 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 5.45 (dd, J = 6.3,
3.0 Hz, 1H), 5.03 (dd, J = 6.3, 3.0 Hz, 1H), 4.18 (m, 1H), 2.85 (dd superpuestos,

95



Capitulo 3: Parte experimental

J=17.1, 6.4 Hz, 2H), 1.55(s,3H), 1.33 (s, 3H). *C-RMN (101 MHz, DMSO) &
156.63, 153.18, 149.33, 140.55, 119.66, 113.76, 89.64, 86.18, 83.30, 82.04,
43.33, 27.50, 25.69.

O |
>LO)‘\/\H,N o
@) |
4-(metoxi(metil)Jamino)-4-oxobutanoato de terbutilo (5)

Bajo atmosfera de nitrogeno se disolvio el acido 4-(tert-butoxi)-4-
oxobutanoico (4) (1.0 g, 5.8 mmol) en 20 mL de DCM seco. La reaccion se llevd
a 0°C con bano de hielo y se agregé DIPEA (1.5 mL, 8.7 mmol, 1.5 eq). Luego
de 30 min se agregd cloroformiato de etilo (0.6 mL, 7.0 mmol, 1.2 eq).
Transcurrida una hora se realiz6 una TLC para comprobar la formacién del
anhidrido correspondiente. Se agreg6 el Clorhidrato de N,O-dimetilhidroxilamina
(832.0 mg, 8.7 mmol, 1.5 eq) disuelto en 5 mL DCM seco y 0,5 mL de DIPEA. Al
dia siguiente se agregd 20 mL de DCM y se extrajo con 60 mL de HCI 1M, 60 mL
de NaHCOs solucion saturada y 60 mL de salmuera. La fase organica se secé
con Na2SO04 anhidro, se filtré y se elimind el solvente a presion reducida. Se
obtuvo 5 como un aceite amarillo. (1250 mg, cuant). Se decide continuar sin
mayor purificacién. 'TH-RMN (400 MHz, CDCIs3) & 3.72 (s, 3H), 3.18 (s, 3H), 2.70
(t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.56 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 1.45 (s, 9H). 3C-RMN (101 MHz,
CDCI3) 6 172.71, 171.92, 80.07, 60.84, 29.42, 27.73, 27.70, 26.62.

O
O
4-oxobutanoato de terbutilo (6)

Bajo atmdsfera de nitrégeno se disolvio 5 (1.2 g, 5.5 mmol) en 35 mL de THF
seco. Se llevo a -78°C y se agreg6 DIBAL-H 1M en THF (8.3 mL, 8.3 mmol, 1.5
eq) gota a gota. Luego de dos horas se agregd 2 mL de MeOH y 2 mL de una
solucién saturada de KNaCsH4Os-4H20. Se dejo a la reaccién alcanzar

temperatura ambiente lentamente y se agregé 28 mL de una solucion saturada
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Capitulo 3: Parte experimental

de KNaC4H406-4H20. Se agregan 40 mL de HCI 1M y se extrajo con AcOEt (100
mL x 3). La fase organica se lavd con 100 mL de HCI 1M, 100 mL de NaHCOs3
solucion saturada y 100 mL de salmuera. La fase organica se secd con Naz2S04
anhidro, se filtré y se elimino el solvente a presion reducida. Se obtuvo 6 como
un liquido incoloro. (950 mg, cuant). Se decidié continuar sin mayor purificacion.
TH-RMN (400 MHz, CDCl3) & 9.81 (s, ancho, 1H), 3.72 (s, 3H), 3.18 (s, 3H), 2.73
(t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.55 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 1.45 (s, 9H). 3C-RMN (101 MHz,
CDCls) 6 199.56, 170.67, 80.10, 37.90, 28.96, 27.21.

%O o. /N
NW)\(NH2
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\g/\/\H/\;&f ’ \N
0-__0 X
PN
4-((((3aR,4R,6R,6aR)-6-(6-amino-9H-purin-9-il)-2,2-
dimetiltetrahydrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)metil)Jamino)butanoato de
terbutilo (7)

Se utilizaron las condiciones descriptas en A. 3 (1.2 g, 3.9 mmol), 6 (619.0 mg,
3.9 mmol), AcOH (0.22 mL, 3.9 mmol) en THF (70 mL). Ala media hora se agregd
el NaBH(OAc)3 (1079.0 mg. 5.1 mmol). Se extrajo con NaHCO3 (200 mL) y DCM
(100 mL x 3). Se purificé por cromatografia en columna (DCM: MeOH 5% + 0.1%
EtsN) obteniendo 7 como un aceite amarillo (1160 mg, 66%). "H-RMN (400 MHz,
CDCls) & 8.34 (s, 1H), 7.91 (s, 1H), 6.01 (d, J = 3.1 Hz, 1H), 5.90 (s ancho, 2H-
NH por HSQC-RMN), 5.46 (dd, J = 6.4, 3 Hz, 1H), 5.04 (dd, J = 6.4, 3.3 Hz, 1H),
4.45-4.30 (m, 1H), 2.98 — 2.83 (m, 2H), 2.63 (qt, J = 11.7, 7.1 Hz, 2H), 2.26 (t,
J=7.4Hz 2H), 1.75 (p, J = 7.3 Hz, 2H), 1.62 (s, 3H), 1.43 (s, 9H), 1.39 (s, 3H).
3C-RMN & 172.86, 155.63, 153.16, 149.45, 139.93, 120.43, 114.59, 90.91,
85.50, 83.44, 82.28, 80.21, 51.25, 49.09, 33.29, 28.11, 27.31, 25.45, 25.30.
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4-((((3aR,4R,6R,6aR)-6-(6-amino-9H-purin-9-il)-2,2-
dimethiltetrahidrofuran[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)metil)(etil)amino)butanoato
de terbutilo (8)

Se utilizaron condiciones descriptas en B. 7 (496 mg, 1.10 mmol), K2CO3 (308
mg, 2.22 mmol), bromuro de etilo (0.16 mL, 2.22 mmol) en DMF seco (6 mL). Se
extrajo con H20 (60 mL) y AcOEt (30 mL x 4). Se purificd por cromatografia en
columna (DCM: MeOH 10%) obteniendo 8 como un aceite amarillo (342 mg,
65%). 'TH-RMN (400 MHz, CDClIs) & 8.36 (s, 1H), 7.95 (s, 1H), 6.06 (d, J = 2.2 Hz,
1H), 5.68 (s ancho, 2H-NH por HSQC-RMN), 5.50 (dd, J = 6.5, 2.2 Hz, 1H), 4.97
(dd, J=6.5, 3.2 Hz, 1H), 4.34 (td, J=6.8, 3.1 Hz, 1H), 2.71 (dd, J=13.4, 6.8 Hz,
1H), 2.64 — 2.48 (m, 3H), 2.46 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.21 (td, J = 7.4, 4.9 Hz, 2H),
1.68 (p, J = 7.4 Hz, 2H), 1.61 (s, 3H), 1.43 (s, 9H), 1.40 (s, 3H), 0.96 (t, J = 7.1
Hz, 3H). 13C-RMN (101 MHz, CDCIz) & 172.98, 155.46, 153.13, 149.35, 140.14,
120.37, 114.26, 91.11, 85.72, 83.89, 83.33, 80.11, 55.56, 53.01, 47.95, 33.22,
28.12,27.15, 25.41, 22.33, 11.44.

0 =
WN/\Q, Y \N
° HO — oH N
4-((((2R,3S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-3,4-dihidroxitetrahidrofuran-2-

il)metil)(etil)amino)butanoato de etilo (10)

Se utilizaron las condiciones descriptas en C. 8 (100.0 mg, 0.21 mmol) en DCM:
H20: TFA (1.0 mL: 1.0 mL: 1.0 mL). Se lleva a sequedad la reaccion y se obtiene
un solido blanco. Posteriormente, se utilizaron las condiciones descriptas en D.
9, SOCI2 (0.1 mL) en 2 mL de EtOH absoluto. Se purificé por cromatografia en
columna (CHCIs: MeOH (1:1)) obteniendo 10 como un aceite incoloro (71 mg,
67%). El valor de pureza por HPLC del compuesto 10 es de 72% (220 nm) y de
70% (250nm) con un tiempo de retencion de 3.894 s. 'TH-RMN (400 MHz, MeOD)
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0 8.27 (s, 1H), 8.23 (s, 1H), 6.01 (d, J=4.6 Hz, 1H), 4.80 (t, J=4.9 Hz, 1H), 4.36
(t, J=5.2 Hz, 1H), 4.33 — 4.25 (m, 1H), 4.07 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 3.28 — 3.14 (m,
2H), 2.95 (q, J = 6.1, 5.5 Hz, 2H), 2.92 — 2.84 (m, 2H), 2.34 (t, J = 7.1 Hz, 2H),
1.93 — 1.75 (m, 2H), 1.21 (t, J = 7.1 Hz, 3H), 1.16 (t, J = 7.2 Hz, 3H). 13C-RMN
(101 MHz, MeOD) & 171.76, 154.51, 151.03, 147.51, 138.98, 117.95, 88.31,
79.20,71.47,70.71,58.73, 53.42, 50.78, 46.63, 29.22, 18.61, 11.57, 7.56. HRMS
m/z calculada (M+H)*) 409.2194, observada 409.2190. [ap]: 4.8453.
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4,4'-((((3aR,4R,6R,6aR)-6-(6-amino-9H-purin-9-il)-2,2-
dimetiltetrahidrofuran[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)metil)azanedil)dibutirato de

diterbutilo (11)

Se utilizaron las condiciones descriptas en A. 3 (100.0 mg, 0.3 mmol), 6 (103.0
mg, 0.6 mmol, 2 eq), AcOH (0.03 mL, 0.6 mmol, 2 eq) en THF (7 mL). Ala hora
se agrego el NaBH(OAc)s (207.0 mg. 0.98 mmol, 3 eq). Se extrajo con NaHCO3
(20 mL) y DCM (25 mL x 4). Se purificé por cromatografia en columna (DCM:
MeOH 10%) obteniendo 11 como un aceite amarillo (144 mg, 81%). '"H-RMN
(400 MHz, CDCIs) & 8.37 (s, 1H), 7.92 (s, 1H), 6.05 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 5.69 (s
ancho, 2H-NH por HSQC-RMN), 5.50 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.97 (dd, J = 6.4, 3.7
Hz, 1H), 4.33 (s ancho, 1H), 2.85 — 2.55 (m, 2H), 2.54 — 2.38 (m, 4H), 2.20 (q, J
=7.4 Hz, 4H), 1.75 - 1.63 (m, 4H), 1.61 (s, 3H), 1.43 (s, 18H), 1.39 (s, 3H). '3C-
RMN (101 MHz, CDCls) & 175.65, 155.74, 152.60, 148.93, 140.01, 119.77,
114.62, 91.08, 84.80(por HSQC-RMN), 83.86, 83.31, 80.38, 55.58, 53.31, 32.77,
28.09, 27.12, 25.40, 21.15.
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4,4'-((((2R,3S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-3,4-
dihldroxltetrahydrofuran-2-ll)metll)azanedil)dibutirato de dietilo (12)

Se utilizaron las condiciones descriptas en C. 11 (144.0 mg, 0.33 mmol) en DCM:
H20: TFA (1.5 mL: 1.5 mL: 1.5 mL). Se lleva a sequedad la reaccion y se obtiene
un solido blanco. Posteriormente, se utilizaron las condiciones descriptas en D.
SOCI2 (0.12 mL) en 3 mL de EtOH absoluto. Se purificé por cromatografia en
columna (CHCIs: MeOH (1:1)) obteniendo 12 como un aceite incoloro (41.3 mg,
25%). El valor de pureza por HPLC del compuesto 12 es de 73% (220nm) y de
76% (250nm) con un tiempo de retencion de 4.485 s. 'TH-RMN (400 MHz, MeOD)
08.28 (s, 1H), 8.23 (s, 1H), 5.98 (d, J=5.0 Hz, 1H), 4.77 (t, J= 5.0 Hz, 1H), 4.27
(t, J=5.0Hz, 1H), 4.19-4.13 (m, 1H),4.09 (q, J=7.1 Hz, 4H), 2.91 (dd, J = 14.1,
4.1 Hz, 1H), 2.84 (dd, J = 14.1, 7.5 Hz, 1H), 2.56 (t, J = 7.3 Hz, 4H), 2.32 (t, J =
7.3 Hz, 4H),1.75 (p, J=7.3 Hz, 4H), 1.23 (t, J= 7.1 Hz, 6H). '*C-RMN (101 MHz,
MeOD) 6 173.98, 155.94, 152.49, 149.19, 140.26, 119.30, 89.23, 82.78, 73.14,
72.14, 60.03, 56.03, 53.41, 31.22, 21.90, 13.13. HRMS m/z calculada ((M+H)*)
495.2562, observada 495.2560. [ap]: 0.8488.

=N
o N/_ NH;

9-((3aR,4R,6R,6aR)-6-((((E)-3-(4-metoxifenil)alil)amino)metil)-2,2-
dimetiltetrahidrofuran[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)-9H-purin-6-amina (14)

Se utilizaron las condiciones descriptas en A. 3 (200.0 mg, 0.65 mmol), 4-
metoxicinamaldehido (13) (106.0 mg, 0.65 mmol), AcOH (0.04 mL, 0.65 mmol)
en THF (14 mL), a la hora se agreg6 el NaBH(OAc)s3 (207.0 mg. 0.98 mmol). Se
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extrajo con NaHCOs3 (20 mL) y DCM (25 mL x 4). Se purificé por cromatografia
en columna (DCM: MeOH 10%) obteniendo dos compuestos. Se observo el
compuesto disustituido (15) como un aceite amarillo (150 mg, 38%) y el
compuesto de interés 14, como un aceite amarillo (170 mg, 58%). "H-RMN (400
MHz, CDCls) 6 8.30 (s, 1H), 7.91 (s, 1H), 7.34 — 7.24 (m, 2H), 6.95 — 6.75 (m,
2H), 6.45 (d, J=15.8 Hz, 1H), 6.11 (dt, J= 15.8, 6.4 Hz, 1H), 5.99 (d, J = 3.3 Hz,
1H), 5.61 (s ancho, 2H-NH por HSQC-RMN), 5.47 (dd, J = 6.4, 3.3 Hz, 1H), 5.08
(dd, J = 6.4, 3.3 Hz, 1H), 4.41 (m, 1H), 3.80 (s, 3H), 3.45-3.36 (m, 2H), 3.01 -
2.90 (m, 2H), 1.62 (s, 3H), 1.39 (s, 3H). '3C-RMN (101 MHz, CDCI3) & 159.12,
155.51, 153.17, 149.45, 140.04, 131.28, 129.74, 127 .46, 125.55, 120.52, 114.64,
114.00, 91.10, 85.39, 83.34, 82.29, 55.30, 51.97, 50.79, 27.34, 25.45.
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9-((3aR,4R,6R,6aR)-6-((bis((E)-3-(4-metoxifenil)alillamino)metil)-2,2-
dimetiltetrahidrofuran[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)-9H-purin-6-amina (15)

1H-RMN (400 MHz, CDCls) & 8.23 (s, 1H), 7.92 (s, 1H), 7.28-7.21 (m, 4H), 6.88
— 6.80 (m, 4H), 6.40 (d, J = 15.8 Hz, 2H), 6.14 — 6.06 (m, 2H), 6.05 (d, J = 2.3
Hz, 1H), 5.57 (s ancho, 2H), 5.41 (dd, J = 6.5, 2.2 Hz, 1H), 4.98 (dd, J = 6.5, 3.6
Hz, 1H), 4.48-4.41 (m, 1H), 3.81 (s, 6H), 3.32 (d, J = 6.7 Hz, 4H), 2.87-2.84 (m,
2H), 1.59 (s, 3H), 1.38 (s, 3H). 3C-RMN (101 MHz, CDCls) & 159.12, 155.36,
153.09, 149.34, 139.98, 132.44, 129.75, 127.43, 124.49, 120.35, 114.45, 113.98,
90.79, 85.47, 83.98, 83.29, 57.13, 55.32 (2C, por HSCQ-RMN), 27.19, 25.44.
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9-((3aR,4R,6R,6aR)-6-((etil((E)-3-(4-metoxifenil)alillamino)metil)-2,2-
dimetiltetrahidrofuran[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)-9H-purin-6-amina (16)

—

Se utilizaron condiciones descriptas en B. 14 (200.0 mg, 0.44 mmol), K2COs
(122.0 mg, 0.88 mmol), bromuro de etilo (0.07 mL, 0.88 mmol) en DMF seco (2
mL). Se extrajo con H20 (60 mL) y AcOEt (60 mL x 3). Se purificé por
cromatografia en columna (DCM: MeOH 10%) obteniendo 16 como un aceite
amarillo (170 mg, 80%). "H-RMN (400 MHz, CDCI3) d 8.29 (s, 1H), 7.94 (s, 1H),
7.25-7.20 (m, 2H), 6.86 — 6.79 (m, 2H), 6.38 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 6.14 — 6.00
(m, 2H), 5.81 (s ancho, 2H-NH2 por HSQC-RMN), 5.44 (dd, J = 6.5, 2.2 Hz, 1H),
4.99 (dd, J = 6.5, 3.6 Hz, 1H), 4.47-4.39 (m, 1H), 3.80 (s, 3H), 3.35 — 3.25 (m,
2H), 2.85-2.70 (m, 2H), 2.64 (q, J=7.0, 6.4 Hz, 2H), 1.61 (s, 3H), 1.39 (s, 3H),
1.02 (t, J = 7.0 Hz, 3H)."®C-RMN & 159.13, 155.51, 153.09, 149.30, 140.05,
132.42 (por HSCQ-RMN), 129.67, 127.43, 124.23 (por HSCQ-RMN), 120.35,
114.43, 113.97, 90.88, 85.42, 83.97, 83.29, 56.67, 55.31, 54.98, 48.17, 27.18,
25.43, 11.48.

=N

0 N/_ NH,
Oy
0 N N
- ) HO oM

(2R,3R,4S,5R)-2-(6-amino-9H-purin-9-il)-5-((etil((E)-3-(4-

metoxifenil)alillamino)metil)tetrahidrofuran-3,4-diol (17)

Se utilizaron condiciones descriptas en C. 17 (170 mg, 0.35 mmol) en DCM: H20:
TFA (2 mL: 2 mL: 2 mL). Se purificé por cromatografia en columna (DCM: MeOH
20%) obteniendo 17 como un aceite amarillo (150 mg, 97%). El valor de pureza
por HPLC del compuesto 17 es de 88% (220 nm) y de 98% (250 nm) con un
tiempo de retencion de 4.520 s. '"H-RMN (400 MHz, MeOD) & 8.26 (s, 1H), 8.19
(s, 1H), 7.26 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 6.89 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.75 (d, J = 15.8 Hz,
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Capitulo 3: Parte experimental

1H), 6.09 (d, J = 4.1 Hz, 1H), 6.06 — 5.91 (m, 1H), 4.83 — 4.74 (m, 2H), 4.58 (t, J
= 5.3 Hz, 1H), 4.00 (d, J = 3.9 Hz, 2H), 3.85 (dd, J = 13.9, 10.1 Hz, 1H), 3.82 (s,
3H), 3.59 (dd, J=13.9, 2.1 Hz, 1H), 3.35 (2H-asignado por COSY-RMN), 1.37 (t,
J =7.3 Hz, 3H). ®*C-RMN (101 MHz, MeOD) & 161.90, 157.51, 153.90, 150.16,
142.21, 141.80, 129.30, 129.19, 121.18, 115.16, 114.19, 92.29, 80.04 (por
HSQC-RMN), 74.39, 73.71, 56.38(por HSQC-RMN), 55.77, 55.01(por HSQC-
RMN), 49.85, 9.38. HRMS m/z calculada ((M+H)") 441.2245, observada
441.2250. [ap]: -7.6385.

(2R,3R,4S,5R)-2-(6-amino-9H-purin-9-il)-5-((bis((E)-3-(4-

metoxifenil)alillamino)metil)tetrahidrofuran-3,4-diol (18)

Se utilizaron condiciones descriptas en C. 15 (200 mg, 0.33 mmol) en DCM: H20:
TFA (2 mL: 2 mL: 2 mL). Se purifica por cromatografia en columna (DCM: MeOH
10%) obteniendo 18 como un aceite amarillo (96.8 mg, 58%). El valor de pureza
por HPLC del compuesto 18 es de 87% (220 nm) y de 98% (250 nm) con un
tiempo de retencion de 5.814 s. "TH-RMN (400 MHz, MeOD) & 8.26 (s, 1H), 8.13
(s, 1H), 7.35 - 7.16 (m, 4H), 6.88 (d, J = 8.6 Hz, 4H), 6.76 (d, J = 15.8 Hz, 2H),
6.15-6.03 (m, 3H), 4.72 (dd, J =5.2, 3.6 Hz, 1H), 4.63 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 4.55
—4.48 (m, 1H), 4.12 - 3.95 (m, 4H), 3.86 (dd, J=13.9, 9.9 Hz, 1H), 3.81 (s, 6H),
3.62 (dd, J=13.8, 1.9 Hz, 1H). 3C-RMN (101 MHz, MeOD) & 160.56, 154.71 (por
HMBC-RMN), 151.48, 147.94 (por HMBC-RMN), 141.12, 140.59, 127.97, 127.78,
119.33 (por HMBC-RMN), 113.79, 112.96, 91.16, 78.75, 73.21, 72.36, 55.60 (por HSQC-
RMN), 54.38, 53.42. HRMS m/z calculada ((M+H)*) 559.2664, observada 559.267.
[ap]: -0.6744.
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4-amino-4-oxobutanoato de terbutilo (20)

Bajo atmosfera de nitrégeno se disolvio el acido 4-(tert-butoxi)-4-
oxobutanoico (4) (1.0 g, 5.8 mmol) en 30 mL de DCM seco. La reaccion se llevo
a 0°C con bano de hielo y se agregdé DIPEA (1.5 mL, 8.7 mmol, 1.5 eq). Luego
de 30 min se agregdé cloroformiato de etilo (0.6 mL, 7.0 mmol, 1.2 eq).
Transcurrida una hora se realizé6 una TLC para comprobar la formacién del
anhidrido correspondiente y se agregé NH4OH 30% (2 mL). Se dejo la mezcla
de reaccién en agitacion a temperatura ambiente toda la noche. Se agregaron
60 mL de agua y se extrajo con DCM (30 mL x 4). La fase organica se seco con
Na2S04 anhidro, se filtré y se elimind el solvente a presion reducida. Se obtuvo
20 como un aceite amarillo. (1297.2 mg, cuant). "H-RMN (400 MHz, CDCI3) &
3.01 — 2.51 (m, 2H), 2.51 — 2.38 (m, 2H), 1.45 (s, 9H). 3C-RMN (101 MHz,
CDCI3) 5 174.19, 172.30, 80.95, 30.61, 30.53, 28.07.

O

HO
NNHZ

@)

Acido 4-amino-4-oxobutanoico (21)

Se utilizaron condiciones descriptas en C. 20 (807.0 mg, 4.66 mmol) en DCM:
TFA (5.0 mL: 5.0 mL). obteniendo 21 como un sdlido blanco (545 mg, cuant). H-
RMN (400 MHz, MeOD) & 2.78 — 2.54 (m, 1H), 2.56 — 2.42 (m, 1H). 3C-RMN
(101 MHz, MeOD) 6 175.68, 173.54, 29.37, 28.60.
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-N N
~0 NN

@)

3-cyano-N-metoxi-N-metilpropanamida (25)

Bajo atmadsfera de nitrégeno se disolvié 21 (545.0 mg, 4.65 mmol) en 10 mL de
DCM seco. La reaccion se llevo a 0°C con bafio de hielo y se agregd DIPEA (1.2
mL, 7.0 mmol, 1.5 eq). Luego de 30 min se agrego cloroformiato de etilo (0.5 mL,
5.6 mmol, 1.2 eq). Transcurrida una hora se realizé una TLC para comprobar la
formacion del anhidrido correspondiente. Se agregé el Clorhidrato de N,O-
dimetilhydroxilamina (668.0 mg, 7.0 mmol, 1.5 eq) disuelto en 5 mL DCM seco y
0,5 mL de DIPEA. Se dejo la mezcla de reaccion en agitaciéon a temperatura
ambiente toda la noche. Se agregaron 40 mL de agua y se extrajo con DCM (30
mL x 4). La fase organica se secé con Na2S04 anhidro, se filtré y se eliminé el
solvente a presion reducida. Se obtuvo 25 como un aceite amarillo. (285.7 mg,
31% en 2 reacciones). '"H-RMN (400 MHz, CDCls) & 3.72 (s, 3H), 3.21 (s, 3H),
2.83(t, J=7.4 Hz, 2H), 2.67 (dd, J=8.3, 6.5 Hz, 2H). '3C-RMN (101 MHz, CDClz3)
0 169.89, 118.80, 60.94, 31.87, 27.77, 12.04.

H =~
TMN

O]
4-oxobutanitrilo (26)

Bajo atmédsfera de nitrégeno se disolvié 25 (285.0 mg, 1.78 mmol) en 8 mL de
THF seco. Se llevo a -78°C y se agregé DIBAL-H 1M en THF (2.7 mL, 2.7 mmol,
1.5 eq) gota a gota. Luego de dos horas se agregé 20 mL de solucion NaHSO4sy
se extrajo con DCM (40 mL x 4). La fase organica se sec6 con Na2SO4 anhidro,
se filtro y se elimino el solvente a presion reducida. Se obtuvo 26 como un liquido
incoloro. (590.0 mg, cuant). En el espectro de 'H-RMN se observé que el
compuesto estaba impuro, pero se identificd un pico en 10 ppm correspondiente

a aldehido. Se continué sin mayor purificacion.
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Capitulo 3: Parte experimental

4-((((3aR,4R,6R,6aR)-6-(6-amino-9H-purin-9-il)-2,2dimetiltetraidrofuran[3,4-
d][1,3]dioxol-4-il)metil)Jamino)butanonitrilo (27)

Se utilizaron las condiciones descriptas en A. 3 (545.0 mg, 1.78 mmol), 26 (179.0
mg, 1.78 mmol), AcOH (0.1 mL, 1.78 mmol) en THF (12 mL). A la media hora se
agreg6 el NaBH(OACc)s (566.0 mg. 2.67 mmol). Se extrajo con NaHCOs3 (40 mL)
y DCM (25 mL x 4). Se purificé por cromatografia en columna (DCM: MeOH 10%)
obteniendo 27 como un aceite amarillo (135.0 mg, 20%). 'H-RMN (400 MHz,
CDCls) & 8.32 (s, 1H), 7.89 (s, 1H), 5.98 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 5.82 (s, 2H-NH por
HSQC-RMN), 5.49 (dd, J = 6.5, 3.3 Hz, 1H), 5.06 (dd, J = 6.4, 3.3 Hz, 1H), 4.37
(dt, J=6.1, 3.8 Hz, 1H), 2.91 (qd, J=12.5, 5.1 Hz, 2H), 2.83 — 2.66 (m, 2H), 2.46
(t, J = 6.9 Hz, 2H), 1.80 (p, J = 6.8 Hz, 2H), 1.62 (s, 3H), 1.39 (s, 3H). *C-RMN
(101 MHz, CDCIs) & 155.63, 153.06, 149.41, 140.14, 120.52, 119.70, 114.68,
91.03, 85.34, 83.21, 82.17, 51.08, 47.89, 27.34, 25.63, 25.43, 14.91.

N o N/:N NH

N 2

AP a1
o _0 N>
>

4-((((3aR,4R,6R,6aR)-6-(6-amino-9H-purin-9-il)-2,2-dimetiltetrahidrofuran[3,4-
d][1,3]dioxol-4-il)metil)(etil)Jamino)butanonitrilo (28).

Se utilizaron condiciones descriptas en B. 27 (124.0 mg, 0.33 mmol), K2COs
(87.6 mg, 0.6 mmol), bromuro de etilo (0.05 mL, 0.6 mmol) en DMF seco (5 mL).
Se extrajo con H20 (10 mL) y AcOEt (20 mL x 3). Se purificd por cromatografia
en columna (DCM: MeOH 10%) obteniendo 28 como un aceite amarillo (90 mg,
67%). "H-RMN (400 MHz, CDCIz) 8 8.36 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 7.89 (d, J = 6.4 Hz,
1H), 6.05 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 5.80 (d, J = 14.9 Hz, 2H), 5.51 (dt, J = 6.5, 3.3 Hz,
1H), 5.03 (ddd, J = 19.6, 6.4, 3.5 Hz, 1H), 4.22 — 4.01 (m, 1H), 3.24 (dt, J = 14.0,
6.8 Hz, 1H), 3.12 (d, J=7.2 Hz, 1H), 2.36 (q, J = 7.0 Hz, 1H), 1.69 (dq, J = 22.3,
8.5, 7.6 Hz, 1H), 1.40 (d, J = 4.1 Hz, 3H), 1.31 = 1.15 (m, 3H), 1.00 (t, J = 7.1 Hz,
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Capitulo 3: Parte experimental

2H). *C-RMN (101 MHz, CDCIls) & 155.65, 153.26, 150.19, 149.32, 140.51,
120.61, 114.76, 91.06, 83.93, 83.49, 77.36, 35.39, 29.85, 27.30, 25.55, 14.81.

o N_N NH

//\/\N/\ﬁf \R\( 2
NZ~ / 77
HO 6H Ny N

4-((((2R,3S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-3,4-dihidroxitetrahidrofuran-2-
il)metil)(etil)amino)butanonitrilo (29)

Se utilizaron condiciones descriptas en C. 28 (90.0 mg, 0.23 mmol) en DCM:
H20: TFA (0.5 mL: 0.5 mL: 0.5 mL). Se purificé por cromatografia en columna
(DCM: MeOH 15%) obteniendo 29 como un aceite incoloro (32.6 mg, 45%). El
valor de pureza por HPLC del compuesto 35 es de 72% (220 nm) y de 98% (250
nm) con un tiempo de retencion de 4.813 s. "TH-RMN (400 MHz, MeOD) & 8.30
(d ancho,1H) 8.24 (s, 1H), 5.99 (d, J=5.0 Hz, 1H), 4.29 (d, J = 22.2 Hz, 2H), 4.15
(s, 2H), 3.84 (d, J=14.7 Hz, 1H), 3.58 (dd, J= 14.7, 8.2 Hz, 1H), 3.44 — 3.37 (m,
2H-por COSY), 2.35 (t, J=7.1 Hz, 2H), 1.84 (p, J=7.1 Hz, 2H), 1.33 - 1.21 (m,
3H). TH-RMN (400 MHz, MeOD, 50°C) & 8.25 (s, 2H), 5.99 (d, J = 4.8 Hz, 1H),
4.86 (t, J=5.1 Hz, 1H), 4.34 (t, J = 5.2 Hz, 1H), 4.30-4.23 (m, 1H), 4.15 (q, J =
7.1 Hz, 2H), 3.84 (dd, J = 14.8, 3.9 Hz, 1H), 3.58 (dd, J = 14.8, 8.1 Hz, 1H), 3.44
—3.37 (m, 2H-por COSY), 2.35 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 1.85 (p, J = 7.1 Hz, 2H), 1.27
(t, J=7.1Hz, 3H). 3C-RMN (101 MHz, MeOD) d 156.88, 155.89, 152.34, 149.16,
140.57, 119.35, 89.50, 89.17, 83.21, 82.87, 73.11, 71.80, 61.53, 49.46, 46.47,
23.99, 23.56, 13.49, 13.45. HRMS m/z calculada ((M+Br)) 440.1051, m/z,
observada en modo negativo: 440.1445. [ap]: 26.8812.
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Capitulo 3: Parte experimental

-
51—

~N
N%\WNHZ
N+ N
LE

0
>0
331
wee

N\
9)
£z
R

H,N

LA
we—

o | ) |

=0
12

=t

Fa

&0

o
1

50
1 {ppm)

T
85

70 6S

5

%0

T
s

T
e

|- -
wxa— -

wee—

0
s
.

RO -

LU

Wi —

irel—
B -~
e —

|

B e B S e T T T e T T e S S S T E T T

40 3 30 25 0

a5

105 W0 95 S B85 B8 75 0 6 60 S =0
f1 (ppmn)
109

132 025 120 1us 1o

140 135

160 1S5 150 145



Capitulo 3: Parte experimental

on
wi

ut—

W
Ul

Tt

Fhor

Lo

L5

25

as 30
1 (pom)

a8

5.5 59

50

0

75

%,
®'q=

s

L e

60~
W~

-a

110



Capitulo 3: Parte experimental

i
g
+3
| Tit—
; 4 FHH—
o> — R
In_ oa—
{ Yu
e, ]
5 <
mu.m- e —— T WV
we, —_— —— > %
T
2 | g
L m
oe— — —_— >ue
| a
= - Te——1 e w—
&
.
3
Yu.m
<
b
-3
-3
-2
—
£
-9
Yol -
H
+a
& et
2] —
W — oy mlh.n
wed 1 g
|

111

20

20



Capitulo 3: Parte experimental

o0

s
w
-
me

wu—

Lo
KRWE—

Seil—

oo —

s —

e
L
PR,

112




Capitulo 3: Parte experimental

"we—

o0

15

30

a5 40
1 (ppm)

50

55

W

e e

wos—
-

-

wresn—

M —

el
e
WS-

adl

113



Capitulo 3: Parte experimental

NH,
14

13
Y
NN

12—N
N
1

7 g 01
HO  ©OH

N
17)

1B

5

4
(e}

2
/03
3

T
(22 bt

121§

Fwor

ot
ban

3

1o

|

ccse—

(

W= P

17

(v o
TS
o

s

LTy T
ou--

win—

" —

wor
o1 —
(0

wer—

114



Capitulo 3: Parte experimental

iy

-

T wn

- W

= o0
=W

= w0

T
g

-
TN

wu—

BB
L2

e

v
.QV

“N—

owir—

um—

s —

e
o
SR

PR

-

11 (ppm)

115




Capitulo 3: Parte experimental

|

A

HSQC-RMN

55 54 853 52 51 50 A9 4B AT 4B 45 44 43 42 41 40
12 (ppen)

116

1 {gpm)




Capitulo 3: Parte experimental

L. <
s
L2 an— -
o wr— n —
-
o Fev
- B e -
= — 0 —  |-®
o _— - S S
) W o -
- & = palks we
) & ~
— 4 "1
~ ~ === a1 | &
1 B
_ WU~
W
“w
&
W TH—
L2
= ~ ~—— I3 |TE e
=~ ] m
— @y - — - >
ﬁ 5"
< i ‘.
|
- @ o 1
) L2
-
Fa wea—
- —— w2
L "
| Kni—
@ Ereet"
3 o —
WS-
&
@ L S
= - i —
e — — a0
TR~ ~ w0
- “
[




Capitulo 3: Parte experimental

N
I
z
.INV
z\ 4
>z
z
,,/O
o
d
ZT
/
(@)
\

-

wi—

wi—

|

[ M_JJLJLUL'_A_QJJ__/- 1

|

b 2]

Ewv

=t

Eet

>t
Faov

ot

ot

=

=mT

11 (pom)

45

wR—
wa-

Lol
[l
S

Q-
-

-

L A LLE.
L alitas

W —

S5
wn—
R
wi -

e —

80
11 (ppm)

118

120

40




Capitulo 3: Parte experimental

L2
s
-2
s s —
Wi — - A >ux wa—
| L9
. 5y -
“o1— — = Fax
) L9
ST _ el
0T -
oquuw —— - Fuz tEH—
e & mE— -
W b=
Ha: — — T
-
B
¥ £ rEv
3 of
L Q.M
=
ot 8-
% W
”
~ < Fol|e ‘e
-
L
»
o
tvw. —_ -— e |2
o B
a5,
s
5
s - e RO | 2
55 — —
12 4 . ket
o st 2
uu.o - SHeiE
i — —— »yI (e
Ly i IH_ Fu Soom—
(re/
9 g N -
- - — ez 0w
iy -2 i —
uy Wi
xuv — e — Foew
<
= 1 e
i — ) e s
v
st L U
’
o
&TSE—
we— — — i g s —
_ = TSt
\
Ta— — - _ =0

119

110

160




)

Capitulo 3: Parte experimental

HSQC-RMN

|
AN

e —
[ v g |
S

145

50

155

-60

65

}70

4:4 43 4.1 4140 39 38 37 34 35 3433323130 2.9'223 Z);I 2625 242322212019 18171615 14131211

120

f1 (pom)



Capitulo 3: Parte experimental

0

RN

"W

Ll b
11—

rr—

oy

Fae

Fut

Feoe
}en

Fet

Fowo

w0

11 {ppm)

45

50

-
o'

R!
>
e

ooy

»
el

1558~
[T

e

F8

'l(?zﬂl
121

100

T
110

T
120
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Capitulo 4: Sintesis de los compuestos de la Serie B

Antecedentes:

En Jain R et al.! los autores presentaron la estructura cristalografica de la
metiltransferasa NS5 del virus del Zika (Zika-Mtasa) unida a un analogo
estructural del SAM, denominado MS2042. Este analogo conserva la estructura
de la adenosina del SAM, asi como la cadena de cuatro carbonos con un grupo
acido y un grupo amino en el carbono a. A diferencia del SAM, que presenta en
su estructura un atomo de azufre cargado positivamente que soporta un grupo
metilo, el MS2042 intercambia este S-CHzs por un grupo 4-F-bencilamina (Figura
4.1).

NH,

HO oHN
F MS2042

Figura 4.1: Estructura del compuesto MS2042.

Los autores determinaron que cuando MS2042 se une a la Zika-Mtasa, en el sitio
de union al co-factor SAM, el grupo fenilo se extiende hacia el sitio de union del
sustrato. Al igual que la enzima NS5-Mtasa-Den2, esta metiltransferasa realiza
dos metilaciones en la caperuza (cap5”) del ARN viral: en la posiciéon N7 de la

guanosina y en la 2’0 de la primera adenosina.

A partir de estas observaciones, se deduce que un estudio sobre posibles
sustituciones del anillo bencénico podria otorgar a los compuestos un grado de
selectividad mayor hacia este tipo de metiltransferasas que frente a

metiltransferasas de origen humano.

1 Jain, R.; Butler, K. V.; Coloma, J.; Jin, J.; Aggarwal, A. K. Sci. Rep. 2017, 7 (1), 1632.
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4.1. Sintesis de los compuestos de la serie B

Teniendo en cuenta los cambios propuestos a partir de la estructura del SAM en
el capitulo 2, en conjunto a lo discutido anteriormente, propusimos una nueva
serie de analogos. En estos compuestos se sustituyo el residuo aminoacidico
por una cadena conteniendo un grupo etiléster y el tioéter por un grupo
bencilamina para-sustituido, obteniendo asi compuestos analogos tanto al SAM
como al MS2042. Se realizaron variaciones en el sustituyente del anillo bencilico
en la posicion para. Adicionalmente, se seleccionaron otros sustituyentes
distintos al grupo fenilo donde se emplearon heterociclos aromaticos de 5

miembros.

El conjunto de estos compuestos los englobamos en la denominada Serie B,
donde los compuestos comparten la misma estructura base presente en la Figura
4.2.

Figura 4.2: Estructura general de la serie B.

Para la sintesis de los compuestos de la serie B, decidimos utilizar la ruta

sintética 2, desarrollada en el capitulo anterior, con ciertas modificaciones.

Se partié de la sintesis del bloque 1 y del bloque 2 hasta la obtencién del
compuesto 7, de forma analoga al caso anterior. Posteriormente, se sustituyo la
reaccion de sustitucion con bromuro de etilo del compuesto 7, por una segunda
aminacién reductiva con el aldehido adecuado para la obtencion del compuesto
de interés. Las reacciones de hidrdlisis y formacion del éster etilico se realizaron

de forma analoga al caso anterior (Esquema 4.1).
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Capitulo 4: Sintesis de los compuestos de la Serie B

Los N-sustituyentes seleccionados para la sintesis de los compuestos de la serie
B pueden dividirse en dos grupos. Un primer grupo donde los sustituyentes son
derivados de benceno sustituidos en posicién para (compuestos a-g); y un
segundo grupo donde los sustituyentes son anillos heterociclicos de cinco

miembros (compuestos h-j). Ver Tabla 4.1

Los compuestos 32 a-g fueron seleccionados como derivados bencénicos con

sustituyentes en posicion para por analogia estructural a MS2042.

El compuesto MS2042 presenta como sustituyente un anillo benceno con un
atomo de fluor, por lo que se decidid estudiar la influencia de este tipo de
sustituyentes en la interaccién entre el ligando y la proteina. Se sintetizo el
compuesto 32a con un grupo fenilo como sustituyente, para evaluar la incidencia
del anillo aromatico sin sustituir. Posteriormente, se sintetizaron los compuestos
32b-d con los haldgenos F, Cl, Br con el fin de determinar la influencia de estos
sustituyentes en la interaccion proteina-ligando. Asi mismo, se prepararon los
compuestos 32e-g donde los sustituyentes en para fueron grupos mas
complejos: N(CHs)2, OCHs, CFas.

Por ultimo, se sintetizaron los compuestos 32h-j donde el sustituyente fue un

anillo heterociclico de cinco miembros furano, tiofeno y tiazol.

Se realizé la sintesis total de los compuestos propuestos siguiendo la ruta
sintética del esquema 4.1, con buenos rendimientos. Estos rendimientos se
informan, para facilitar la comparacién, en la tabla 4.1. Alli, se presentan los
compuestos 30a-j (siendo este el producto de la segunda aminacion reductiva)
y los compuestos finales 32a-j (cuyo rendimiento corresponde a 2 etapas de
reacciones, la primera la hidrélisis del éster y del aceténido y la segunda la

formacion del etiléster).
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.>\O\n/\/\ '\(JNﬁ/\rNH2 — .%OWI/\/\N'\(JN\/\NHQ __>'>\/O\"/\/\N'\(_7‘N\/\rNH2

R’ 00 NN R'HO OHN<N
7 30 a-j 32 a-
Rend. compuesto 32
R Rend. compuesto 30
(2 reacciones)
a 5 55% 29%
b 5 50% 43%
F
c 5 27% 64%
Br
d 5 65% 45%
Cl
e 5 21% 30%
/N\
f 5 37% 82%
_0O
g é 73% 76%
CF,
i g/ S 35% 49%
i /JS 34% 56%
N=

Tabla 4.1: Rendimientos de los compuestos sintetizados para los compuestos 30 a-j y 32 a-j.
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Para los compuestos que presentan un grupo fenilo, en el caso de la segunda
aminacion reductiva el compuesto 30g fue el que presenté el mayor rendimiento
siendo éste del 73%. Mientras que los rendimientos mas bajos fueron los de los

compuestos 30c y 30e con un rendimiento del 27% y 21% respectivamente.

El alto rendimiento en la formacion del compuesto 30g puede explicarse debido
a la alta deficiencia electonica propia del sustituyente -CF3, debido a que genera
un efecto inductivo en el anillo de benceno, retirando electrones del anillo
aromatico a través del enlace, lo que reduce la densidad electrénica del anillo
aromatico aumentando la electrofilia del carbono del aldehido, aumentando su
reactividad. Esto genera que la formacion de la imina a partir del ataque de la

amina de la adenosina 3 sea mas favorable.

Debido a la influencia de los sustituyentes discutida, se esperaba que el
rendimiento de la aminacion reductiva en el caso de los halégenos fuera
F>CI>Br>H, en concordancia con los valores de electronegatividad de estos
atomos. Sin embargo, los rendimientos obtenidos para esta reaccién se pueden
ordenar como: Cl (65%) >H (55%) >F (50%) >Br (27%). Si bien los resultados
obtenidos no corresponden a lo esperado segun la electronegatividad de los
sustituyentes hay otros factores a tener en cuenta. Por ejemplo, se deben
contemplar efectos practicos en la sintesis, la terminacién de la reaccién y la
purificacion por columna de estos compuestos en las diferencias de los

rendimientos obtenidos con los esperados.

Por ultimo, el compuesto 30e puede presentar un menor rendimiento respecto a
los demas analogos ya que puede verse afectada su solubilidad en el medio
debido a la formacion de una sal al reaccionar la dietilamina del compuesto con
el acido acético agregado en la reaccion de aminacion reductiva. Adicionalmente
al utilizar 1,5 eq de acido acético, la formacion de la sal mencionada consumiria
parte del acido acético necesario para la reaccion, disminuyendo asi el

rendimiento en la obtencion del compuesto 30e.

Con respecto a los compuestos heterociclicos de cinco miembros, el compuesto
30h present6 el mejor rendimiento en la segunda aminacion reductiva, siendo

este del 76%. Los compuestos 30i y 30j presentaron rendimientos similares.
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En el caso de la sintesis del compuesto 30h, es de esperarse que presente
mejores rendimientos en la aminacion reductiva respecto al tiofeno y al tiazol
(Figura 4.3). Los heteroatomos que se presentan en estos anillos tienen
electrones disponibles para generar resonancia en el anillo, lo que aumenta su
densidad electrénica (Ver esquema 4.2). Sumado a esto, estos heteroatomos
presentan cierta electronegatividad que aporta el efecto inductivo de quitar
electrones. El oxigeno presenta una mayor electronegatividad que el azufre y el
nitrégeno, lo que genera una mayor influencia del efecto inductivo en el anillo
sumado a que sus electrones no se encuentran disponibles con tanta facilidad
para la resonancia mostrada en el Esquema 4.2, con respecto a los otros
heteroatomos. Adicionalmente, debemos de considerar que el tiazol presenta un
grupo metilo, que es un dador de electrones por efecto inductivo en el anillo,
aunque puede que su influencia sea despreciable. De este razonamiento
podemos concluir que de estos 3 compuestos el furfural sera el que presenta un
aldehido mas electrdfilo lo que se traduce en un mejor rendimiento en la reaccién

de aminacioén reductiva.

_O _O _O
20 (/ ES 7 s
— _ N='

Furfural Tiofeno-2- 4-Metil-5-tiazol-
carboxaldehido carboxaldehido

Figura 4.3: Estructura de los aldehidos: Fufural, Tiofeno-2-carboxaldehido y 4-Metil-5-tiazol-

carboxaldehido

S
@) . o]
L X N 0 X R x® 1 X2y T x
’d
A <> P <> _@Hb@ek(\_j(—)m
S8, ] @)
Esquema 4.2: Deslocalizacion en el anillo heterociclico de 5 miembros.

Cabe aclarar que, al igual que lo discutido en el capitulo 3, el acido acético
utilizado en la reaccion de aminacion reductiva afecta la estabilidad del aceténido

provocando su hidrélisis, lo que podria provocar una disminucién en el
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rendimiento en dicha reaccion. La cantidad obtenida de los compuestos 30a-j
fueron aceptables como para continuar con la sintesis de los compuestos finales

por lo que, se decidid no optimizar esta reaccion.

Los rendimientos de los compuestos finales 32a-j, son muy variables. Si bien
este rendimiento corresponde a 2 etapas de reacciones, la hidroélisis del éster y
del acetonido y la formacion del etiléster, los compuestos finales fueron

sometidos a distinto numero de purificaciones por cromatografia por columna.
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4.2. Asignacion de los espectros de RMN realizados. Caracterizacion de

los compuestos sintetizados.

Una vez obtenidos los compuestos 32a-j fueron caracterizados por HRMS y
espectroscopia de RMN. A modo de ejemplo, a continuacion, se muestra la
asignacion de los espectros de RMN realizados al compuesto 32b. Este mismo
procedimiento se aplico a los demas compuestos. En la parte experimental se

encuentra la asignacion final de '"H-RMN y '3C-RMN para los compuestos 32a-j.

Comenzamos integrando e identificando las sefiales correspondientes a los
solventes, en este caso al MeOD y al H20. Numeramos la estructura del
compuesto 32b para facilitar la asignacion del espectro (Figura 4.4). En la figura
4.5 se identificaron la zona azul que corresponde a los protones de grupos
metilos (entre 0.5 ppmy 1.5 ppm) y la zona verde que corresponde a los protones
aromaticos (entre 7 ppm y 9 ppm). A partir de esto, se asignaron los portones 1
correspondiente a los protones del CHs y se identificaron los protones 12 y 15
los cuales se encuentran en la zona de aromaticos. Los protones 12 y 15,
integran 1H cada uno y se presentan como singuletes, en este caso se observo

la superposicion de estas dos sefales.

12

1 3456 Tgom,
~_© 5 N/\SQTNW)Q‘/NHZ
=
: \([)]/\/1\7 o) ;1016N |N14
18 HO OH T3¢

19
F 21 50

Figura 4.4: asignacion numérica del compuesto 32b.
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K0 MeQD

Figura 4.5: Espectro de 'H-RMN del compuesto 32b con las sefales correspondientes a los

solventes identificados, asi como las zonas relevantes del espectro para comenzar la asignacion.

A partir de la asignacion realizada, fue posible asignar los protones 2 a partir del

espectro de COSY-RMN, como se muestra en la figura 4.6. Debido a la cercania

entre los protones 1y 2, estos deberian presentar un acoplamiento escalar entre

ellos, por lo cual es posible observar esta correlacion en el espectro de COSY-

RMN. Por otro lado, en el espectro de 'H-RMN la sefial de los protones 1 se

presenté como un triplete que integraba 3H y las senales de los portones 2 como

un cuarteto que integraba 2H, lo que concuerda con la asignacion realizada.
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——

Figura 4.6: Ampliacion del espectro de COSY-RMN para la asignacion de los protones 2 a partir

de la sefial de los protones 1.

Se continud con la asignacion de los protones correspondientes a la ribosa. La
cual debe de presentar cuatro sefiales en el experimento de 'H-RMN que
integren 1H cada una. Ademas, en el espectro de HSQC-RMN estas sefiales
deben de corresponder a CH. El experimento de HSQC-RMN realizado se
diferencian las correlaciones de protones con carbonos CH y CHs (en rojo) de
las correlaciones de protones con CHz (en azul). A partir de estos 2 experimentos
se pudo determinar que las cuatro sefales correspondientes a la ribosa se
presentaron entre 4.2 ppm y 6.0 ppm. (Ver figura 4.7). De estas cuatro sefiales
fue posible asignar al porton 11 ya que este fue el Unico que presento senal de
correlaciéon en el espectro de HMBC-RMN con carbonos mayores a 100 ppm,
correspondientes a carbonos aromaticos (figura 4.8). Este tipo de experimentos
permiten el estudio de acoplamientos a través del enlace, en particular el
acoplamiento carbono-protén a 3 0 4 enlaces de distancia. Una vez localizada la
sefal del proton 11 y utilizando nuevamente el espectro de COSY-RMN fue

posible la asignacion de los protones 10, 9 y 8 correspondientes a la ribosa del
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compuesto 32b. Utilizando el mismo razonamiento fue posible la asignacion de
los protones del CH2 denominado como 7, a partir del acople escalar existente

entre los protones 8 y 7. (Ver figura 4.9)

H:0 2 Me0D

L4s

€5

L80
-as
o ! ) =90

\ | i

63 62 61 60 59 52 5.7 56 55 54 53 52 51 50 49 4r.3 A7 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31
2 (poen)

Figura 4.7: Ampliacion del espectro de HSQC-RMN correspondientes a los protones de la ribosa.
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Figura 4.8: Ampliacion del espectro de HMBC-RMN correspondientes a los protones de la ribosa.
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Figura 4.9: Ampliacion del espectro de COSY-RMN para la asignacion de los protones de la

ribosa.

Las asignaciones realizadas hasta el momento se observan en la figura 4.10,
donde ademas se muestra una zona marcada en rosado, entre 1.4 ppm y 2.6
ppm, donde se presentan tres sefiales de 'H-RMN. Cada una de estas tres
sefales integran 2H y en el espectro de HSQC-RMN se correlacionan con
carbonos CHz, adicionalmente, en el espectro de COSY-RMN se observa que
existe acoplamiento escalar entre ellas. Con estos datos se podria correlacionar
estas tres senales con los portones 4, 5 y 6. Observando la estructura del
compuesto 32b y en base al entorno quimico que experimenta cada uno de estos
protones la sefial que presenta mayor desplazamiento corresponderia al proton
6 ya que este proton esta sobre un carbono unido directamente a un
heteroatomo, mientras que el protdn 5 se encuentra unido a dos CH2 por lo que
presentaria el menor desplazamiento quimico. Por ultimo, el proton 4 se
encuentra unido a un CH2 y a un carbono de un grupo carbonilo, por lo que
deberia de presentar un desplazamiento intermedio entre el protén 5 y el protén

6. En la figura 4.11 se observa la conectividad de estos tres protones.
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Figura 4.10: Espectro de "H-RMN con los protones de la ribosa, la purina y el etilo asignadas.
En la zona rosada se observan las sefales de los portones 4, 5y 6.
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Figura 4.11: Espectro de COSY-RMN de los protones 4, 5y 6.
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Capitulo 4: Sintesis de los compuestos de la Serie B

Para finalizar la asignacion del espectro de 'H-RMN se asigné la sefial a 3,71
ppm, correspondiente a un CHz, como los protones 17. Estos corresponden al
CH2 unidos al nitrégeno que soportan al grupo 4-F-benceno. Se continué con la
asignacion de los carbonos unidos a protdn con el espectro de HSQC-RMN, esta
asignacion se observa en la figura 4.12. Cabe aclarar, que la asignacién de los
carbonos 15 y 12 se realizd en base a los desplazamientos presentados con

anterioridad en los espectros realizados a los precursores del compuesto 32b.

15,12 11 10

v

pom)

Figura 4.12: Espectro de HSQC-RMN con la asignacion correspondiente a los protones
asignados y el carbono correspondiente.

Una vez asignado el carbono 17 se recurri¢ al espectro de HMBC-RMN para la
asignacion de los portones 19 y 20 correspondientes al anillo aromatico. Se
observo que el protén a 7.33 ppm mostraba una correlacion con el carbono 17,
asignandose esta senal a los portones 19. (Figura 4.13) Con esto, quedd por
finalizada la asignacion de las senales de protdon por lo que se presenta en la
figura 4.14 la asignacién completa del compuesto 32b en el espectro de 'H-RMN.
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Figura 4.13: Ampliacién del espectro de HMBC-RMN para la asignacion de los
portones 19y 20.
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Figura 4.14: Asignacion completa del espectro "H-RMN para el compuesto 32b.
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Capitulo 4: Sintesis de los compuestos de la Serie B

A partir de la asignacion completa del espectro de "H-RMN fue posible finalizar
la asignacion de los carbonos que soportan protones a partir del espectro de

HSQC-RMN. Esta asignacion se muestra en la figura 4.15.

1 (pom)

20

2 (ppm)

4.15: Asignaciéon completa de espectro de HSQC-RMN para el compuesto 32b.

Por ultimo, se asignaron las sefales de los carbonos cuaternarios. Comenzando
con el carbono de mayor desplazamiento, el carbono cuaternario a 173.92 ppm
corresponde al carbono 3 por desplazamiento quimico del grupo carbonilo. En la
figura 4.16 se observa la correlacién de este carbono con los portones 4, 5y 12,
lo que confirma que se trata del carbono 3 y que efectivamente ocurrid la
formacion del etiléster.

Por otro lado, los carbonos cuaternarios 13, 14 y 16 corresponden a la purina del
compuesto 32b. En la figura 4.16 se observa que los carbonos cuaternarios que
presentan correlacion por HMBC-RMN con los protones de la purina 12 y 15
salen a 160.85 ppm, 149.11 ppm y 119.32 ppm. Es de esperar que el carbono 14
sea el de mayor desplazamiento quimico ya que este es el unico de los tres que

presenta un enlace simple y un enlace doble a atomos de nitrégeno. Por otra
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parte, el carbono a 149.11 ppm presenta una correlacion por HMBC-RMN con el
proton 11 lo que indicaria que este carbono corresponde al carbono cuaternario
16. Por ultimo, el carbono cuaternario 13 es el de menor desplazamiento quimico
ya que solamente posee enlaces a carbono y no a heteroatomos. Si bien no es
tan sencilla la asignacion de estos carbonos debido a la superposicion de las
sefales de los protones 12 y 15, la asignaciéon realizada concuerda con la

asignacion obtenida para el compuesto 30b y los demas analogos finales 32.

16,12

[T

f1 {poew)

a

N

WA oo o on s P AN

55 50 45 4.0 35 30 2.5 2.0
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Figura 4.16: Ampliacion del espectro de HMBC-RMN para la asignacion de los carbonos
cuaternarios.

Por ultimo, se realizé la asignacion de los carbonos cuaternarios del anillo
aromatico. Para esto, se recurrié al espectro de HMBC-RMN para los protones
aromaticos como se muestra en la figura 4.17, donde se observa la correlacién
del protdn 20 con el carbono 18 aunque este no se observd en el espectro de
3C-RMN. Asi mismo, se observa que todos los protones aromaticos 19 y 20

presentan una correlacion con el carbono 21. (Ver figura 4.17).
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Figura 4.17: Ampliacién del espectro de HMBC-RMN para los portones 19 y 20.

Cabe aclarar que los carbonos 19, 20 y 21 presentan un desdoblamiento de la
sefial en el espectro de '*C-RMN debido al acople existente entre estos carbonos
y el atomo de fluor. En la figura 4.18 se observa claramente las sefnales
desdobladas y como la Jc.r (constante de acoplamiento C-F) de cada una de
estas sefales aumenta a medida que el carbono se encuentra mas cercano al
atomo de fluor. De forma tal que la J calculadas para estos carbonos fueron de
244.5 Hz para el carbono 21, de 21.5 Hz para el carbono 20 y de 5.9 Hz para el
carbono 19. Si bien no se observa, es de esperar que el carbono 18 no presente
desdoblamiento de la sefial o que sea de pocos Hz, debido a que es el carbono
mas alejado del atomo de fluor perteneciente al anillo aromatico.

En la figura 4.19 se presenta el espectro de '*C-RMN con la asignacién

correspondiente para el compuesto 32b.
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Capitulo 4: Parte experimental

Todas las reacciones se llevaron a cabo utilizando solventes recientemente
destilados. Las reacciones en condiciones anhidras se realizaron bajo
atmosfera inerte de nitrégeno empleando solventes secos segun literatura.?

Todos los rendimientos informados se refieren a  productos
espectroscopicamente puros (determinado mediante "H-RMN y 3C-RMN). Para
los compuestos que presentan impurezas conocidas, el rendimiento de la

reaccion se calculd en base al espectro de "H-RMN.

Los espectros de RMN se obtuvieron en un equipo Bruker Advance NEO-400.
Los desplazamientos quimicos reportados son referenciados al TMS utilizado
como referencia interna. El 2,2,2-Trifluoroetano (-77.16 ppm) fue utilizado como
referencia interna, en un capilar dentro del tubo de RMN, para los espectros de
F-RMN.3

Las purificaciones por cromatografia en columna fueron realizadas con Silica gel
60M 0.04-0.063 mm.

Los seguimientos de reaccién y de separaciones cromatograficas se realizaron
por cromatografia en capa fina (TLC) en placas de Silica gel 60 F2s4 sobre

plastico.

La pureza de los productos finales se determiné utilizando un equipo HPLC
analitico Shimadzu LC-2050C equipado con una columna Phenomenex Luna
C18 (150 x 4.6 mm, 5 ym). Como fase mévil se empleé H20-0.1% de Acido
Foérmico y CH3CN. Las muestras se disolvieron en MeOH calidad HPLC. Las
corridas se efectuaron en 16min con el siguiente programa de gradiente de: O-
10 min (CH3CN 5% a 95%) de 10-13 min (CH3CN 95%) y de 13-16 min (CH3CN

de 95% a 5%). Se reportaron los valores de pureza a 220 nmy 250 nm.

Los espectros de masas de alta resolucion de estos compuestos se
determinaron en el Instituto Pasteur de Montevideo en un espectrometro de
masas Q Exactive Plus (Thermo Scientific, USA) por inyeccion directa (10
uL/min) usando 100% Metanol calidad HPLC como solvente y una fuente lon

Max API con una sonda HESI-II. Los espectros de masa fueron obtenidos en

2 Perrin, D. D.; Armarego, W. L. F.; Perrin, D. D.; Armarego, W. L. F. Purification of Laboratory Chemicals,
3. ed., reprinted.; Pergamon Press: Oxford, 1993.

3 PlauntA.J.; Clear k.J.; Smith B.D. Chem. Commun. 2014, 72, 10499 —10501.
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modo positivo con voltaje de spray de ion a 4.0 kV y una temperatura capilar de
250°C.

Por ultimo, se determin6 la desviacion de luz polarizada en los compuestos
finales utilizando un polarimetro Jasco P-2000 con lampara de sodio a 589 nm.
Se tomaron 3 medidas de 5 ciclos cada una y se report6 el promedio de estas.

La temperatura varié de los 23.5°C a los 24.5°C a lo largo de las mediciones.

Calculo de los rendimientos a partir de los espectros de 'H-RMN

La impureza identificada corresponde a la reduccién del aldehido utilizado en la
aminacion reductiva. Se selecciond la integral del metileno para realizar los
calculos. A modo de ejemplo, a continuacion, se desarrollan los calculos
realizados para el compuesto 30a. El calculo se realizé de forma analoga para

los demas compuestos.

Para la obtencion del compuesto 30a se partié de benzaldehido y se obtuvo el

compuesto 30a y el alcohol bencilico como producto secundario (Figura 4.20)

@AOH

Figura 4.20: Estructura del alcohol bencilico

En 4.71 ppm se observa un singulete correspondiente a los 2 protones del
metileno del alcohol bencilico, cuya integral es de 0.91 respecto al compuesto
30a (ver espectro 'H-RMN)

1. Se calcul6 el porcentaje que representa cada proton del metileno del
100x 0.91

=45.5%

alcohol bencilico obtenido respecto al compuesto 30a:

2. Se calculé un nuevo peso molecular con el alcohol en el porcentaje

calculado en 1.:

538.65 g/mol (PM del compuesto 30a) + 108.14 g/mol x 0.455 (PM del alcohol
bencilico) =587.85 g/mol

3. Se calculé la cantidad de moles a partir de este nuevo peso molecular:
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149.5 mg (masa obtenido)

587.85 g/mol = 0.25 mmol

4. Se calcul6 el rendimiento a partir de este valor y el valor de la masa del
compuesto 30a: 0.25 mmol x 538.65 g/mol= 136.99 mg
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"H-RMN del compuesto 30a y el alcohol bencilico
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Metodologias generales

A. Metodologia general de aminacién reductiva:

A una suspensién de la amina 3 en THF o DCM se agrego 1 eq del aldehido de
interés y AcOH (1 eq). Transcurrida una hora (o 30 min), se agregé NaBH(OAc)s
(1.5 eq). Luego de 19 hs se agregd una solucion saturada de NaHCOs3 y se
extrajo con DCM. Se juntaron las fases organicas, se secd con Na2S0O4 anhidro,

se filtr6 y elimino el solvente a presion reducida.

C. Metodologia general de hidrdlisis del éster y/o del aceténido:

El compuesto de interés se disolvié en DCM, se agregé H20 y TFA. Se dejo la
reaccion con agitacion toda una noche y la reaccion se lleva a sequedad a
presion reducida con posteriores lavados con CHCI3 y AcOEt para eliminar el
TFA.

D. Metodologia general de esterificacion a partir de la formacion del cloruro

de acido in-situ:

A una solucién del compuesto de interés en EtOH absoluto, se agregoé 5 eq de
SOCI2 gota a gota a 0°C en bafo de hielo. Se dejo con agitacion de un dia para

el otro, se elimind el solvente a presién reducida y el residuo se lavo con CHCls.
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\{/OWNAQNWNHz

4-((((3aR,4R,6R,6aR)-6-(6-amino-9H-purin-9-il)-2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,4-
d][1,3]dioxol-4-il)metil)(bencil)amino)butanoato de terbutilo (30a)

Se utilizaron las condiciones descriptas en A. 7 (200.0 mg, 0.45 mmol),
benzaldehido (0.14 mL, 1.33 mmol), AcOH (0.04 mL, 0.66 mmol) en THF (5 mL).
Se agregd NaBH(OAc)s3 (162.0 mg. 0.77 mmol). Se lavé con NaHCOs3 (30 mL) y
se extrajo con DCM (25 mL x 4). Se purific6 por cromatografia en columna
(DCM:MeOH 10%) obteniendo 36a como un aceite incoloro (137.0 mg, 55%,
calculado a partir del espectro de "H-RMN). 'TH-RMN (400 MHz, CDCI3) 5 8.24
(s, 1H), 7.82 (s, 1H), 7.27 — 7.23 (m, 5H), 6.02 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 5.67 (s, 2H-
NH por HSQC-RMN), 5.36 (dd, J = 6.4, 2.2 Hz, 1H), 4.88 (dd, J = 6.4, 3.2 Hz,
1H), 4.36 (td, J = 6.8, 3.1 Hz, 1H), 3.66 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 3.49 (d, J = 13.6 Hz,
1H), 2.74 (dd, J = 13.5, 7.1 Hz, 1H), 2.62 (dd, J = 13.5, 6.6 Hz, 1H), 2.55 — 2.42
(m, 2H), 2.29 - 2.11 (m, 2H), 1.74 (p, J = 7.2 Hz, 2H), 1.59 (s, 3H), 1.41 (s, 9H),
1.37 (s, 3H). ¥C-RMN (101 MHz, CDClz) & 172.97, 155.40, 153.08, 149.28,
139.86, 139.05, 128.93, 128.58, 128.14, 120.28, 114.19, 90.96, 85.55, 83.78,
83.41, 80.12, 58.97, 55.58, 53.53, 33.12, 28.11, 27.14, 25.39, 22.40.

4-((((2R,3S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-3,4-dihidroxitetrahidrofuran-2-

il)metil)(bencil)Jamino)butanoato de etilo (32a)

Se utilizaron las condiciones descriptas en C. 30a (137.0 mg, 0.27 mmol) en
DCM: TFA (2.0 mL: 2.0 mL). Se lleva a sequedad la reaccién y se obtuvo 31a
como un solido blanco. Posteriormente, se utilizaron las condiciones descriptas
en D. SOCI2 (0.12 mL) en 3 mL de EtOH absoluto. Se purificé dos veces
consecutivas por cromatografia en columna (DCM: MeOH 50%) obteniendo 32a
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como un aceite incoloro (37.4 mg, 29%). El valor de pureza por HPLC del
compuesto 32a es de 78% (220 nm) y de 96% (250 nm) con un tiempo de
retencién de 4.611 s. TH-RMN (400 MHz, MeOD) & 8.18 (s, 1H), 8.15 (s, 1H),
7.37-7.29 (m, 2H), 7.30 - 7.18 (m, 3H), 5.98 (d, J=4.5Hz, 1H), 4.71 (t, J=4.7
Hz, 1H), 4.34 — 4.19 (m, 2H), 4.05 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.79 — 3.65 (m, 2H), 2.96
(dd, J = 13.9, 3.8 Hz, 1H), 2.86 (dd, J = 13.9, 6.8 Hz, 1H), 2.59 (id, J=7.0, 1.8
Hz, 2H), 2.31 (t, J=7.3 Hz, 2H), 1.80 (p, J = 7.2 Hz, 2H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 3H).
13C-RMN (101 MHz, MeOD) & 173.98, 155.92, 152.45, 149.14, 140.14, 138.54,
128.91, 127.83, 126.79, 119.30(por HMBC-RMN), 89.29, 82.57, 73.16, 72.20,
60.03, 58.80, 55.54, 52.97, 31.15, 21.83, 13.10. HRMS m/z calculada ((M+H)*)
471.2351, observada 471.2339. [ap]: -9.7606.

/=N
o © N\)\(NH
N 2
00 NN
F
4-((((3aR,4R,6R,6aR)-6-(6-amino-9H-purin-9-il)-2,2-dimetil tetrahidrofuran([3,4-
d][1,3]dioxol-4-il)metil)(4-fluorobencil) amino) butanoato de terbutilo (30b)

Se utilizaron las condiciones descriptas en A. 7 (200.0 mg, 0.45 mmol), 4-
fluorobenzaldehido (0.14 mL, 1.33 mmol), AcOH (0.04 mL, 0.66 mmol) en THF
(5 mL). Se agregé NaBH(OACc)3 (162.0 mg. 0.77 mmol). Se lavé con NaHCO3 (30
mL) y se extrajo DCM (25 mL x 4). Se purificd por cromatografia en columna
(DCM: MeOH 10%) obteniendo 30b como un aceite incoloro (128.2 mg, 50%
calculado a partir del espectro de "H-RMN). 'TH-RMN (400 MHz, CDCI3) 5 8.24
(s, 1H), 7.83 (s, 1H), 7.26 — 7.14 (m, 2H), 6.98 — 6.81 (m, 2H), , 6.02 (d, J = 2.1
Hz, 1H), 5.68 (s ancho, 2H-NH2 por HSQC-RMN), 5.40 (dd, J = 6.5, 2.1 Hz, 1H),
4.90 (dd, J=6.4, 3.3 Hz, 1H), 4.34 (td, J = 6.8, 3.3 Hz, 1H), 3.58 (d, J = 13.6 Hz,
1H), 3.47 (d, J = 13.6 Hz, 1H), 2.75 — 2.67 (m, 1H), 2.63 (dd, J = 13.5, 6.9 Hz,
1H), 2.52 — 2.38 (m, 2H), 2.26 — 2.08 (m, 2H), 1.71 (p, J = 7.3 Hz, 2H), 1.60 (s,
3H), 1.41 (s, 9H), 1.38 (s, 3H). '*C-RMN (101 MHz, CDCI3) & 171.75, 161.93,
159.50, 154.28, 151.88, 148.02, 138.83, 133.63 (d, J=3.1 Hz), 129.11 (d, J=7.9
Hz), 119.11, 113.80, 113.33 (d, J = 21.1 Hz) 89.76, 84.53, 82.48 (d, J = 33.8 Hz),
79.00, 57.01, 54.52, 52.20, 31.89, 26.94, 25.98, 24.23, 21.20.
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4-((((2R,3S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-3,4-dihidroxitetrahidrofuran-2-

il)metil)(4-fluorobencil)amino)butanoato de etilo (32b)

Se utilizaron las condiciones descriptas en C. 30b (128.0 mg, 0.22 mmol) en
DCM: TFA (2.0 mL: 2.0 mL). Se lleva a sequedad la reaccién y se obtuvo 31b
como un solido blanco. Posteriormente, se utilizaron las condiciones descriptas
en D. SOCI2 (0.10 mL) en 3 mL de EtOH absoluto. Se purificé dos veces
consecutivas por cromatografia en columna (DCM: MeOH 50%) obteniendo 32b
como un aceite incoloro (47.2 mg, 43%). El valor de pureza por HPLC del
compuesto 32b es de 87% (220 nm) y de 96% (250 nm) con un tiempo de
retencion de 4.748 s. 'TH-RMN (400 MHz, MeOD) & 8.18 (s, 2H), 7.42 — 7.23 (m,
2H), 7.05 - 6.87 (m, 2H), 5.99 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.74 (t, J = 4.9 Hz, 1H), 4.29
(t, J=5.3 Hz, 1H), 4.29 — 4.20 (m, 1H), 4.05 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.77 — 3.66 (m,
2H), 3.03 - 2.82 (m, 2H), 2.67 — 2.53 (m, 2H), 2.31 (t, J= 7.2 Hz, 2H), 1.80 (p, J
= 7.1 Hz, 2H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 13C-RMN (101 MHz, MeOD) & 173.92,
163.56 (d, J = 244.5 Hz), 155.94, 152.44, 149.11, 140.20, 134.59 (por HMBC-
RMN), 130.65 (d, J=5.9 Hz), 119.32, 114.42 (d, J=21.5 Hz), 89.36, 82.46, 73.13,
72.21,60.05, 57.89, 55.43, 52.88, 31.07, 21.74, 13.00. "°F-RMN (376 MHz, MeOD)
0 -117.24. HRMS m/z calculada ((M+H)*) 489.2257, observada 489.2257. [ap]: -
6.835.
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o © N\X\(NH
N 2
Br
4-((((3aR,4R,6R,6aR)-6-(6-amino-9H-purin-9-il)-2,2-

dimetiltetrahidrofuran[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)metil)(4-

bromobencil)Jamino)butanoato de terbutilo (30c)

Se utilizaron las condiciones descriptas en A. 7 (209.0 mg, 0.47 mmol), 4-
bromobenzaldehido (258.0 mg, 1.39 mmol), AcOH (0.04 mL, 0.70 mmol) en
THF (5 mL). Se agregé NaBH(OAc)s (168.0 mg. 0.79 mmol). Se lavo con
NaHCO3 (30 mL) y se extrajo con DCM (25 mL x 4). Se purificé por cromatografia
en columna (DCM: MeOH 10%) obteniendo 30c como un aceite incoloro (77.8
mg, 27%, calculado a partir del espectro de '"H-RMN)."H-RMN (400 MHz, CDCls)
08.24 (s, 1H), 7.84 (s, 1H), 7.40 — 7.31 (m, 2H), 7.13 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.02 (d,
J=2.1Hz, 1H), 5.71 (s, 2H-NHz2 por HSQC-RMN), 5.40 (dd, J = 6.4, 2.1 Hz, 1H),
4.92 (dd, J=6.5,3.4 Hz, 1H), 4.42 - 4.29 (m, 1H), 3.60 (d, J=13.9 Hz, 1H), 3.48
(d, J =13.3 Hz, 1H), 2.84 — 2.60 (m, 2H), 2.55 — 2.38 (m, 2H), 2.28 — 2.09 (m,
2H), 1.73 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 1.60 (s, 3H), 1.41 (s, 9H), 1.38 (s, 3H). 3C-RMN
(101 MHz, CDCI3) & 172.79, 155.43, 153.01, 149.15, 140.03, 131.23, 130.56,
120.82,120.31, 114.33, 90.87, 85.50, 83.81, 83.46, 80.23, 58.29, 55.62, 53.37,
32.94, 28.09, 27.15, 25.40, 22.19.

4-((((2R,3S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-3,4-dihidroxitetrahidrofuran-2-

il)metil)(4-bromobencil)amino)butanoato de etilo (32c)

Se utilizaron las condiciones descriptas en C. 30c (77.8 mg, 0.13 mmol) en DCM:
H20: TFA (2.0 mL: 2.0 mL: 2.0 mL). Se lleva a sequedad la reaccién y se obtuvo
31c como un sdlido blanco. Posteriormente, se utilizaron las condiciones
descriptas en D. SOCI2 (0.06 mL) en 5 mL de EtOH absoluto. Se purificé por
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cromatografia en columna (DCM: MeOH 15%) obteniendo 32c como un aceite
incoloro (45.7 mg, 64%). El valor de pureza por HPLC del compuesto 32c es de
82% (220 nm) y de 95% (250 nm) con un tiempo de retencién de 5.134 s. 'H-
RMN (400 MHz, MeOD) & 8.19 (s, 1H), 8.18 (s, 1H), 7.49 — 7.32 (m, 2H), 7.29 —
7.16 (m, 2H), 5.98 (d, J=4.5 Hz, 1H), 4.74 (t, J=4.9 Hz, 1H), 4.29 (t, /= 5.3 Hz,
1H), 4.23 (dt, J = 7.3, 4.7 Hz, 1H), 4.04 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.74 — 3.61 (m, 2H),
2.95 (dd, J = 14.0, 4.1 Hz, 1H), 2.86 (dd, J = 14.0, 7.3 Hz, 1H), 2.57 (dt, J = 8.4,
4.1 Hz, 2H), 2.30 (t, J=7.2 Hz, 2H), 1.79 (p, J = 7.1 Hz, 2H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz,
3H). 3C NMR (101 MHz, MeOD) & 173.94, 155.93, 152.44, 149.13, 140.24,
138.2(Asignado por HMBC-RMN), 130.87, 130.68, 120.37, 119.32, 89.37, 82.57,
73.06, 72.14, 60.04, 58.11, 55.55, 52.97, 31.03, 21.85, 13.10. HRMS m/z
calculada ((M+H)*) 549.1456, observada 549.1461. [ap]: -12.6990.

/=N
o O N NH
N 2
O><’o NN
Cl
4-((((3aR,4R,6R,6aR)-6-(6-amino-9H-purin-9-il)-2,2-
dimetiltetrahidrofuran[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)metil)(4-

clorobencil)amino)butanoato de terbutilo (30d)

Se utilizaron las condiciones descriptas en A. 7 (200.0 mg, 0.45 mmol), 4-
clorobenzaldehido (189.0 mg, 1.33 mmol), AcOH (0.04 mL, 0.66 mmol) en THF
(5 mL). Se agregd NaBH(OACc)3 (162.0 mg. 0.77 mmol). Se lavé con NaHCOs3 (30
mL) y se extrajo con DCM (25 mL x 4). Se purificd por cromatografia en columna
(DCM: MeOH 10%) obteniendo 30d como un aceite incoloro (170.8 mg, 65%
calculado a partir del espectro de "H-RMN). 'TH-RMN (400 MHz, CDCI3) & 8.24
(s, 1H), 7.84 (s, 1H), 7.21 — 7.11 (m, 4H), 6.02 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 5.67 (s, 2H-
NH por HSQC-RMN), 5.41 (dd, J = 6.4, 2.1 Hz, 1H), 4.91 (dd, J = 6.4, 3.3 Hz,
1H), 4.34 (td, J = 6.7, 3.3 Hz, 1H), 3.58 (d, J = 13.8 Hz, 1H), 3.47 (d, J = 13.8 Hz,
1H), 2.74 (dd, J = 13.6, 6.6 Hz, 1H), 2.64 (dd, J = 13.5, 6.9 Hz, 1H), 2.53 — 2.39
(m, 2H), 2.28 — 2.11 (m, 2H), 1.71 (p, d = 7.0 Hz, 2H), 1.60 (s, 3H), 1.41 (s, 9H),
1.38 (s, 3H). 3C-RMN (101 MHz, CDClz) & 172.88, 155.44, 153.04, 149.18,
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140.03, 137.73, 132.59, 130.07, 128.22, 120.32, 114.25, 90.90, 85.71, 83.82,
83.48, 80.17, 58.28, 55.76, 53.42, 33.01, 28.09, 27.14, 25.39, 22.37.

Etil 4-((((2R,3S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-3,4-

dihidroxitetrahidrofuran-2-il)metil)(4-clorobencil)amino)butanoato (32d)

Se utilizaron las condiciones descriptas en C. 30d (170.8 mg, 0.29 mmol) en
DCM: H20: TFA (2.0 mL: 2.0 mL: 2.0 mL). Se lleva a sequedad la reaccion y se
obtuvo 31d como un sélido blanco. Posteriormente, se utilizaron las condiciones
descriptas en D. SOCI2 (0.13 mL) en 3 mL de EtOH absoluto. Se purificod dos
veces consecutivas por cromatografia en columna (DCM: MeOH 50%)
obteniendo 32d como un aceite incoloro (66.0 mg, 45%). El valor de pureza por
HPLC del compuesto 32d es de 88% (220 nm) y de 95% (250 nm) con un tiempo
de retencion de 5.070 s. 'TH-RMN (400 MHz, MeOD) & 8.19 (s, 1H), 8.18 (s, 1H),
7.30 (d, J=8.5 Hz, 2H), 7.27 — 7.20 (m, 2H), 5.98 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 4.74 (t, J
=49 Hz, 1H), 4.29 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 4.25 - 4.18 (m, 1H), 4.04 (q, J = 7.1 Hz,
2H), 3.73 — 3.61 (m, 2H), 2.94 (dd, J = 14.1, 4.1 Hz, 1H), 2.85 (dd, J=14.0, 7.3
Hz, 1H), 2.56 (td, J = 6.9, 2.3 Hz, 2H), 2.30 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.78 (p, J = 7.1
Hz, 2H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 13C-RMN (101 MHz, MeOD) & 173.96, 155.92,
152.43, 149.14, 140.22, 137.80, 132.34, 130.29, 127.83, 119.31, 89.34, 82.64,
73.07, 72.15, 60.03, 58.07, 55.56, 52.97, 31.06, 21.91, 13.09. HRMS m/z
calculada ((M+H)*) 505,1961, observada 505.1946. [ap]: -12.1038.
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4-((((3aR,4R,6R,6aR)-6-(6-amino-9H-purin-9-il)-2,2-dimetil-
tetrahidrofuran[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)metil)(4(dimetilamino)bencil)amino)

butanoato de terbutilo (30e)

Se utilizaron las condiciones descriptas en A. 7 (400.0 mg, 0.89 mmol), 4-
dimetilaminobenzaldehido (399.0 mg, 2.8 mmol), AcOH (0.07 mL, 1.3 mmol)
en THF (10 mL). Se agregé NaBH(OAc)s (320.0 mg. 1.5 mmol). Se lavé con
NaHCOs (60 mL) y se extrajo con DCM (50 mL x 4). Se purificd por cromatografia
en columna (DCM: MeOH 5%) obteniendo 30e como un aceite incoloro (113 mg,
21%)."TH-RMN (400 MHz, CDCl3) 5 8.30 (s, 1H), 7.86 (s, 1H), 7.10 (d, J = 8.6 Hz,
2H), 6.63 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 6.03 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 5.66 (s ancho, 2H-NH por
HSQC-RMN), 5.33 (dd, J =6.4, 2.3 Hz, 1H), 4.84 (s, 1H), 4.36 (s, 1H), 3.60 (d, J
=13.3 Hz, 1H), 3.40 (d, J = 13.3 Hz, 1H), 2.92 (s, 6H), 2.77 — 2.53 (m, 2H), 2.47
(s, 2H), 2.31 —= 2.09 (m, 2H), 1.78 — 1.66 (m, 2H), 1.60 (s, 3H), 1.42 (s, 9H), 1.37
(s, 3H). '3C-RMN (101 MHz, CDCI3) & 173.04, 155.40, 153.14, 149.85, 149.38,
139.81, 129.99, 126.61, 120.32, 114.13, 112.42, 91.08, 85.47, 83.79, 83.43,
80.08 (por HMBC-RMN) 58.19, 55.26, 53.33, 40.73, 33.18, 28.12, 27.14, 25.39,
22.41.

4-((((2R,3S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-3,4-dihidroxi- tetrahidrofuran-

2-il)metil)(4-(dimetilamino)bencil)amino)butanoato de etilo (32¢)

Se utilizaron las condiciones descriptas en C. 30e (113.0 mg, 0.19 mmol) en
DCM: H20: TFA (2.0 mL: 1.0 mL: 1.0 mL). Se lleva a sequedad la reaccion y se

obtuvo 31e como un sdlido blanco. Posteriormente, se utilizaron las condiciones
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descriptas en D. SOCI2 (0.1 mL) en 5 mL de EtOH absoluto. Se purificé por
cromatografia en columna (DCM: MeOH 50%) obteniendo 32e como un aceite
incoloro (29.3 mg, 30%). El valor de pureza por HPLC del compuesto 32e es de
73% (220 nm) y de 91% (250 nm) con un tiempo de retenciéon de 4.853 s. 'H-
RMN (400 MHz, MeOD) & 8.20 (s,1H), 8,18 (s,1H), 7.16 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.75
—6.58 (m, 2H), 6.01 (d, J=4.5Hz, 1H), 4.72 (t, J = 4.8 Hz, 1H), 4.43 — 4.24 (m,
2H), 4.07 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.92 — 3.70 (m, 2H), 3.21 — 3.00 (m, 2H), 2.93 (s,
6H), 2.83 — 2.57 (m, 2H), 2.33 (t, J=7.1 Hz, 2H), 1.91 - 1.81 (m, 2H), 1.21 (, J =
7.2 Hz, 3H). 3C-RMN (101 MHz, MeOD) & 173.79, 155.95, 152.47, 150.40,
149.09, 140.27, 130.21, 129.15, 119.37, 112.44, 89.52, 81.93, 73.17, 72.28,
60.12, 58.11, 54.99, 52.66, 39.62, 31.08, 21.27, 13.10. HRMS m/z calculada
((M+H)*) 514.2773, observada 514.2777. [ap]: -11.5974.

_0
4-((((3aR,4R,6R,6aR)-6-(6-amino-9H-purin-9-il)-2,2-dimetil -
tetrahidrofuran[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)metil)(4-metoxibencil)amino)
butanoato de terbutilo (30f)

Se utilizaron las condiciones descriptas en A. 7 (213 mg, 0.47 mmol), 4-
metoxybenzaldehido (0.17 mL, 1.42 mmol), AcOH (0.04 mL, 0.71 mmol), en
THF (5 mL). Se agregé NaBH(OAc)3 (171 mg. 0.80 mmol). Se lavé con NaHCO3
(60 mL) y se extrajo con DCM (50 mL x 4). Se purificd por cromatografia en
columna (DCM: MeOH 10%) obteniendo 30f como un aceite incoloro (100.0 mg,
37%)."H-RMN (400 MHz, CDCl3) & 8.27 (s, 1H), 7.84 (s, 1H), 7.16 (d, J = 8.5 Hz,
2H), 6.84 — 6.74 (m, 2H), 6.02 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 5.72 (s, 2H-NH por HSQC-
RMN), 5.37 (dd, J = 6.5, 2.2 Hz, 1H), 4.87 (dd, J = 6.5, 3.1 Hz, 1H), 4.39 — 4.31
(m, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.60 (d, J =13.4 Hz, 1H), 3.44 (d, J = 13.4 Hz, 1H), 2.81 —
2.66 (m, 1H), 2.61 (dd, J=13.1, 6.3 Hz, 1H), 2.54 — 2.36 (m, 2H), 2.29 — 2.11 (m,
2H), 1.73 (p, J = 7.3 Hz, 2H), 1.60 (s, 3H), 1.42 (s, 9H), 1.38 (s, 3H). 3C-RMN
(101 MHz, CDCls) & 172.97, 158.64, 155.46, 153.09, 149.28, 139.88, 130.94,
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130.10, 120.30, 114.18, 113.51, 90.99, 85.54, 83.79, 83.44, 80.11, 58.22, 55.45,
55.24, 53.34, 33.12, 28.11, 27.14, 25.39, 22.36.

4-((((2R,3S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-3,4-dihidroxitetrahidrofuran-2-

il)metil)(4-metoxibencil)amino)butanoato de etilo (32f)

Se utilizaron las condiciones descriptas en C. 30f (100.0 mg, 0,18 mmol) en
DCM: H20: TFA (2.0 mL: 2.0 mL: 2.0 mL). Se lleva a sequedad la reaccion y se
obtuvo 31f como un solido blanco. Posteriormente, se utilizaron las condiciones
descriptas en D. SOCI2 (0.05 mL) en 5 mL de EtOH absoluto. Se purificd por
cromatografia en columna (DCM: MeOH 15%) obteniendo 32f como un aceite
incoloro (70.5 mg, 82%). El valor de pureza por HPLC del compuesto 32f es de
83% (220 nm) y de 95% (250 nm) con un tiempo de retencién de 4.738 s. 'H-
RMN (400 MHz, MeOD) & 8.19 (s, 1H), 8.17 (s, 1H), 7.34 — 7.12 (m, 2H), 6.96 —
6.71 (m, 2H), 5.98 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 4.71 (t, J = 4.9 Hz, 1H), 4.31 — 4.16 (m,
2H), 4.05 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.78 (s, 3H), 3.63 (q, J = 13.3 Hz, 2H), 2.92 (dd, J
=14.0, 4.2 Hz, 1H), 2.82 (dd, J = 14.0, 7.1 Hz, 1H), 2.61 — 2.48 (m, 2H), 2.30 (t,
J=7.2Hz, 2H), 1.79 (p, J = 7.2 Hz, 2H), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 13C-RMN (101
MHz, MeOD) & 174.02, 158.90, 155.92, 152.44, 149.16, 140.16, 130.05, 119.30,
113.14, 89.26, 82.67, 73.16, 72.22, 60.02, 58.11, 55.39, 54.24, 52.85, 31.19,
21.88, 13.10. HRMS m/z calculada ((M+H)*) 501.2457, observada 501.2456.
[ap]: -13.7075.
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F5C

4-((((3aR,4R,6R,6aR)-6-(6-amino-9H-purin-9-il)-2,2-
dimetiltetrahidrofuran[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)metil)(4-

(trifluorometil)bencil)amino)butanoato de terbutilo (30g)

Se utilizaron las condiciones descriptas en A. 7 (250.0 mg, 0.56 mmol), 4-
(trifluorometil)benzaldehido (0.23 mL, 1.68 mmol), AcOH (0.05 mL, 0.84
mmol), en THF (5 mL). Se agregé NaBH(OAc)3 (202.0 mg. 0.95 mmol). Se lavd
con NaHCOs (60 mL) y se extrajo con DCM (50 mL x 4). Se purificé por
cromatografia en columna (DCM: MeOH 10%) obteniendo 30g como un aceite
incoloro (254.7 mg, 73%, calculado a partir del espectro de '"H-RMN). '"H-RMN
(400 MHz, CDCls & 8.23 (s, 1H), 7.56 (s, 1H), 7.62 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 7.40 (d, J
= 8.0 Hz, 2H), 6.03 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 5.73 (s, 2H), 5.41 (dd, J = 6.5, 2.1 Hz,
1H), 4.95 (dd, J = 6.5, 3.5 Hz, 1H), 4.39 (s ancho, 1H), 3.72 (d, J = 14.0 Hz, 1H),
3.60 (d, J =14.0 Hz, 1H), 2.94 — 2.68 (m, 2H), 2.56 — 2.41 (m, 2H), 2.28 — 2.08
(m, 2H), 1.73 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 1.60 (s, 3H), 1.39 (s, 9H), 1.38 (s, 3H). 3C-RMN
(101 MHz, CDCl3) & 172.72, 155.37, 152.89, 149.15, 144.81 (q, Jc-F= 1.2 Hz),
140.09, 129.03 (q, Jcr = 5.6, 4.6 Hz), 125.46 (q, Jcr = 3.7 Hz, 120.28, 114.42,
90.84, 85.55, 83.80, 83.44, 80.27, 58.54, 55.76, 53.46, 32.89, 28.07, 27.14,
25.39, 22.16.

4-((((2R,3S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-3,4-dihidroxitetrahidrofuran-2-

il)metil)(4-(trifluorometil)bencil)amino) butanoato de etilo (32g)

Se utilizaron las condiciones descriptas en C. 30g (254.7 mg, 0.41 mmol) en
DCM: H20: TFA (2.0 mL: 2.0 mL: 2.0 mL). Se lleva a sequedad la reaccion y se

obtuvo 31g como un sélido blanco. Posteriormente, se utilizaron las condiciones
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descriptas en D. SOCI2 (0.22 mL) en 3 mL de EtOH absoluto. Se purificé por
cromatografia en columna (DCM: MeOH 50%) obteniendo 32g como un sdlido
blanco (159.0 mg, 76%). El valor de pureza por HPLC del compuesto 32g es de
75% (220 nm) y de 94% (250 nm) con un tiempo de retenciéon de 5.391 s. 'H-
RMN (400 MHz, MeOH) 6 8.29 (s, 1H), 8.18 (s, 1H), 7.68 (s, 4H), 6.09 (d, J=4.0
Hz, 1H), 4.76 (t, J = 4.4 Hz, 1H), 4.59 — 4.42 (m, 4H), 4.07 (q, J = 7.1 Hz, 2H),
3.78 — 3.63 (m, 1H), 3.57 (d, J = 13.8 Hz, 1H), 3.24 (t, J= 7.0 Hz, 1H), 2.39 (t, J
= 6.7 Hz, 2H), 2.19 — 1.90 (m, 2H), 1.21 (t, J = 7.1 Hz, 3H). '3C-RMN (101 MHz,
MeOD) & 172.75, 155.67, 151.86, 148.72, 140.91, 134.75 131.51, 127.94, 125.52,
122.55, 119.66, 90.65, 78.84, 72.99, 72.27, 60.47, 56.85, 54.58, 52.77, 30.23, 19.00,
13.06. "®F-RMN (376 MHz, MeOD) & -63.54. HRMS m/z calculada ((M+H)*)
539.2225, observada 539.2227. [ap]: 4.0720.

=N
o O _N_ )_NH
= K N N

O—_ 1
g =<°
4-((((3aR,4R,6R,6aR)-6-(6-amino-9H-purin-9-il)-2,2-
dimetiltetrahidrofuran[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)metil)(furan-2-

ilmetil)Jamino)butanoato de terbutilo (30h)

Se utilizaron las condiciones descriptas en A. 7 (243.0 mg, 0.54 mmol), furfural
(0.13 mL, 1.6 mmol), AcOH (0.05 mL, 0.81 mmol) en THF (5 mL). Se agregdé
NaBH(OAc)3 (195.0 mg. 0.92 mmol). Se lavé con NaHCOs3 (30 mL) y se extrajo
con DCM (25 mL x 4). Se purificé por cromatografia en columna (DCM: MeOH
10%) obteniendo 30h como un aceite marrén (217.8 mg, 74% calculado a partir
del espectro de "H-RMN). "H-RMN (400 MHz, CDCl3) 8 8.34 (s, 1H), 7.93 (s, 1H),
7.31(dd, J=1.9, 0.8 Hz, 1H), 6.25 (dd, J = 3.2, 1.9 Hz, 1H), 6.09 (d, J = 3.2 Hz,
1H), 6.05 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 5.73 (s, 2H-NH por HSQC-RMN), 5.44 (dd, J = 6.4,
2.3 Hz, 1H), 4.92 (dd, J = 6.4, 3.2 Hz, 1H), 4.36 (td, J = 6.7, 3.2 Hz, 1H), 3.75 -
3.59 (m, 2H), 2.76 (dd, J = 13.6, 6.4 Hz, 1H), 2.67 (dd, J=13.6, 7.1 Hz, 1H), 2.49
(t, J=7.3 Hz, 2H), 2.22 (td, J = 7.4, 3.8 Hz, 2H), 1.81 — 1.68 (m, 2H), 1.61 (s,
3H), 1.43 (s, 9H), 1.39 (s, 3H). *C-RMN (101 MHz, CDCI3) & 172.90, 155.46,
153.12, 151.95, 149.36, 141.99, 139.99, 120.31, 114.32, 110.01, 108.78, 90.95,
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85.56, 83.88, 83.19, 80.14, 55.42, 53.49, 50.21, 33.12, 28.12, 27.16, 25.40,
22.60.

4-((((2R,3S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-3,4-dihidroxitetrahidrofuran-2-

il)methil)(furan-2-ilmethil)Jamino)butanoato de etilo (32h)

Se utilizaron las condiciones descriptas en C. 32h (217.8 mg, 0.40 mmol) en
DCM: H20: TFA (2.0 mL: 2.0 mL: 2.0 mL). Se lleva a sequedad la reaccién y se
obtuvo 31h como un sélido marrén. Posteriormente, se utilizaron las condiciones
descriptas en D. SOCI2 (0.16 mL) en 5 mL de EtOH absoluto. Se purificé por
cromatografia en columna (DCM: MeOH 15%) obteniendo 32h como un aceite
marron (118.4 mg, 64%). El valor de pureza por HPLC del compuesto 32h es de
92% (220 nm) y de 97% (250 nm) con un tiempo de retencién de 4.316 s. 'H-
RMN (400 MHz, MeOD) & 8.28 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 7.44 (dd, J = 1.9, 0.8 Hz,
1H), 6.34 (dd, J = 3.1, 1.9 Hz, 1H), 6.24 (dd, J = 3.1, 0.8 Hz, 1H), 6.00 (d, J=4.5
Hz, 1H), 4.73 (t, J = 4.5 Hz, 1H), 4.28 (t, J = 5.3 Hz, 1H), 4.25 — 4.17 (m, 1H),
4.08 (q, J=7.1 Hz, 2H), 3.77 (s, 2H), 2.96 (dd, J = 14.1, 4.1 Hz, 1H), 2.87 (dd, J
=14.1,71Hz, 1H), 257 (t, J=7.3,2H), 2.31 (t, J=7.3 Hz, 2H), 1.80 (p, J= 7.3
Hz, 2H), 1.22 (t, J = 7.1 Hz, 3H). '*C-RMN (101 MHz, MeOD) & 175.34, 157.33,
153.88, 153.21, 150.57, 143.36, 141.56, 120.65, 111.12, 110.19, 90.55, 84.24,
74.70, 73.43, 61.45, 56.83, 54.59, 51.43, 32.61, 23.43, 14.51. HRMS m/z
calculada ((M+H)*) 461.2144, observada 461.2139. [ap]: -12.8933.
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4-((((3aR,4R,6R,6aR)-6-(6-amino-9H-purin-9-il)-2,2-
dimetiltetrahidrofuran[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)metil)(tiofen-2-

ilmetil)Jamino)butanoato de terbutilo (30i)

Se utilizaron las condiciones descriptas en A. 7 (400.0 mg, 0.89 mmol), Tiofeno-
2-carboxaldehido (0.25 mL, 2.8 mmol), AcOH (0.07 mL, 1.3 mmol) en THF (10
mL). Se agregé NaBH(OAc)s (320 mg. 1.5 mmol). Se lavé con NaHCO3 (60 mL)
y se extrajo con DCM (50 mL x 4). Se purifico por cromatografia en columna
(DCM: MeOH 10%) obteniendo 30i como un aceite amarillo (173.1 mg, 35%,
calculado a partir del espectro de "H-RMN). 'TH-RMN (400 MHz, CDCI3) 5 8.28
(s, 1H), 7.86 (s, 1H), 7.17 (dd, J=5.1, 1.2 Hz, 1H), 6.88 (dd, J=5.1, 3.4 Hz, 1H),
6.83 —6.77 (m, 1H), 6.04 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 5.70 (s, 2H-NH por HSQC-RMN),
5.43 (dd, J=6.5, 2.3 Hz, 1H), 4.99 (dd, J=6.5, 3.2 Hz, 1H), 4.49 — 4.31 (m, 1H),
3.87 (d, J = 14.6 Hz, 1H), 3.80 (d, J = 14.6 Hz, 1H), 2.80 (dd, J = 13.6, 6.6 Hz,
1H), 2.67 (dd, J = 13.6, 6.8 Hz, 1H), 2.61 — 2.45 (m, 2H), 2.34 — 2.11 (m, 2H),
1.75 (p, J = 7.2 Hz, 2H), 1.61 (s, 3H), 1.42 (s, 9H), 1.39 (s, 3H). 3C-RMN (101
MHz, CDCIs) & 172.91, 155.43, 153.09, 149.31, 141.67, 139.94, 126.42, 126.05,
124.87, 120.26, 114.30, 90.93, 85.56, 83.78, 83.22, 80.16, 55.07, 53.09, 53.05,
33.04, 28.12, 27.15, 25.40, 22.46.

4-((((2R,3S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-3,4-dihidroxitetrahidrofuran-2-

il)metil)(tiofen-2-ilmetil)amino)butanoato de etilo (32i)

Se utilizaron las condiciones descriptas en C. 32i (173.1 mg, 0.31 mmol) en
DCM: H20: TFA (2.0 mL: 1.0 mL: 1.0 mL). Se lleva a sequedad la reaccién y se
obtuvo 31i como un sdlido blanco. Posteriormente, se utilizaron las condiciones
descriptas en D. SOCI2 (0.12 mL) en 5 mL de EtOH absoluto. Se purificé por

cromatografia en columna (DCM: MeOH 50%) obteniendo 32i como un aceite
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amarillo (72.3 mg, 49%). El valor de pureza por HPLC del compuesto 32i es de
81% (220 nm) y de 90% (250 nm) con un tiempo de retencion de 4.511 s. 'H-
RMN (400 MHz, MeOD) & 8.21 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 7.33 — 7.21 (m, 1H), 6.98 —
6.88 (m, 2H), 5.99 (d, J=4.6 Hz, 1H), 4.74 (t, J=5.0 Hz, 1H), 4.31 (t, J= 5.3 Hz,
1H), 4.23 (dt, J = 7.0, 4.5 Hz, 1H), 4.07 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.93 (d, J = 2.0 Hz,
2H), 2.98 (dd, J =14 .1, 4.2 Hz, 1H), 2.86 (dd, J = 14.1, 7.1 Hz, 1H), 2.59 (t, J =
6.9,4.8 Hz, 2H), 2.34 (t, J= 7.3 Hz, 2H), 1.87 — 1.75 (m, 2H), 1.22 (t, J= 7.1 Hz,
3H). '3C-RMN (101 MHz, MeOD) & 174.04, 155.93, 152.46, 149.19, 141.56,
140.16, 126.08, 125.99, 124.56, 119.25, 89.18, 82.99, 73.18, 72.04, 60.03, 55.16,
52.86, 52.76, 31.16, 22.10, 13.11. HRMS m/z calculada ((M+H)*) 477.1915,
observada 477.1905. [ap]: -15.7110.

\i/om/\ﬂ o N/:N NH

N Z 2

O S /\\LZ‘ N \N
< O><0 %

N

4-((((3aR,4R,6R,6aR)-6-(6-amino-9H-purin-9-il)-2,2-
dimetiltetrahidrofuran[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)metil)((4-metiltiazol-5-

il)metil)amino)butanoato de terbutilo (30j)

Se utilizaron las condiciones descriptas en A. 7 (220.0 mg, 0.49 mmol), Metil-S-
tiazolcarboxaldehido (187.0 mg, 1.47 mmol), AcOH (0.04 mL, 0.74 mmol) en
THF (5 mL). Se agregé NaBH(OAc)s (176.0 mg. 0.83 mmol). Se lavo con
NaHCO3 (30 mL) y se extrajo con DCM (25 mL x 4). Se purificd por cromatografia
en columna (DCM: MeOH 10%) obteniendo 30j como un aceite amarillo (96.8
mg, 34%, calculado a partir del espectro de 'H-RMN). TH-RMN (400 MHz, CDCl3)
0 8.59 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 7.87 (s, 1H), 6.44 (s, 2H-NH por HSQC-RMN), 6.03
(d, J=2.2 Hz, 1H), 5.42 (dd, J = 6.5, 2.2 Hz, 1H), 4.95 (dd, J = 6.5, 3.4 Hz, 1H),
4.41-4.30 (m, 1H), 3.93 — 3.52 (m, 2H), 2.90 — 2.76 (m, 1H), 2.71 (dd, J = 13.4,
7.1 Hz, 1H), 2.52 (q, J = 6.8 Hz, 2H), 2.32 (s, 3H), 2.28 — 2.12 (m, 2H), 1.73 (p, J
=7.3 Hz, 2H), 1.60 (s, 3H), 1.42 (s, 9H), 1.39 (s, 3H). 3C-RMN (101 MHz, CDCI3)
0 172.74, 155.56, 152.46, 151.22, 149.79, 148.94, 140.00, 129.74, 119.80,
114.49, 90.93, 85.54, 83.72, 83.25, 80.30, 55.34, 53.19, 50.19, 32.88, 28.10,
27.13, 25.36, 22.27, 15.11.
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4-((((2R,3S,4R,5R)-5-(6-amino-9H-purin-9-il)-3,4-dihidroxitetrahidrofuran-2-

il)metil)((4-metiltiazol-5-il)metil)Jamino)butanoato de etilo (32j)

Se utilizaron las condiciones descriptas en C. 30j (96.8 mg, 0.17 mmol) en DCM:
H20: TFA (2.0 mL: 1.0 mL: 1.0 mL). Se lleva a sequedad la reaccién y se obtuvo
31j como un solido blanco. Posteriormente, se utilizaron las condiciones
descriptas en D. SOCI2 (0.07 mL) en 5 mL de EtOH absoluto. Se purificé por
cromatografia en columna (DCM: MeOH 50%) obteniendo 32j como un aceite
incoloro (41.8 mg, 56%). El valor de pureza por HPLC del compuesto 32j es de
92% (220 nm) y de 96% (250 nm) con un tiempo de retencién de 4.187 s. 'H-
RMN (400 MHz, MeOD) 6 8.84 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 8.17 (s, 1H), 6.00 (d, J=4.4
Hz, 1H), 4.75 (t, J=4.9 Hz, 1H), 4.36 (t, /= 5.4 Hz, 1H), 4.29 (q, J= 5.6 Hz, 1H),
412 (s, 2H), 4.05 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 3.17 (s, 2H), 2.81 (s, 2H), 2.34 (d, J=2.3
Hz, 7H), 1.86 (p, J = 7.2 Hz, 2H), 1.19 (t, J = 7.1 Hz, 3H). *C-RMN (101 MHz,
MeOD) 6 174.92, 157.17, 154.57, 153.52, 150.39, 151.10 (asignado por HMBC-
RMN), 141.95, 120.88, 91.22, 82.81, 74.40, 73.51, 61.60, 56.46, 54.27, 51.03,
32.16, 22.52, 15.08, 14.50. HRMS m/z calculada ((M+H)*) 492.2024, observada
492.2016. [ap]: -3.6604.
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Capitulo 5: Sintesis de los compuestos de la Serie C

Antecedentes:

El grupo triazol, también conocido como pirrodiazol, es un compuesto
heterociclico de cinco miembros, con tres atomos de nitrogeno en su estructura.
Los derivados de triazol presentan una amplia gama de actividades

farmacoldgicas como antivirales, anticancerigenas, entre otras.’

Este grupo presenta 2 isomeros: el 1,2,3-Triazol y el 1,2,4-triazol (Figura 5.1). Si
bien ambos isémeros se han utilizado en la sintesis de farmacos,? nos

enfocaremos en el primero debido a su accesibilidad sintética.

oo
N
H

1,2,3-Triazol 1,2,4-Triazol

Figura 5.1: Isémero 1,2,3-Triazol y 1,2,4-Triazol.

El 1,2,3-Triazol presenta ciertas caracteristicas estructurales como la rigidez y la
capacidad para actuar como donador y aceptor de enlaces de hidrégeno lo que

explica su amplio uso como bioisdstero de varios grupos funcionales.?

Las primeras sintesis de derivados de 1,2,3-Triazol fueron llevadas a cabo
mediante la cicloadicion 1,3-dipolar de Huisgen produciendo una mezcla de 1,4-
y 1,5- triazol disustituido (Esquema 5.1). Debido a que se deben utilizar altas
temperaturas se obtienen los dos regioisémeros (al usar alquinos asimétricos) y
bajos rendimientos, lo cual ha impulsado la busqueda de nuevas estrategias

sintéticas para mejorar la regioselectividad y rendimiento de la reaccion.

1 Kharb, R.; Sharma, P. C.; Yar, M. S. J. Enzyme Inhib. Med. Chem. 2011, 26 (1), 1-21.
Dai, J.; Tian, S.; Yang, X; Liu, Z. Front. Chem. 2022, 10, 891484.

Bonandi, E.; Christodoulou, M. S.; Fumagalli, G.; Perdicchia, D.; Rastelli, G.; Passarella, D. Drug
Discov. Today 2017, 22 (10), 1572—1581.
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_ Ra R
R1 — A N/N /N
_— ,u\/g + Il / R4
- Ry
N=NN Ry
1,4-regioisomero 1,5-regioisbmero

Esquema 5.1: cicloadicion 1,3-dipolar de Huisgen.

En 2001 Sharpless et al.,* introdujeron el concepto de “click chemistry”
utilizando cobre como catalizador para la obtencion de 1,2,3-triazoles, 1,4-
disustituidos a temperatura ambiente en un medio acuoso. Analogamente se
reporto la catalisis con rutenio para producir unicamente el 1,2,3-triazol, 1,5-

disustituido.® (Esquema 5.2)

R
R—— Cu catalisis N’N/
1. — \/)
- Ry
NENZN R
1,4-regioisémero
/R2
Ri—— Ru catalisis N-N
. ] R
2. Nf 1
+ /R2
N=N—-N

1,5-regioisomero

Esquema 5.2: 1. Cicloadicién catalizada por cobre. 2. Cicloadicion catalizada por rutenio.

La cicloadiccion, entre un grupo azida y un alquino para la formacién del
heterociclo triazol, que utiliza cobre como catalizador recibe el nombre de CuAAC
(Copper-Catalyzed Azide—Alkyne Cycloaddition). Entre los tipos de catalizadores
de cobre que se han utilizado en este tipo de reacciones se ha reportado el uso
de la sal Cul, donde el cobre ya presenta el estado de oxidacidon necesario para

4 Rostovtsey, V. V.; Green, L. G.; Fokin, V. V.; Sharpless, K. B. Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41 (14), 2596—
2599.

5 Shen, Q.; Han, E.; Huang, Y.; Chen, Q.-Y.; Guo, Y. Synthesis 2015, 47 (24), 3936—-3946.

211



Capitulo 5: Sintesis de los compuestos de la Serie C

la catdlisis (estado de oxidacién Cu*'). Ademas, se ha empleado sulfato de cobre
(Cu*?) con ascorbato de sodio como agente reductor, para reducir el cobre a Cu*’

y asi formar el catalizador in-situ.®

6 Vala, D. P; Vala, R. M.; Patel, H. M. ACS Omega 2022, 7 (42), 36945—-36987.
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5.1. Optimizacion de la ruta sintética para la obtencion de la serie C:

5.1.1. Estrategias sintéticas para la obtencion de derivados del triazol

De los compuestos propuestos en el capitulo 2 describiremos en este capitulo,
la sintesis de derivados del heterociclo triazol. La ruta sintética propuesta para la
obtencion del compuesto de interés se comenzo en la mencionada pasantia en
la Universidad de Mainz. Se optd por seguir la misma estrategia utilizada en los
capitulos anteriores, introduciendo el triazol de interés a partir de una aminacién

reductiva con la amina de la adenosina (compuesto 3) ya sintetizada.

Para esto, se comenzé con la sintesis del triazol de interés a partir del 4-pentin-

1-ol:

Estrategia 1

Cul, TMSN,
q DMF 90°C H
N~ _OH — 3 N’]\/»\/OH
N
33¢ 4-pentin-1-ol 34c

Esquema 5.3: Sintesis del triazol: Estrategia 1

Utilizamos la estrategia 1 para la sintesis del compuesto 34c de interés (ver
esquema 5.3), ensayando varias condiciones de reaccién presentadas en la
tabla 5.1.78 En los mencionados ensayos, el compuesto de interés aislado no

se obtuvo con un rendimiento adecuado para continuar con la ruta sintética.

7 Rajender Reddy, K.; Venkateshwar, M.; Uma Maheswari, C.; Santhosh Kumar, P. Tetrahedron Lett.
2010, 51 (16), 2170-2173.

8  Jafarzadeh, M. T Synlett 2007, 2007 (13), 2144-2145.
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Condiciones Resultados Observaciones
TMSN3(1,5 eq), Cul(0,05
eq), DMF:MeOH, 90°C, ND -
12hs

TMSN3(1,5 eq), Cul(0,05 Muy bajo Se observo un pico a 8 ppm por
eq), DMF, 95°C, 24 hs rendimiento "H-RMN.

Tabla 5.1: condiciones ensayadas en la estrategia 1 para la sintesis del triazol.

Se llevo a cabo la primera aproximacion a la sintesis del triazol de interés
utilizando las primeras condiciones descriptas en la tabla 5.1. Esta reaccién se
siguio por TLC, donde no se observé formacion de productos ni la desaparicion
de reactivos. Se volvio a realizar estar reaccion con las segundas condiciones
descriptas en la tabla 5.1, donde un aumento en la temperatura y en el tiempo
de reaccion permitié el avance de la reaccion. Por TLC se observaron varios
productos formados, por lo que se decidié realizar un espectro de 'H-RMN
observando un pico en 8,0 ppm que es un desplazamiento caracteristico para el
protén del triazol. Sin embargo, se observaron muchos productos secundarios y

sefales de reactivo remanente.

A partir de estos resultados, se decidié cambiar la estrategia sintética y utilizar
azida de bencilo, ascorbato de sodio y sulfato de cobre en agua y tertbutanol®

(estrategia 2, Esquema 5.4).

Estrategia 2 BnN3, CUSO45H20
Ascorbato de sodio,
t-BuOH:H,0 a Tamb

\\\/\/OH > N'N |
.Nj\/\/OH

33c  4-pentin-1-ol

Esquema 5.4: Sintesis del triazol: Estrategia 2

9 Ghalavand, N.; Heravi, M. M.; Nabid, M. R.; Sedghi, R. J. Alloys Compd. 2019, 799, 279-287.
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Con estas nuevas condiciones se pudo obtener el triazol 35¢ con 85% de
rendimiento. A partir de estos resultados, se decidio sintetizar los compuestos
35a y 35b con el fin de evaluar la influencia del largo de cadena entre la
adenosina y el grupo triazol. Los compuestos 35a y 35b se sintetizaron con
buenos rendimientos partiendo de 1-Propargilalcohol (33a) y 3-Butin-1-ol (33b),
respectivamente. En el esquema 5.5 se muestran las reacciones realizadas con

sus respectivos rendimientos.

BnN3, CUSO45H20
Ascorbato de sodio,
t-BuOH:H,O a Tamb

33a \\\/OH — > ,N]V
0

N\
1-Propargilalcohol 35a N H  Rend=89%
BnN3, CuSO,5H,0
Ascorbato de sodio,
t-BuOH:H,O a Tamb
\\\/\ —  » N
OH )
33b N, |
3-Butin-1-ol 350 '\ OH Rend=79%

BnN3, CUSO4'5H20
Ascorbato de sodio,
t-BuOH:H,O a Tamb

33 N‘NL/\/OH

4-pentin-1-ol
35¢

Rend=85%

Esquema 5.5: Sintesis de triazol: obtencién de los compuestos 35a-c.
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5.1.2. Estrategias sintéticas para el acople del heterociclo triazol al

compuesto 3.

Una vez obtenidos los triazoles de interés, se continud con la optimizacion del
acople entre los triazoles sintetizados y el compuesto 3 (previamente sintetizado

en el capitulo 3). Para realizar estas optimizaciones se utilizé el compuesto 35b.

Se ensayaron varias estrategias para la formacion del enlace C-N entre el triazol

y la amina de la adenosina 3 (Esquema 5.6):

Esquema 5.6: Estrategias para el acople entre el bloque 1 (compuesto 3) y el bloque 2.

La primera estrategia seguida fue la sintesis del aldehido 36, con el fin de realizar
una aminacion reductiva entre éste y el compuesto 3 (Esquema 5.7). Para esto
se utiliz6 PySOs (6 eq), DIPEA (10 eq) en DCM:DMSO (4:1) a temperatura
ambiente (Oxidacion de Parikh-Doering'®) para obtener el compuesto 36. Esta
reaccion fue seguida por TLC, donde se observo la formaciéon de un producto
con un Rf mayor al del reactivo sumado a la desaparicion del reactivo en el medio
de reaccion. Sin embargo, no fue posible aislar el compuesto de interés, aunque

se ensayaron varias formas de terminar la reaccién (Work-up).

10 Parikh, J. R.; Doering, W. V. E. J. Am. Chem. Soc. 1967, 89 (21), 56505-5507.
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Ya que no fue posible aislar el compuesto de interés, se continué con una
segunda estrategia, donde el grupo alcohol se remplazé por un atomo de Cl,

dando lugar al compuesto 37 con un rendimiento del 95%. (Esquema 5.7)

Propusimos realizar una reaccion de sustitucion entre el compuesto 37 y el
compuesto 3. Se utilizaron varias estrategias para la obtencién del compuesto

deseado a partir del compuesto 37. En todas las estrategias se llevo a cabo una

Capitulo 5: Sintesis de los compuestos de la Serie C

PySO3, DIPEA,
DMSO:DCM a Tamb

N
N _x_> "
N N\\
N oH N X
35b 36
SOCl,

desde 0°C
a Tamb

37 Rend=95%

Esquema 5.7: Sintesis del compuesto 36 y 37 a partir del compuesto 35b.

reaccion de sustitucion (Sn2):

Para la primera estrategia se eligié el cloro-3-metil-2-buteno (38)
para optimizar la reaccion de sustitucion. La reaccion se llevo a cabo
con 1 eq de 38 con el fin de determinar si es posible obtener un
porcentaje del compuesto monosustituido. La sustitucion resulté en un
56% del compuesto di-sustituido 39 y un 6% del compuesto
monosustituido 40. Aunque el compuesto di-sustituido no era el
deseado se procedioé a su desproteccidon para generar el compuesto
final 41, el cual sera utilizado para ensayos de actividad bioldégica y fue

incluido como parte de la serie A. (Esquema 5.8)
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o /=N DIPEA /k/\ o /=N
N~ + HzNAUNWNW DMF Tamb N N/\Q‘NWNHz
—/ — > H ) |
38 0. % NN N N _N
3 (0] o) (o) X
e 39 PaS

Rend=6%

_|_

oo

A (@)

N/\(—J,NWNW
6odo N

40 /ﬁ N
Rend=56%

TFA:DCM:H,0
Tamb

S ol

A (0]

NA(J,NWNHZ
HO on NN

Rend=95%

Esquema 5.8: Sintesis del compuesto 41.

) Con el fin de lograr un mejor control de la reaccion de sustitucion y
evitar la di-sustitucion de la amina 3, se probd la estrategia sintética
publicada en la patente WO 2012/082436 A2.'" En ésta, se realiza la
sustitucion de una amina secundaria con un sustituyente bencilico el
cual es luego eliminado por hidrogenacion. Surgi6 asi la estrategia 2,
donde se sintetizo el compuesto 43 a partir de una aminacion reductiva
entre el compuesto 3 y benzaldehido 42. Posteriormente, se utilizo el
compuesto 37 para realizar la alquilacion de la amina 43 utilizando 3

equivalentes de este reactivo. (Esquema 5.9)

11 Chesworth R. (2012). Modulators of histone methyltransferase, and methods of use thereof (Patente
No. WO 2012/082436 A2). Organizacién Mundial de la Propiedad Intelectual.
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N AcOH, N
0 0 N/: N, NaBH(OAc); o_y~ NH
©/U\H + HzN/\(_f %/ > DCM, Tamb ©/\H/v %/ 2
N < NWN N > N~
O X
42 3 o~ 43 x Rend=59%

DIPEA
@AN\MC' ! DMF, Tamb

Esquema 5.9: Estrategia 2

El seguimiento de esta reaccion se realizé por TLC, donde no se observaron

cambios luego de 24 horas, recuperandose ambos reactivos 43 y 37.

Este resultado fue inesperado ya que como vimos en la estrategia 1, la amina
secundaria en la reaccidon de sustitucién con 38 conduce al compuesto di-
sustituido. Una posible explicacion a que la sustitucion no haya ocurrido es el
impedimento estérico que puede generar el grupo bencilo que forma la amina

secundaria al querer introducir otro grupo voluminoso como el compuesto 37.

lll) A partir de los resultados obtenidos, se continué con la estrategia 3
(esquema 5.10), donde se decidid sintetizar la amina secundaria 44.
Con esto se esperaba disminuir la voluminosidad del sustituyente de
la amina secundaria para continuar con la sustitucion con el
compuesto 37. Para esto, se decidio realizar una aminacion reductiva
del compuesto 3 con acetaldehido en las condiciones de aminacién
reductiva ya optimizadas con anterioridad. El compuesto de interés 44,

se obtuvo con un rendimiento del 20%.
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0

\ )J\H , ACOH,

o__n_ Nh,  NaBH(OAc) o /=N
HZN/\(J, \2\( 2 DCM, Tamb HN/\(J‘N\%(NHZ
— |

N N

NQ/N ) d

0-_0 o
N 44 N

N -

Rend=20%

Esquema 5.10: Sintesis del compuesto 44.

Con el fin de optimizar la obtencion del compuesto 44, se decidié recurrir
nuevamente a la estrategia 2 con ciertas modificaciones. Se realiz6 la
etilacion del compuesto 43 con bromuro de etilo. Nuestra hipotesis fue
que, al utilizar bromuro de etilo, introduciriamos un grupo menos
voluminoso y con un mejor grupo saliente que en el caso del compuesto
37, por lo cual la sustitucién seria mas favorable. Es asi, que procedimos
a la mencionada etilacion del compuesto 43 utilizando las condiciones ya
optimizadas en el capitulo 3, dando lugar al compuesto 45 con un 84% de
rendimiento. Posteriormente este compuesto fue hidrogenado para
obtener 44. El mejor rendimiento obtenido de esta reaccion fue de un 13%
luego de dos hidrogenaciones (4atm por 24hs, catalizador pd/C 10%)
consecutivas. De todas formas, se decidioé continuar con la ruta sintética
y probar la sustitucion con el compuesto 37, donde lamentablemente, no

pudo obtenerse el compuesto de interés. (Esquema 5.11)
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N ACOH,
o) o N/: NH, NaBH(OAC);
©/U\H + Hsz‘ z \ 2 DCM Tamb ©/\ /\(_7‘ W/\(
oo NN
42 3 Rend=59%
" Br K,CO,,
DMF seco
Tamb
o /N TFA:DCM:H,0 /=N
N N NH, Tamb O N NH
J S Oy O™
1o o N /oo NN
46 Rend=24% 45 7< Rend=84%
H,, Pd/C

MeOH
Tamb

NMC| Rend=13%
LS
3

7
DIPEA, DMF, Tamb

Esquema 5.11: Estrategia 3: Sintesis del compuesto 46

Buscando una explicacion a estos resultados, se encontré en la
bibliografia que la eliminacién del grupo bencilo unido a aminas, puede
presentar algunas complicaciones, no siendo favorable dicha eliminacion

en algunos casos con las condiciones tratadas de hidrogenacion.'?

Posteriormente, se decidid preparar el compuesto 46 a partir del
compuesto 45, realizando la hidrdlisis del acetonido con las condiciones
descriptas en capitulos anteriores. Se decidio incluir este compuesto en

la serie A. (Esquema 5.11).

Si bien utilizando estas estrategias no se obtuvieron los compuestos de interés,
se sintetizaron los compuestos finales 41 y 46, que fueron incluidos como parte

de la serie A. (Figura 5.2)

12 Greene’s Protective Groups in Organic Synthesis, 1st ed.; Wuts, P. G. M., Ed.; Wiley, 2014.
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O )
~ \rol/\/\N’\(JNj/\fNHZ
Ao oo
10 N+N
HO OH
12 o

17
/@/v OL.N_*_NH
N Py N2
~o \Hd oHN<N
~HO oHNN o
29 \

/K/\ o.N N o
N ~{ON 2 NH; @»/ N/\NHz
HO

OHN<N

Figura 5.2: Compuestos de la Serie A completa.

V) A partir de los resultados obtenidos hasta el momento, se realizé una
nueva busqueda bibliografica con el fin de obtener condiciones de
reaccion para la introduccion del compuesto 37 lo que nos llevo a
plantear la estrategia 4. En la estrategia 4, se decidio realizar una
reaccion de sustitucion directamente sobre el compuesto 3 a partir del
compuesto 37 (Ver esquema 5.12). Las condiciones de reaccion
fueron similares a las anteriores, donde se utiliz6 DIPEA y se anadié
el uso de Nal en acetona seca. La reaccioén trascurrio bajo atmédsfera
de nitrégeno a una temperatura de 50°C."3 De todas formas, utilizando
estas condiciones, no fue posible obtener el compuesto deseado.
(Esquema 5.12)

13 Schwickert, M.; Fischer, T. R.; Zimmermann, R. A.; Hoba, S. N.; Meidner, J. L.; Weber, M.; Weber, M.;
Stark, M. M.; Koch, J.; Jung, N.; Kersten, C.; Windbergs, M.; Lyko, F.; Helm, M.; Schirmeister, T. J. Med.
Chem. 2022, 65 (14), 9750-9788.
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Nal, DIPEA
/:N Acetona seca
o N NH, Tamb
7
\N +
S N
o) o) <

—N
H,N ,N o /N@\/\ o) N/> NH,
, N, ]\/\ x—> N, H/\Q’ &
N < ;, N
3 >< Cl S ., Nx
37 47b O><O

Esquema 5.12: Reacciones de sustitucion para la obtencién del compuesto 47b.

V) En la reaccion anterior se utilizé Nal, para lograr una sustitucion in-situ
del atomo de cloro del compuesto 37 por uno de iodo y luego llevar a
cabo la sustitucion con el compuesto 3. A partir de esto, se decide
cambiar el atomo de Cl por un atomo de | en 37 mejorando asi el grupo

saliente en la reaccidn de sustitucidon, dando lugar a la estrategia 5:

Se realiz6 primero la reaccion de Finkelstein,' sobre el compuesto 37, donde el
atomo de cloro es sustituido por un atomo de iodo a partir de una reaccion de
sustitucion Sn2 (Esquema 5.13). A partir de esta reaccion se logré la obtencién
del compuesto 48b, con un rendimiento del 29%, utilizando las condiciones

reportadas en Castedo et al.’® (Esquema 5.15-i).

m Acetona

Na | + RC! s R—I + NaCly

Esquema 5.13: Reaccion de Finkelstein

A continuacion, se decidi6 realizar una reaccion de Appel modificada’®'” sobre
el compuesto 35b para obtener el compuesto 48b. La reaccion de Appel es

utilizada en la conversion de alcoholes en el cloruro de alquilo correspondiente,

14 Bohlmann, R. Schering AG, “Comprehensive Organic Synthesis”. Pergamon, 1991, 203-223.
15 Castedo, L.; Borges, J. E.; Marcos, C. F.; Tojo, G. Synth. Commun. 1995, 25 (11), 1717-1727

16 lgarashi, J.; Katsukawa, M.; Wang, Y.-G.; Acharya, H. P.; Kobayashi, Y. Tetrahedron Lett. 2004, 45 (19),
3783-3786.

17 Wells, J. A. L.; Orthaber, A. "Organophosphorus and Related Group 15 Polymers. In Comprehensive
Organometallic Chemistry IV"; Elsevier, 2022; pp 166-232.
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utilizando PPhs y CCls. Una de las variantes reportadas es la utilizacion de PPhs,
Imidazol e |2 en la conversion del alcohol de interés en el ioduro de alquilo
correspondiente (Esquema 5.14). El empleo de las condiciones reportadas por
Zhao, F et al.”® permitié obtener el compuesto 48b con un mejor rendimiento
con respecto a la reaccion anterior y eliminando un paso de reaccién. (Esquema
5.15-ii).

.
PPh; + I PPhgl + I
T\ —=—=  HNT\{ .
R-OH *+ NG NH e RO
- + RO I~
R-O |—PPh; —— Lo ——» R-—| + OPPh,
3
P

Esquema 5.14 Reaccion modificada de Appel: mecanismo supuesto.

El aumento en el rendimiento de la formacion del compuesto 48b utilizando la
reaccion de Appel frente a la reaccion de Finkelstein podria explicarse mediante
el mecanismo de ambas reacciones. Si bien ambas reacciones transcurren
mediante un mecanismo de sustitucion Sn2, donde el yoduro ataca al carbono
electrofilo de la molécula, la reaccion de Appel presenta un mejor grupo saliente
(oxido de trifenilfosfina OPPhs) que en el caso de la reaccion Finkelstein (CI-).
(Esquemas 5.13 y 5.14).

18 Zhao, F,; Jiang, F.; Wang, X. Sci. China Chem. 2022, 65 (11), 2231-2237.
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Nal, Acetona seca, ( :
; N reflujo 3hs N
N, |
N N, |
Cl N |
37 48b Rend=29%
PPh3, Imidazol,
l,, DCM seco
- N 0°C a Tamb
1l , N
N, |
N N, |
OH
35b N l
48b Rend=97%

Esquema 5.15: i- Reaccion de Finkelstein para compuesto 37, ii-Reaccién de Apple para el

compuesto 35b

Una vez obtenido el compuesto 48b, se continud con la sustitucion entre éste y
el compuesto 3. Esta reaccion se llevd a cabo con las condiciones reportadas en
la patente WO 2023/004438 A2," por lo que se utilizd DIPEA como base y la
reaccion transcurrié en MeCN, bajo atmdsfera de nitrégeno a una temperatura
constante de 70°C durante toda una noche. Como resultado se obtuvo el

compuesto 47b con un rendimiento del 79%. (Esquema 5.16)

/=N ( : DIPEA, MeCN i
N NH; 70°C 12hs N o =N
HZN/\g 7 n N N N NH,
N, | > N N z
N , N\/N N \\N H |
o) N | o N N

o
3 O -
o
e 48b 47b >

Rend=79%

Esquema 5.16. Reaccion de sustitucion entre el compuesto 3 y el 48b.

19 Mazitschekh, R. (2023). Fret-based assays. (Patente No. WO 2023/004438 A2). Organizacion
Mundial de la Propiedad Intelectual.
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5.2. Ruta sintética para la obtencidon de los compuestos de la serie C.

Con las condiciones optimizadas anteriormente en la formacion del triazol y el
acople del mismo a partir de una reaccion de sustituciéon con el compuesto 3, se

continud con la sintesis de los compuestos de interés.

Se realizo la sintesis de los compuestos 47a y 47c¢ con rendimientos aceptables,
a partir de la sustitucién entre el compuesto 3 y los compuestos 48a y 48c,

respectivamente.

Una vez obtenidos estos compuestos, se continué con la sintesis de los
compuestos finales. Los compuestos 47 a-c fueron etilados para formar la amina
terciaria dando lugar a los compuestos 49a-c con rendimientos de buenos a

aceptables. Las condiciones empleadas fueron las optimizadas en el capitulo 3.

Como penultimo paso de reaccion, se sintetizaron los compuestos 50a-c con las
condiciones de hidrolisis del acetonido utilizadas con anterioridad. (Esquema
5.17).
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Ftalimida, PPhg,

HOAU‘N/\(NH DIAD,THF a Tamb

<N
1 O)&o N

OOO

BnN3, CUSO4'5H20,
Ascorbato de sodio,

A OH t-ButOH:HZOaTamg N
n=1,2,3 oL o
n=1,2,3
33a-n=1 1-Propargilalcohol 353-n=1 Rend=89%

33b-n=2 3-Butin-1-ol
33c-n=3 4-pentin-1-ol

35b-n=2 Rend=70%
35¢c-n=3 Rend=85%

48c-n=3 Rend=86%

NoH4'H50,
=N
N‘\JN,/\NH EtOH, reflujo 1h HzN\ng‘N/\.rNHZ
Ci‘* > 0_0 N<N
3 )&
Rend=85% Rend=75%
PPh3, Imidazol,
l,, DCM seco
de 0°C a Tamb, N
—_—
ol
N I
n=1,2,3
48a-n=1 Rend=87%
DIPEA, MeCN
-N= — 0 ’
48b n 2 Rend 97/0 700C 12h$

Y

Q h& /\Q‘ %ISNHZ

47a-n=1 Rend=30% "N
47b-n=2 Rend=79%
47¢c-n=3 Rend=44%

~Br , K,CO3
DMF a Tamb

O_N_b_NH
N 2
NN S oo N

N

49a-n=1 Rend=90%
49b-n=2 Rend=39%
49¢-n=3 Rend=36%

TFA:H,O:DCM
a Tamb
O N NH2
Q — nN 7z \
N‘ ) o on NN
N’N OH
50a-n=1 Rend=65%
50b-n=2 Rend=65%
50c-n=3 Rend=17% | H, Pd/C
© MeOH a Tamb
/=N

51a-n=1
51b-n=2
51¢-n=3

W Do o Mo

Esquema 5.17: Ruta sintética para la sintesis de la serie C
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Con respecto a la sintesis de los compuestos 50 a-c, podemos observar que el
compuesto 50c presentd bajos rendimientos al momento de realizar la
desproteccion del diol, obteniendo pocos mg de este compuesto. Se decidié no
continuar la sintesis para la obtencion del compuesto 51c y ensayar el
compuesto 50c. Este rendimiento bajo puede deberse a problemas en la
purificacion por columna de este compuesto, por lo cual se podria realizar una
purificacion por HPLC-preparativo o la optimizacion de las condiciones de
reaccion para este compuesto en particular. Por otro lado, los compuestos 50a

y 50b se obtuvieron con buenos rendimientos.

Para la obtencion de los compuestos finales, se decidié realizar una reaccion de
hidrogenacion. Como primera aproximacion se decidié ensayar el compuesto
50b. Con las condiciones ensayadas no ocurrio la eliminacién del grupo bencilo
para dar lugar al compuesto final 51b (se realizaron 2 hidrogenaciones

consecutivas 4atm, 24hs con catalizador Pd/C 10%).

La eleccion de esta aproximacion para la eliminacion del grupo bencilo fue
realizada en base a que previamente habiamos ensayado la eliminacion de este
grupo bencilo en el compuesto 35b. A modo de prueba se someti6 el compuesto
35b a dos hidrogenaciones a 4atm por 4hs cada una utilizando como catalizador
Pd/C 10%, obteniendo el compuesto 52. Esto nos permite suponer que la
eliminacién del grupo bencilo depende de la estructura del compuesto.

(Esquema 5.18 y Figura 5.19)

BnN3, CuSO45H,0 2 hidrogenaciones:
Ascorbato de sodio, H,, pd/C 4atm, 4hs H
t-ButOH:H,0 a Tamb en MeOH a Tamb N
N~ » N — > N ]\/\
OH N. ]\/\ N OH
33b 3sp N OH 52

Esquema 5.18: Eliminacion del grupo bencilo para la obtencién del compuesto 52.
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Figura 5.19: 1- "TH-RMN del compuesto 35b. 2-"H-RMN después de la primera hidrogenacion:
Compuesto 35b y 52. 3- '"H-RMN del compuesto 52.
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Como trabajo a futuro resta la optimizacion en la obtencion del compuesto 49¢
asi como la modificacion en la ruta sintética para la obtencion de los compuestos
51a-c.

En el esquema 5.19 se presenta una ruta alternativa a partir de los compuestos
50a-c para la obtencion de los compuestos 51a-c, donde se realiza la eliminacion
del grupo bencilo antes de la desproteccidn del diol. Esto se planted con el fin de
utilizar otras condiciones de reaccion en la hidrogendlisis pero utilizando un
compuesto menos polar, el cual permite un seguimiento de reaccién mas senillo
por TLC. Luego, deberia evaluarse si es posible obtener los compuestos 51a-c

a partir de los compuestos 53a-c.

Q 0 =N NH
N\R\‘/ 2
N 7
/\Q‘ C X

N T h /
N=N ) d><’o

50 a-c

Nuevas condiciones
de hidrogendlisis

o, N
N NH,
HN%N/\(—?‘ “)\‘,5
NN oo Ns
ey
53 a-c

TFA:H,0:DCM

o ~°r W““Z

ho  om NN
51 a-c

Esquema 5.19: Ruta sintética propuesta para la obtencion de los compuestos 51a-c
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Capitulo 5: Parte experimental

Todas las reacciones se llevaron a cabo utilizando solventes recientemente
destilados. Las reacciones en condiciones anhidras se realizaron bajo atmédsfera

inerte de nitrégeno empleando solventes secos segun literatura.’

Todos los rendimientos informados se refieren a  productos
espectroscopicamente puros (determinado mediante "H-RMN y '3C-RMN). Para
los compuestos que presentan impurezas conocidas, el rendimiento de la

reaccion se calculd en base al espectro de 'H-RMN.

Los espectros de RMN se obtuvieron en un equipo Bruker Advance NEO-400.
Los desplazamientos quimicos reportados son referenciados al TMS utilizado

como referencia interna.

Las purificaciones por cromatografia en columna fueron realizadas con Silica gel
60M 0.04-0.063 mm.

Los seguimientos de reaccién y de separaciones cromatograficas se realizaron
por cromatografia en capa fina (TLC) en placas de Silica gel 60 F2s4 sobre

plastico.

La pureza de los productos finales se determiné utilizando un equipo HPLC
analitico Shimadzu LC-2050C equipado con una columna Phenomenex Luna
C18 (150 x 4.6 mm, 5um). Como fase mévil se empleé H20-0.1% de Acido
Foérmico y CH3CN. Las muestras se disolvieron en MeOH calidad HPLC. Las
corridas se efectuaron en 16min con el siguiente programa de gradiente de: O-
10 min (CH3CN 5% a 95%) de 10-13 min (CH3CN 95%) y de 13-16 min (CHsCN

de 95% a 5%). Se reportaron los valores de pureza a 220 nm y 250 nm.

Los espectros de masas de alta resolucion de estos compuestos se
determinaron en el Instituto Pasteur de Montevideo en un espectrometro de
masas Q Exactive Plus (Thermo Scientific, USA) por inyeccion directa (10
uL/min) usando 100% Metanol calidad HPLC como solvente y una fuente lon

Max API con una sonda HESI-II. Los espectros de masa fueron obtenidos en

19 Perrin, D. D.; Armarego, W. L. F.; Perrin, D. D.; Armarego, W. L. F. Purification of Laboratory Chemicals,
3. ed., reprinted.; Pergamon Press: Oxford, 1993.
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modo positivo con voltaje de espray de ion a 4.0 kV y una temperatura capilar de
250°C.

Por ultimo, se determin6 la desviacién de luz polarizada en los compuestos
finales utilizando un polarimetro Jasco P-2000 con lampara de sodio a 589 nm.
Se tomaron 3 medidas de 5 ciclos cada una y se report6 el promedio de estas.

La temperatura varié de los 23.5°C a los 24.5°C a lo largo de las mediciones.

233



Capitulo 5: Parte experimental

Metodologias generales:

A. Metodologia general de aminacién reductiva:

A una suspensién de la amina 3 en THF o DCM se agrego 1 eq del aldehido de
interés y AcOH (1eq). Transcurrida una hora (o 30min), se agregé NaBH(OAc)s
(1.5 eq). Luego de 19hs se agreg6 una soluciéon saturada de NaHCOs3 y se extrajo
con DCM. Se juntaron las fases organicas, se seco con Na2SO4 anhidro, se filtrd

y se elimind el solvente a presion reducida.

B. Metodologia general de etilacion:

Bajo atmdsfera de nitrégeno se disolvié el compuesto a etilar en DMF seco. Se
agrego K2COs anhidro (2 eq) con agitacion y posteriormente bromuro de etilo (2
eq) gota a gota. Transcurridos al menos 3 dias, se corroboré la formacion del
producto de interés por TLC. Se agregd agua y se extrajo con AcOEt, se juntaron
las fases organicas, se seco con Na2S04 anhidro se filtré y se elimind el solvente

a presioén reducida.

C. Metodologia general de hidrolisis del éster y/o del aceténido:

El compuesto de interés se disolvié en DCM, se agregdé H20 y TFA. Se dejo la
reaccion con agitacion toda una noche y la reaccion se lleva a sequedad a
presiéon reducida con posteriores lavados con CHCI3 y AcOEt para eliminar el
TFA.

E. Metodologia general sintesis de triazol: Reaccién Click

A una solucion del alquino correspondiente y BnN3 (1.1 eq) en tert-butanol:Agua
(1:1) se agregd una solucion de CuS0O4.5H20 (0.01 eq) y ascorbato de sodio (0.1
eq) en agua. Luego de 3 dias se extrajo la reacciéon con DCM. Se juntaron las
fases organicas, se seco con Na2SO4 anhidro, se filtrd y se eliminé el solvente a

presion reducida.
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F. Metodologia general iodacién del alcohol del triazol:

Bajo atmdsfera de nitrogeno se disolvié PPhs (1.6 eq) e imidazol (1.5 eq) en DCM
seco. Se agrego I2 (1.5 eq) a 0°C. Posteriormente se agrego el alcohol de interés
disuelto en 5 mL de DCM. Se dejo con agitacion toda una noche y se extrajo con
una solucién saturada de Na2S203 y DCM. Se juntaron las fases organicas, se

seco con Na2S04 anhidro, se filtréd y se elimino el solvente a presion reducida.

G. Metodologia general sustitucion de (3) con el triazol-(CH2)n-I

Bajo atmdsfera de nitrégeno se disolvioé la amina (3) y el triazol-(CHz)n-1 de interés
(3 eq) en MeCN seco. Se agrego DIPEA (5 eq) y se llevé a 70°C y se dejé con
agitacion toda una noche. Se eliminé el solvente a presion reducida y se

realizaron lavados con ciclohexano.
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J N NH2
O
O\\‘ b N%/N
| <
9-((3aR,4R,6R,6aR)-6-((bis(3-metilbut-2-en-1-il)Jamino)metil)-2,2-
dimetiltetrahidrofuran[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)-9H-purin-6-amina (40)

Se disolvio el compuesto 3 (200.0 mg, 0.65 mmol) en DMF, se agrego el cloro-
3-metil-2-buteno (38) (0.07 mL, 0.65 mmol, 1 eq) y DIPEA (0.4 mL, 0.65 mmol,
1 eq). Se dejo con agitacion toda una noche. Se agregaron 25 mL de agua y se
extrajo con AcOEt (20 mL x 3). La fase organica se seca con Na2S0O4 anhidro, se
filtr6 y se evapord el solvente. Se purificd por cromatografia en columna (DCM:
MeOH 10%) obteniendo 21 como un aceite incoloro (161.6mg, 56%). "H-RMN
(400 MHz, CDCI3) & 8.34 (s, 1H), 7.94 (s, 1H), 6.07 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 5.83 (s
ancho, 2H-NH2 por HSQC-RMN), 5.43 (dd, J = 6.4, 2.2 Hz, 1H), 519 (t, J=7.0
Hz, 2H), 4.96 (dd, J = 6.5, 3.4 Hz, 1H), 4.47 — 4.37 (m, 1H), 3.28 — 2.97 (m, 4H),
2.76 — 2.60 (m, 2H), 1.67 (s, 6H), 1.61 (s, 3H), 1.56 (s, 6H), 1.39 (s, 3H). 13C-
RMN (101 MHz, CDCIs) & 154.23, 151.80, 148.09, 138.65, 119.74(por HSQC-
RMN), 119.03, 113.07, 89.58, 84.12, 82.73, 82.05, 53.98, 50.63, 25.90, 24.59,
2417, 16.67.

o
R N N
[ HO  OH =

(2R,3R,4S,5R)-2-(6-amino-9H-purin-9-il)-5-((bis(3-metilbut-2-en-1-

il)Jamino)metil)tetrahidrofuran-3,4-diol (41)

Se utilizaron las condiciones descriptas en C. 40 (315.0 mg, 0.71 mmol) en DCM:
H20: TFA (1.0 mL: 1.0 mL: 1.0 mL). Se purificé por cromatografia en columna
(DCM: MeOH (50: 50)) obteniendo 41 como un aceite marrén (271.3 mg, 95%).
El valor de pureza por HPLC del compuesto 41 fue de 84% (220 nm) y de 99%
(250 nm) con un tiempo de retencién de 4.768 s. 'TH-RMN (400 MHz, MeOD) &
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8.36 (s, 1H), 8.34 (s, 1H), 6.12 (d, J = 3.7 Hz, 1H), 5.40 — 5.24 (m, 2H), 4.74 (dd,
J=5.3,3.7Hz, 1H), 4.51 (t, J=5.6 Hz, 1H), 4.49 — 4.40 (m, 1H), 3.83 (d, J = 8.1
Hz, 4H), 3.67 (dd, J = 13.8, 9.8 Hz, 1H), 3.55 (dd, J = 13.8, 2.4 Hz, 1H), 1.91 —
1.78 (m, 6H), 1.72 (d, J = 1.4 Hz, 6H). 3C-RMN (101 MHz, MeOD) & 154.11,
149.31, 148.56, 144.66, 141.65, 119.69, 112.00, 90.84, 78.63, 73.23, 72.22,
53.95, 51.51, 50.48, 24.74, 17.01. HRMS m/z calculada ((M+H)*) 403.2453,
observada 403.2446. [ap]: 4.8285.

—N
O N/_ NH,
PRDYSE
H — N
oo

9-((3aR,4R,6R,6aR)-6-((bencilamino)metil)-2,2-dimetiltetrahidrofuran([3,4-
d][1,3]dioxol-4-il)-9H-purin-6-amina (43)

Se utilizaron las condiciones descriptas en A. 3 (500.0 mg, 1.6 mmol),
benzaldehido (42) (0.16 mL, 1.6 mmol), AcOH (0.09 mL, 1.6 mmol) en DCM:
MeCN (60: 30) (30 mL). Se agregé NaBH(OAc)s (508.0 mg. 2.4 mmol). Se lavd
con NaHCOs (40 mL) y se extrajo con DCM (25 mL x 4). Se purificé por
cromatografia en columna (DCM: MeOH 10%) obteniendo 43 como un aceite
incoloro (372 mg, 59%). '"H-RMN (400 MHz, CDCIz) & 8.11 (s, 1H), 7.88 (s, 1H),
7.41-7.10 (m, 5H), 5.98 (d, J = 3.3 Hz, 1H), 5.94 — 5.70 (m, 2H-NH2 por HSQC-
RMN), 5.47 (dd, J = 6.4, 3.3 Hz, 1H), 5.08 (dd, J=6.4, 3.1 Hz, 1H), 4.41 (dt, J =
6.0, 3.7 Hz, 1H), 3.80 (s, 2H), 3.08 — 2.75 (m, 2H), 1.62 (s, 3H), 1.39 (s, 3H).13C-
RMN (101 MHz, CDCI3) & 155.59, 153.10, 149.39, 139.98, 139.88, 128.41,
128.08, 127.05, 120.44, 114.53, 91.15, 85.52, 83.30, 82.31, 53.84, 50.68, 27.35,
25.44.
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g W

9-((3aR,4R,6R,6aR)-6-((bencil(etil)Jamino)metil)-2,2-
dimetiltetrahidrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)-9H-purin-6-amina (45)

Se utilizaron las condiciones descriptas en B. 44 (100.0 mg, 0.25 mmol), K2CO3
(69.0 mg, 0.50 mmol), bromuro de etilo (0.04 mL, 0.50 mmol) en DMF seco (2
mL). Se lavé con H20 (20 mL) y se extrajo con AcOEt (20 mL x 4). Se purificd
por cromatografia en columna (DCM: MeOH 10%) obteniendo 45 como un aceite
incoloro (89 mg, 84%). 'TH-RMN (400 MHz, CDCl3) & 8.25 (s, 1H), 7.84 (s, 1H),
7.29 — 7.09 (m, 5H), 6.03 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 5.82 — 5.65 (m, 2H-NH2-HSQC-
RMN), 5.37 (dd, J = 6.4, 2.2 Hz, 1H), 4.89 (dd, J = 6.4, 3.1 Hz, 1H), 4.47 — 4.33
(m, 1H), 3.65 (d, J=13.7 Hz, 1H), 3.54 (d, J = 13.5 Hz, 1H), 2.79 — 2.40 (m, 4H),
1.60 (s, 3H), 1.38 (s, 3H), 1.02 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 3C-RMN (101 MHz, CDCl3) d
155.45, 153.06, 149.30, 139.86, 139.10, 129.00, 128.14, 126.99, 120.29, 114.19,
91.01, 85.56, 83.81, 83.36, 58.45, 54.88, 48.04, 27.15, 25.40, 11.48.

SERCRe S

(2R,3R,4S,5R)-2-(6-amino-9H-purin-9-il)-5
((bencil(etil)amino)metil)tetrahidrofuran-3,4-diol (43)

Se utilizaron las condiciones descriptas en C. 42 (100.0 mg, 0.23 mmol) en DCM:
H20: TFA (1.0 mL: 1.0 mL: 1.0 mL). Se purificé por cromatografia en columna 2
veces (CHCIs: MeOH (50: 50)) obteniendo 43 como un aceite incoloro (23 mg,
24%). El valor de pureza por HPLC del compuesto 43 es de 73% (220 nm) y de
89% (250 nm) con un tiempo de retencion de 3.936 s. 'TH-RMN (400 MHz, MeOD)
0 8.18 (s, 1H), 8.14 (s, 1H), 7.40 — 7.32 (m, 2H), 7.33 - 7.26 (m, 3H), 6.02 (d, J
=4.2 Hz, 1H), 4.69 (dd, J=5.2,4.2 Hz, 1H), 4.39 (t, J=5.3 Hz, 1H), 4.34 (q, J =
5.5 Hz, 1H), 4.00 (s, 2H), 3.19(2H-por HSQC-RMN), 3.00 — 2.83 (m, 4H). 13C-
RMN (101 MHz, MeOD) & 156.01, 152.46, 148.95, 140.28, 129.73, 128.22,
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127.95, 119.42, 89.89, 80.78, 73.23, 72.28, 57.65, 54.30, 47.28, 9.33. Se
presume que la impureza presente es EtsN. HRMS m/z calculada ((M+H)*)
385.1983, observada 385.1983. [ap]: 8.7689.
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N, ]V
N OH
(1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol (35a)

Se utilizaron las condiciones descriptas en E. 1-Propargilalcohol (32) (0.52 mL,
8.9mmol), BnN3 (1304.2 mg, 9.8 mol), CuS04.5H20 (22.0 mg, 0.089 mmol) y
ascorbato de sodio (176.0 mg, 0.89 mmol), en tert-butanol:Agua (50:50) (20 mL).
Se extrajo con H20 (20 mL) y AcOEt (25 mL x 4). Se purificé por cromatografia
en columna (AcOEt MeOH 10%) obteniendo 35a como un sélido blanco (1.498
mg, 89%). TH-RMN (400 MHz, CDCl3) & 7.45 (s, 1H), 7.40 — 7.31 (m, 3H), 7.30 —
7.13 (m, 2H), 5.50 (s, 2H), 4.75 (s, 2H). 3C-RMN (101 MHz, CDCl3) & 148.17,
134.50, 129.15, 128.82, 128.14, 121.70, 56.34, 54.21.

>

N
N ]\/

N |
1-bencil-4-(iodometil)-1H-1,2,3-triazol (48a)

Se utilizaron las condiciones descriptas en F. 35a (200.0 mg, 1.06 mmol), PPhs
(444.2 mg, 1.69 mmol), imidazol (108.1 mg, 1.59 mmol), iodo (404.0 mg, 1.59
mmol) en DCM seco (8 mL). Se lavé con una solucién saturada de Na2S203.5H20
(60 mL) y se extrajo con DCM 30 mL x 4). Se purific6 por cromatografia en
columna (AcOEt:EP 50:50) obteniendo 48a como un sdlido blanco (276.1 mg,
87%). TH-RMN (400 MHz, CDCl3) 8 7.45 (s, 1H), 7.42 - 7.33 (m, 3H), 7.30 — 7.23
(m, 2H), 5.49 (s, 2H), 4.44 (s, 2H). '3C-RMN (101 MHz, CDCI3) & 146.15, 134.40,
129.34, 129.05, 128.28, 122.10, 54.44, -8.72.
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9-((3aR,4R,6R,6aR)-6-((((1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)metil)amino)metil)-
2,2-dimetiltetrahidrofuran[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)-9H-purin-6-amina (47a)

Se utilizaron las condiciones descriptas en G. 3 (281.0 mg, 0.9 mmol), 48a (275.0
mg, 0.9 mmol, 1 eq), DIPEA (0.13 mL, 0.9 mmol, 1 eq) en MeCN seco (5 mL).
Se purificd por cromatografia en columna (AcOEt MeOH 10%) obteniendo 47a
como un aceite amarillo (130.9 mg, 30%). '"H-RMN (400 MHz, CDCIz) 5 8.23 (s,
1H), 7.89 (s, 1H), 7.41 — 7.32 (m, 4H), 7.28 — 7.21 (m, 2H), 5.99 (d, J = 3.1 Hz,
1H), 5.78 (s, 2H), 5.49 (s, 2H-NH por HSQC-RMN), 5.47 — 5.35 (m, 1H), 5.03 (dd,
J=6.4,3.3Hz, 1H),4.43 -4.34 (m, 1H), 3.91 (d, J = 2.1 Hz, 2H), 3.09 — 2.84 (m,
2H), 1.60 (s, 3H), 1.37 (s, 3H). 3C-RMN (101 MHz, CDCIz) & 155.55, 153.11,
149.34, 146.50, 139.98, 134.63, 129.11, 128.74, 128.10, 121.72, 120.42, 114.67,
90.95, 85.39, 83.51, 82.28, 54.15, 50.79, 44.68, 27.29, 25.43.

o &~ \
NH
©ﬁN:N S oo NS
P
9-((3aR,4R,6R,6aR)-6-((((1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-
il)metil)(etil)amino)metil)-2,2-dimetiltetraidrofuran[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)-
9H-purin-6-amina (49a)

Se utilizaron las condiciones descriptas en B. 47a (270.0 mg, 0.56 mmol), K2COs3
(156.1 mg,1.13 mmol), bromuro de etilo (0.08 mL, 1.13 mmol) en DMF seco (5
mL). Se extrajo con H20 (70 mL) y AcOEt (30 mL x 4). Se purifico por
cromatografia en columna (DCM: MeOH 10%) obteniendo 49a como un aceite
amarillo (256.1 mg, 90%). "H-RMN (400 MHz, CDCI3) 8 8.32 (s, 1H), 7.94 (s, 1H),
747 -7.31(m, 4H), 7.24 - 7.17 (m, 2H), 6.04 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 5.74 (s ancho,
2H-NH por HSQC-RMN), 5.56 — 5.33 (m, 3H), 5.02 —4.70 (m, 1H), 4.38 (s ancho,
1H), 3.81 (s, 2H), 2.82 — 2.67 (m, 2H), 2.56 (q, J = 7.1 Hz, 2H), 1.58 (s, 3H), 1.37
(s, 3H), 1.02 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 3C-RMN (101 MHz, CDCI3) & 153.46, 151.12,
147.28,142.83, 138.02, 132.75, 127.04, 126.63, 125.92, 120.86, 118.27, 112.47,
88.67, 83.15, 81.86, 81.09, 52.76, 52.03, 46.53, 46.05, 25.14, 23.40, 9.50.
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(2R,3R,4S,5R)-2-(6-amino-9H-purin-9-il)-5-((((1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-

il)metil)(etil)amino)metil)tetrahidrofuran-3,4-diol (50a)

Se utilizaron las condiciones descriptas en C. 49a (245.0 mg, 0.48 mmol) en
DCM: H20: TFA (2.0 mL: 2.0 mL: 2.0 mL). Se purifico por cromatografia en
columna (DCM: MeOH 50:50) obteniendo 50a como un aceite amarillo (146.1
mg, 65%). El valor de pureza por HPLC del compuesto 50a es de 85% (220 nm)
y de 99% (250 nm) con un tiempo de retencion de 4.342 s. "H-RMN (400 MHz,
MeOD) 6 8.23 (s, 1H), 8.18 (s, 1H), 8.05 (s, 1H), 7.38 — 7.31 (m, 3H), 7.28 (dd, J
=7.5,2.1Hz 2H), 6.04 (d, J =4.4 Hz, 1H), 5.60 (d, J = 14.8 Hz, 1H), 5.53 (d, J
=14.8 Hz, 1H), 4.75 (t, J=4.7 Hz, 1H), 4.57 — 4.48 (m, 4H), 4.49 — 4.42 (m, 2H),
3.75 (dd, J = 13.8, 9.8 Hz, 1H), 3.53 (dd, J = 13.8, 2.5 Hz, 1H), 3.26 (q, J= 7.4
Hz, 2H), 1.35 (t, J = 7.2 Hz, 3H). '3C-RMN (101 MHz, MeOD) & 156.10, 152.48,
148.74, 140.74, 136.61, 134.96, 128.70, 128.34, 127.81, 126.50, 119.70, 90.68,
78.68, 73.04, 72.21, 54.19, 53.70, 48.72, 46.41, 8.12. HRMS m/z calculada
((M+H)*) 466.2310, observada 466.2307. [ap]: 6.74609.

N, |
\Nj\/\OH
2-(1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)etan-1-ol (35b)

Se utilizaron condiciones descriptas en E. 3-Butin-1-ol (33b) (0.38 mL, 5.0
mmol), BnN3 (665.0 mg, 5.0 mmol), CuS0O4.5H20 (12.0 mg, 0.05 mmol) y
ascorbato de sodio (99.0 mg, 0.5 mmol), en tert-butanol: Agua (14 mL). Se extrajo
con H20 (15 mL) y AcOEt (20 mL x 4). Se purifico por cromatografia en columna
(AcOEt:MeOH 10%) obteniendo 35a como un sélido blanco (762.0 mg, 75%).
TH-RMN (400 MHz, CDCI3) & 7.41 — 7.34 (m, 3H), 7.32 (s, 1H), 7.30 — 7.23 (m,
2H), 5.49 (s, 2H), 3.91 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.91 (t, J = 5.9 Hz, 2H). '*C-RMN (101
MHz, CDCl3) & 145.98, 134.68, 129.12, 128.75, 128.10, 121.53, 61.54, 54.12,
28.72.
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N cl

1-benzyl-4-(2-chloroethyl)-1H-1,2,3-triazole (37)

35b (100.0 mg, 0.49 mmol), se disolvié en SOCI2 (0.5 mL) sin agitaciéon. Luego
de 24hs se elimino el solvente a presion reducido. Se agrego tolueno y CHCIz y
se elimind el solvente a presion reducida. Se lavo con 5 mL de H20 con 1 mL de
EtsN y se extrajo con CHCI3 (10 mL x 3). Se purific6 por cromatografia en
columna (AcOEt), obteniendo 42 como un sélido blanco (103.5 mg, 95%). 'H-
RMN (400 MHz, CDCls) & 7.44 — 7.32 (m, 4H), 7.32 — 7.18 (m, 2H), 5.52 (s, 2H),
3.78 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.17 (t, J = 6.7 Hz, 2H). '*C-RMN (101 MHz, CDCIl3) &
144.69, 134.71, 129.13, 128.75, 128.02, 121.80, 54.13, 43.46, 29.38.

% ]\/\
N !
1-bencil-4-(2-iodoetil)-1H-1,2,3-triazol (48b)

Método 1: Se disolvido 37 (100.0 mg, 0.45 mmol) en acetona y se agreg6 Nal
(339.0 mg, 2.3 mmol, 5 eq) y se llevo a reflujo de un dia para el otro. Se lavé con
una solucién saturada de Na2S203.5H20 (30 mL) se extrajo con DCM (30 mL x
3). La fase organica se sec6 con Na2S0Oa4 anhidro, se filtré y se eliminé el solvente
a presion reducida. Se purificé por cromatografia en columna (AcOEt:EP 50:50).

Se obtiene 48b como un sdlido blanco (41.0 mg, 29%)

Método 2: Se utilizaron condiciones descriptas en F. 35b (500.0 mg, 2.5 mmol),
PPhs (1032.0 mg, 3.9 mmol), imidazol (251.0 mg, 3.7 mmol), iodo (937.0 mg, 3.7
mmol) en DCM seco (13 mL). Se extrajo con Na2S203.5H20 (40 mL) y DCM (25
mL x 4). Se purificd por cromatografia en columna (AcOEt:EP 40:60) obteniendo
48b como un aceite amarillo (759.1 mg, 97%). '"H-RMN (400 MHz, CDCl3) & 7.41-
7.43 (m, 3H), 7.34 (s, 1H), 7.31 - 7.19 (m, 2H), 5.52 (s, 2H), 3.42 (td, J=7.1, 0.9
Hz, 2H), 3.28 (t, J = 7.1 Hz, 2H). '3C-RMN (101 MHz, CDCI3) d 146.67, 134.74,
129.13, 128.74, 127.97, 121.22, 54.13, 30.25, 4.03.
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9-((3aR,4R,6R,6aR)-6-(((2-(1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)etil)amino)metil)-
2,2-dimetiltetrahidrofuran[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)-9H-purin-6-amina (47b)

Se utilizaron las condiciones descriptas en G. con 3 (248.0 mg, 0.8 mmol), 48b
(759.1 mg, 2.4 mmol), DIPEA (0.7 mL, 4.0 mmol) en MeCN seco (10 mL). Se
purificé por cromatografia en columna (AcOEt: MeOH 15%) obteniendo 47b
como un aceite amarillo (282.3 mg, 79%). "H-RMN (400 MHz, CDCI3) & 8.22 (s,
1H), 8.04 (s, 1H), 7.36 (s, 1H), 7.34 — 7.28 (m, 3H), 7.24 — 7.12 (m, 2H), 6.29 (s
ancho, 2H-NHz por HSQC-RMN), 6.10 (d, J = 2.8 Hz, 1H), 5.36 (s, 2H), 5.33 (dd,
J=6.3, 29 Hz, 1H), 5.22 (dd, J = 6.4, 3.2 Hz, 1H), 4.72 — 4.64 (m, 1H), 3.84 —
3.68 (m, 1H), 3.86 — 3.65 (m, 2H) , 3.26 (dd, J = 12.8, 3.7 Hz, 1H), 3.18 — 3.08
(m, 2H), 1.62 (s, 3H), 1.38 (s, 3H). '*C-RMN (101 MHz, CDCI3) & 155.32, 152.96,
148.45, 143.82, 140.17, 134.37, 129.09, 128.77, 128.11, 122.01, 119.68, 115.11,
91.15, 83.94, 82.51, 82.11, 54.13, 49.64, 47.77, 2717, 25.39, 23.27.

NII\I]\A © N/:N
N \%\(NHZ
P
9-((3aR,4R,6R,6aR)-6-(((2-(1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-
il)etil)(etil)Jamino)metil)-2,2-dimetiltetrahidrofuran[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)-9H-
purin-6-amina (49b)

Se utilizaron las condiciones descriptas en B. 47b (249.0 mg, 0.5 mmol), K2CO3
(140.0 mg, 1.0 mmol), bromuro de etilo (0.07 mL, 1.0 mmol) en DMF seco (5 mL).

Se lavd con H20 (70 mL) y se extrajo con AcOEt (30 mL x 4). Se purificd por

cromatografia en columna (DCM: MeOH 10%) obteniendo 49b como un aceite
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amarillo (101.0 mg, 39%). "TH-RMN (400 MHz, CDCl3) 5 8.34 (s, 1H), 7.89 (s, 1H),
7.37 — 7.32 (m, 3H), 7.27 (s, 1H), 7.25 — 7.22 (m, 2H), 6.03 (d, J = 2.1 Hz, 1H),
5.75 (s ancho, 2H), 5.49 — 5.41 (m, 3H), 4.97 (dd, J = 6.6, 3.4 Hz, 1H), 4.41 (s
ancho, 1H), 2.87 — 2.78 (m, 6H), 2.67 (s ancho, 2H), 1.60 (s, 3H), 1.37 (s, 3H),
0.97 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 3C-RMN (101 MHz, CDCl3) 3 155.51, 153.14, 149.22,
145.88, 140.17, 134.92, 129.06, 128.63, 127.97, 121.37, 120.33, 114.41, 90.98,
85.28, 83.86, 83.28, 55.10, 54.00, 53.11, 48.01, 27.13, 25.40, 23.16, 10.96.
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(2R,3R,4S,5R)-2-(6-amino-9H-purin-9-il)-5-(((2-(1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-
il)etil)(etillJamino)metil)tetrahidrofuran-3,4-diol (50b)

Se utilizaron las condiciones descriptas en C. 49b (245.0 mg, 0.47 mmol) en
DCM: H20: TFA (2.0 mL: 2.0 mL: 2.0 mL). Se purificé por cromatografia en
columna (DCM: MeOH 50:50) obteniendo 50b como un sélido blanco (146.0 mg,
65%). El valor de pureza por HPLC del compuesto 50b es de 70% (220 nm) y de
94% (250 nm) con un tiempo de retencion de 4.389 s. TH-RMN (400 MHz, MeOD)
0 8.20 (s, 1H), 8.15 (s, 1H), 7.70 (s, 1H), 7.39 — 7.30 (m, 3H), 7.32 — 7.23 (m,
2H), 6.01 (d, J=5.1 Hz, 1H), 5.47 (s, 2H), 4.86 (1H debajo de la senal del agua),
454 —-4.41 (m, 2H), 440 (t, J=4.6 Hz, 1H), 3.76 (t, J = 12.1 Hz, 1H), 3.57 (d, J
=13.7 Hz, 1H), 3.54 — 3.41 (m, 2H), 3.42 — 3.32 (m, 2H), 3.07 (t, J= 7.5 Hz, 2H),
1.30 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 3C-RMN (101 MHz, MeOD) & 157.57, 153.98, 150.21,
144.37, 142.30, 136.64, 130.08, 129.69, 129.22, 123.97, 121.26, 91.92, 80.28,
74.15, 73.75, 55.73, 55.02, 53.62 (por HSQC-RMN), 48.94 (por HSQC-RMN),
21.22,8.92. HRMS m/z calculada ((M+H)*) 480.2467, observada 480.2465. [ap]:
8.8614.
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N ]\/\/
N OH
3-(1-bencil-1H-1,2,3-triazol-4-il)propan-1-ol (35c)

Se utilizaron las condiciones descriptas en E. 4-pentin-1-ol (33¢) (0.5 mL, 5.0
mmol), BnN3 (665.0 mg, 5.0 mmol), CuS0O4.5H20 (12.0 mg, 0.05 mmol) y
ascorbato de sodio (100.0 mg, 0.5 mmol), en tert-butanol:Agua (50: 50) (16 mL).
Se extrajo con H20 (15 mL) y AcOEt (20 mL x 4). Se purificd por cromatografia
en columna (AcOEt:MeOH 10%) obteniendo 35¢ como un sélido blanco (923.0
mg, 85%). "H-RMN (400 MHz, CDCl3) 5 7.42 — 7.30 (m, 3H), 7.30 — 7.17 (m, 3H),
5.49 (s, 2H), 3.69 (t, J= 6.1 Hz, 2H), 2.80 (t, J= 7.3 Hz, 2H), 1.91 (tt, J=7.4, 6.1
Hz, 2H). 13C-RMN (101 MHz, CDCI3) & 147.97, 134.82, 129.11, 128.70, 128.02,
120.84, 61.89, 54.08, 31.90, 22.17.

Ni\ ]\/\/l
N
1-bencil-4-(3-iodopropil)-1H-1,2,3-triazol (48c)

Se utilizaron condiciones descriptas en F. con 35¢ (400.0 mg, 1.84 mmol), PPhs
(773.0 mg, 2.9 mmol), imidazol (188.0 mg, 2.7 mmol), iodo (701.0 mg, 2.7 mmol)
en DCM seco (15 mL). Se lavé con una solucion saturada de Na2S203.5H20 (40
mL) y se extrajo con DCM (25 mL x 4). Se purifico por cromatografia en columna
(AcOEt:EP 40:60) obteniendo 48c como un solido blanco (581.9 mg, 86%). 'H-
RMN (400 MHz, CDCl3z) & 7.43 — 7.31 (m, 3H), 7.30 — 7.20 (m, 3H), 5.50 (s, 2H),
3.20 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.81 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 2.18 (p, J = 6.9 Hz, 2H). 13C-
RMN (101 MHz, CDCIs) 6 146.55, 134.79, 129.13, 128.73, 128.02, 121.06, 54.10,
32.58, 26.31, 6.17.
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9-((3aR,4R,6R,6aR)-6-(((3-(1-bencil-1H-1,2,3-triazol-5-il)propil)amino)metil)-
2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)-9H-purin-6-amina (47c)

Se utilizaron las condiciones descriptas en G. con 3 (324.0 mg, 1.06 mmol), 48¢c
(5619.0 mg, 1.58 mmol. 1.5 eq), DIPEA (0.9 mL, 5.28 mmol) en MeCN seco (10
mL). Se purificé por cromatografia en columna (AcOEt MeOH 15%) obteniendo
47c¢c como un aceite amarillo (235.9 mg, 44%, calculado a partir del espectro de
"H-RMN). "H-RMN (400 MHz, CDCIs3) & 8.27 (s, 1H), 8.17 (s ancho, 1H), 7.40 (s,
1H), 7.38 — 7.28 (m, 3H), 7.26 — 7.20 (m, 2H), 6.12 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 5.45 (s,
2H), 5.30 (dd, J=6.3, 3.1 Hz, 1H), 5.25 (dd, J= 5.4, 2.5 Hz, 1H), 4.97 — 4.87 (m,
1H), 4.76-4.72 (m, 2H), 3.39-3.32 (m, 2H), 2.78 (q, J = 6.9 Hz, 2H), 2.38 — 2.17
(m, 2H), 1.61 (s, 3H), 1.37 (s, 3H). '*C-RMN (101 MHz, CDCI3) & 155.07, 152.90,
148.29 (por HMBC-RMN), 145.79, 140.32, 134.55, 129.57, 129.10, 128.71,
128.18, 121.83, 115.33, 91.04, 83.93, 82.14, 81.03, 54.20, 50.75, 48.09, 27.17,
25.41, 24.83, 23.13.

©\\ /:N
N O N NH;
N’ N 7
9-((3aR,4R,6R,6aR)-6-(((3-(1-bencil-1H-1,2,3-triazol-5-
il)propil)(etil)lamino)metil)-2,2-dimetiltetrahidrofuro[3,4-d][1,3]dioxol-4-il)-

9H-purin-6-amina (49c)

Se utilizaron las condiciones descriptas en B. 47¢ (236.0 mg, 0.47 mmol), K2COs3
(129.0 mg, 0.93 mmol), bromuro de etilo (0.07 mL, 0.93 mmol) en DMF seco (5
mL). Se purificé por cromatografia en columna (DCM: MeOH 10%) obteniendo
49c¢c como un aceite amarillo (90 mg, 36%). Se extrajo con H20 (70 mL) y AcOEt
(30 mL x 4). "TH-RMN (400 MHz, CDClI3) & 8.33 (s, 1H), 7.92 (s, 1H), 7.46 — 7.31
(m, 3H), 7.28 - 7.15 (m, 3H), 6.05 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 5.73 (s, 2H-NH por HSQC-
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RMN), 5.49 (s, 2H), 5.44 (s, 1H), 5.00 (s, 1H), 4.56 — 4.27 (m, 1H), 3.02 — 2.35
(m, 8H), 1.88 — 1.69 (m, 2H), 1.60 (s, 3H), 1.38 (s, 3H), 0.97 (s, 3H). 3C-RMN
(101 MHz, CDCls) & 154.48, 152.04, 148.00, 146.34, 139.07, 133.77, 127.96, 127.54,
126.91, 119.83, 119.20, 113.50, 89.84, 83.29, 82.69, 82.21, 53.59, 52.92, 51.74, 46.95,
26.02, 24.27, 23.76, 21.95, 9.27.

X

(2R,3R,4S,5R)-2-(6-amino-9H-purin-9-il)-5-(((3-(1-bencil-1H-1,2,3-triazol-5-
il)propil)(etil)lamino)metil)tetrahidrofuran-3,4-diol (50c)

/=N
O NH
N\%\\( 2
- N N

HO  OH

Se utilizaron las condiciones descriptas en C. 49¢ (90.0 mg, 0.17 mmol) en DCM:
H20: TFA (2.0 mL: 0.5 mL: 1.0 mL). Se purificé por cromatografia en columna
(DCM: MeOH 50:50) obteniendo 50c como un aceite incoloro (14.5 mg, 17%). El
valor de pureza por HPLC del compuesto 50c es de 96% (220 nm) y de 97%
(250 nm) con un tiempo de retencion de 4.535 s. 'H-RMN (400 MHz, MeOD) &
8.25 (s, 1H), 8.18 (s, 1H), 7.64 (s, 1H), 7.39 — 7.22 (m, 5H), 5.97 (d, J = 4.4 Hz,
1H), 5.52 (s, 2H), 4.72 (t, J = 4.8 Hz, 1H), 4.27 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 4.17 (dt, J =
6.7, 4.6 Hz, 1H), 2.95 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 2.74 — 2.55 (m, 6H), 1.88 — 1.73 (m,
2H), 1.01 (t, J = 7.1 Hz, 3H). 3C-RMN (101 MHz, MeOD) & 155.95, 152.49,
149.12, 147.59, 140.26, 135.52, 128.59, 128.11, 127.61, 121.86, 119.31, 89.41,
81.91, 73.19, 72.22, 55.31, 53.45, 52.76, 47.52, 25.48, 22.56, 9.95. HRMS m/z
calculada ((M+H)*) 494.2623 , observada 494.2616. [ap]: 0.7812.
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Capitulo 6: Estudios computacionales de los compuestos de interés frente a NS5-Mtasa-Den2.

Antecedentes

En los ultimos afos el desarrollo y aplicacion de herramientas computacionales
en el disefio de farmacos se han incrementado. Estas herramientas, entre otras
aplicaciones, permiten predecir propiedades del sistema proteina-ligando que

facilitan la propuesta de nuevos inhibidores.

Se pueden seguir varios enfoques al momento de utilizar dichas herramientas,
los cuales tienen en comun el determinar una relacion entre estructura y
actividad. Como ventaja principal al utilizar herramientas computacionales se
destaca la rapidez en evaluar una gran cantidad de compuestos, acelerando, por
ejemplo, la deteccion de compuestos lideres prometedores. Un claro ejemplo de
lo mencionado son los estudios realizados por cribado de alto rendimiento (HTS)
y por cribado basado en fragmentos. Estos implican la evaluacion de una
biblioteca de compuestos o fragmentos (moléculas de menor tamario), con el fin
de determinar las posibles interacciones frente al blanco enzimatico de interés.
Gracias a la automatizacion del proceso, se pueden evaluar una gran cantidad

de compuestos a gran velocidad.’

Para el estudio de estas interacciones proteina-ligando, asi como también para
la evaluacion de los compuestos seleccionados, se han desarrollado varias

técnicas computacionales con algoritmos sofisticados.?3 Algunas de estas son:

1- Relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR): Es una técnica que busca
relacionar las caracteristicas estructurales y las cualidades fisicas y quimicas
de los compuestos con la actividad experimental que estos presentan frente
al blanco de interés. Esto se logra utilizando descriptores para la obtencién de

una ecuacion matematica que cumpla dicho propdsito.

1 Shah, M.; Patel, M.; Shah, M.; Patel, M.; Prajapati, M. Intell. Pharm. 2024, 2 (5), 589-595.
2 Lin, X;; Li, X.; Lin, X. Molecules 2020, 25 (6), 1375.

3 Naithani, U.; Guleria, V. Front. Drug Discov. 2024, 4, 1362456.
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2- Acoplamiento molecular (docking): Se busca predecir la orientaciéon adecuada
del ligando respecto al receptor y las fuerzas que permiten dicha union. Con
el fin de obtener un complejo proteina-ligando para el analisis de las
interacciones existentes. Este estudio de docking se puede realizar de varias
formas: 1) docking rigido, donde la disposicion de la molécula no cambia; 2)
docking semiflexible, donde las moléculas varian en cierto rango. En general
el receptor se mantiene rigido y la molécula percibe los cambios
conformacionales; 3) docking flexible, donde el grado de libertad se aplica a

todo el sistema de simulacion.

3- Dinamica molecular (MD): permite realizar un desarrollo dinamico del
complejo proteina-ligando para evaluar su estabilidad, donde se simula el
movimiento de las moléculas a lo largo del tiempo, con el fin de obtener
informacion sobre la estabilidad, interaccién y cambios conformacionales del

complejo proteina-ligando.

Al utilizar estas técnicas se crea un modelo computacional que se aplica al
sistema proteina-ligando de interés, el cual debe ser optimizado en sus etapas
iniciales. Estos modelos, pueden emplear una o varias técnicas que
generalmente necesitan de un componente empirico. De esta forma, se logra
alcanzar un modelo de prediccidon de mayor precision para el problema en

estudio.

Cabe destacar que las métricas mas utilizadas para la evaluaciéon de los
resultados obtenidos al emplear el modelo computacional son la desviacion
cuadratica media y la fluctuacion cuadratica media.* El calculo de los valores de
la desviacion cuadratica media (RMSD) se utilizan al medir las diferencias entre
conformaciones o estructuras, mientras que los valores de fluctuacion cuadratica
media (RMSF) se utilizan para medir el desplazamiento de un atomo o grupo de
atomos en particular. Como regla general, mayores valores de RMSD
representan una diferencia mayor entre las estructuras comparadas, mientras

que mayores valores de RMSF representan una mayor flexibilidad del sistema.

4 Martinez, L. PLOS ONE 2015, 10 (3), e0119264.
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6.1. Primeras aproximaciones al modelo de docking.

Como primera aproximacion al modelo de docking, se comenzé con la busqueda
en el pdb de una estructura cristalina adecuada. Se seleccion6 del pdb la
estructura cristalina 1L9K, que presenta a la enzima de interés NS5-Mtasa-Den2
co-cristalizada con el SAH en el bolsillo del co-factor. Posteriormente, se
comenzaron las primeras pruebas para la puesta a punto del modelo
computacional de docking, lo que incluyo la eleccion del programa de docking

asi como, la optimizacién del modelo.

6.1.1. Eleccién del programa:

Se utilizaron varios programas de simulacion de docking con el fin de encontrar
el mas adecuado para nuestro sistema. Esto se llevd a cabo ya que cada uno de
éstos presenta diferentes algoritmos de posicionamiento y minimizacion de las

poses generadas.

Lo que se busco, en una primera aproximacion, fue recrear la pose que adopta
el ligando al estar co-cristalizado con la proteina. Para esto se trato el archivo
del cristal, donde se eliminaron las moléculas de agua y sales presentes para
luego aplicar una minimizacion de energia (Ver parte experimental). A esta
estructura se la denominé 1L9K-1. Por otra parte, se extrajo la estructura del
SAH presente en el cristal, sin alterar la conformacién del mismo y se la designé
como SAH-1L9K.

Los programas utilizados fueron: MOE, Autodock,® y Autodock-Vina.® Al utilizar
estos 3 programas con las condiciones estandares que presentan cada uno de
ellos, no se pudo recrear la pose del SAH presente en el cristal reportado en el

pdb (datos no mostrados). Por este motivo se recurrio a la estrategia de utilizar

5 Morris, G. M.; Huey, R.; Lindstrom, W.; Sanner, M. F.; Belew, R. K.; Goodsell, D. S.; Olson, A. J. J.
Comput. Chem. 2009, 30 (16), 2785-2791.

6 Trott, O.; Olson, A. J. J. Comput. Chem. 2010, 31 (2), 455-461.
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el programa MOE acoplando los algoritmos del programa GOLD,’” para realizar
las simulaciones de docking. Con estas nuevas condiciones fue posible recrear
la pose del SAH co-cristalizado (SAH-1L9K) reportada en el pdb (1L9K). Al
calcular el valor de RMSD de la pose de docking obtenida en estas condiciones
en relacion con la pose reportada en el cristal, se obtuvo un valor de 0.7482 A,
lo cual es un valor aceptable para continuar con las siguientes etapas. (Figura
6.1)

En general, en estudios computacionales se considera que todo valor de RMSD
menos a 2 A es aceptable para determinar que dos estructuras son muy

similares.8

X
SAH-1L9K " RMSD=(.7482

Figura 6.1: Pose de docking lograda con MOE-GOLD superpuesta a la estructura de SAH

reportada en el cristal.

En base a los resultados obtenidos, se decidié utilizar este acople de los
programas MOE-GOLD para continuar con la optimizacion del modelo de
docking a utilizar.

7  Verdonk, M. L.; Cole, J. C.; Hartshorn, M. J.; Murray, C. W.; Taylor, R. D. Proteins Struct. Funct.
Bioinforma. 2003, 52 (4), 609-623.

8  Castro-Alvarez, A.; Costa, A.; Vilarrasa, J. Molecules 2017, 22 (1), 136.
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6.1.2. Optimizacion del modelo de docking:

6.1.2.1. Conformacién de partida:

Una vez seleccionado el programa, se decidié probar distintas posiciones
iniciales en la conformacion del ligando, ya que al utilizar la misma conformacion
que presenta el ligando en la estructura cristalografica se agrega un sesgo en
los resultados obtenidos. Se realizaron dos experimentos de docking para
determinar la influencia de la conformacion de partida, utilizando como sitio de

posicionamiento el SAH del cristal.

1) EIl primero se realiza con el ligando extraido del cristal, sometido a una

minimizacién de energia con MOE (SAH-1L9K-Minimizado).

2) El segundo es la estructura del SAH dibujada utilizando el programa
Chemdraw, también sometido a una minimizaciéon de energia con el

programa de MOE (SAH-Chemdraw-Minimizacién).

Las poses resultantes fueron superpuestas a la del cristal y se les calcul6 el valor
de RMSD. A modo de comparacién, se agregaron los resultados obtenidos para

SAH-1L9K, el primer ensayo realizado (Tabla 6.1 y Figura 6.2).

1L9K-1
Estructura RMSD (A)
SAH-1L9K 0.7482
SAH-1L9K-Minimizado 0.9566

SAH-Chemdraw-

Minimizado

1.1516

Tabla 6.1: Valores de RMSD en A de la mejor posicién de docking obtenida al utilizar la enzima
1L9K-1 y diferentes conformaciones de partida del SAH respecto a la posicion reportada del SAH
en la estructura del pdb (1L9K).
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Se puede observar como la mejor pose obtenida de docking se presenta al
utilizar el ligando en la conformacién reportada en cristal, lo que era de esperar
ya que se esta partiendo de la posicion a la que se quiere llegar. Por otra parte,
los resultados de las demas conformaciones son alentadores, ya que no
presentaron grandes diferencias a la pose de referencia del SAH reportada en el
cristal. Como ya se menciond, un valor de RMSD de 2 A se considera aceptable,
por lo cual los resultados obtenidos en los tres casos se consideraron aceptables.
En particular, la pose de inicio utilizada en SAH-Chemdraw-Minimizado es la que
presenta menos sesgo, sumado al hecho de que nuestros compuestos de interés
tendran este mismo tratamiento, se decidid optar por esta conformacién de

partida al evaluar los compuestos de intereés.
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FjR.\I SD=0.7482

’.&"
%
SAH-1L9K-Minimizage MSD=0.9566

N 4

RMSD=1.1516

Figura 6.2: Mejor pose de docking obtenida para el SAH en distintas conformaciones de partida
superpuesto al SAH del cristal, con su correspondiente valor de RMSD (A). Este docking se
realizd con la enzima 1L9K-1, utilizando como sitio de posicionamiento el SAH del cristal. a) SAH-
1L9K: SAH con la conformacion proveniente del pdb, b) SAH-1L9K-Minimizado: SAH proveniente
del pdb al cual se le realizé una minimizacién de energia con MOE. c) SAH-Chemdraw-

Minimizado: estructura dibujada en el chemdraw y sometida a una minimizacién de energia con
MOE.
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6.1.2.2. Optimizacion del bolsillo a utilizar:

A pesar de lo prometedor de los datos anteriores, se decidié mejorar la prediccion
de las poses de docking, ya que, al tratarse de estructuras cristalizadas,
presentan aguas residuales que son propias de este proceso y pueden interferir

al momento de encontrar la mejor pose.

En una primera instancia se decidio eliminar todas las moléculas de agua y sales
con el fin de simplificar los calculos computacionales. Sin embargo, pueden
existir moléculas que sean propias del bolsillo y que interaccionen con el SAH,

por lo cual seria necesario incluirlas en este analisis.

Se compararon distintas estructuras reportadas en el pdb con el fin de determinar
cuales son las moléculas que se conservan. A partir de esto se decidié conservar
cuatro moléculas de agua: 910, 940, 955 y 956. Esta nueva estructura se

denominé como 1L9K-2. (Figura 6.3)

Figura 6.3: Bolsillo utilizado para el docking. Este es el bolsillo de la enzima para el cofactor en

1L9K-2, en la que se conservaron 4 moléculas de agua.

Se realiz6 el docking utilizando este nuevo archivo de la proteina 1L9K-2, donde
luego de seleccionar las mejores poses de docking por inspeccion visual se

calculd el valor de RMSD para cada una de las conformaciones ensayadas
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anteriormente:  SAH-1L9K, SAH-1L9K-Minimizado y SAH-Chemdraw-
Minimizacién. Estos valores de RMSD se presentan en la Tabla 6.2 y la

superposicion de las poses obtenidas respecto a la original en la Figura 6.4.

Estructura 1L9K-1 RMSD (A) [ 1L9K- 2 RMSD (A)
SAH-1L9K 0.7482 0.5950
SAH-1L9K-Minimizado 0.9566 0.4311

SAH-Chemdraw-

Minimizado

1.1516 0.9775

Tabla 6.2: Valores de RMSD en A de la mejor posicién de docking obtenida al utilizar la enzima
1L9K-1 y 1L9K-2 para las diferentes conformaciones de partida del SAH respecto a la posicién
reportada del SAH en la estructura del pdb (1L9K).

Se puede apreciar que al conservar estas moléculas de agua se puede recrear
la pose de docking del SAH del cristal con valores de RMSD menores, es decir
con mejores resultados, para todas las conformaciones de partida

seleccionadas.

Por esta razon, se decidié continuar con la estructura 1L9K-2, que presenta las
cuatro moléculas de agua, para continuar con la optimizacién del modelo de

docking.
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SAH11 9K-Minimizado-Sitio:Bolsillo RMSD=0.4311
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Figura 6.4: Mejor pose de docking obtenida para el SAH en distintas conformaciones de partida
superpuesto al SAH del cristal, con su correspondiente valor de RMSD (A). Este docking se
realizd con la enzima 1L9K-2, utilizando como sitio de posicionamiento el bolsillo del SAM. a)
SAH-1L9K: SAH con la conformacion proveniente del pdb, b) SAH-1L9K-Minimizado: SAH
proveniente del pdb (1L9K) al cual se le realizé una minimizaciéon de energia con MOE. c) SAH-
Chemdraw-Minimizado: estructura dibujada en el chemdraw y sometida a una minimizacion de
energia con MOE.

291



Capitulo 6: Estudios computacionales de los compuestos de interés frente a NS5-Mtasa-Den2.

6.1.2.3. Optimizacion del sitio de posicionamiento:

El programa utilizado para el docking (MOE), permite focalizar el sitio donde se
quiere realizar el posicionamiento de docking. Para este ensayo se decidio
seleccionar como conformacion inicial SAH-1L9K (conformacién reportada en el
cristal), con el fin de comparar unicamente la influencia del posicionamiento

seleccionado en el programa MOE.

En los ensayos anteriores se utilizo como sitio de docking el bolsillo de SAH, lo
que puede presentar cierto sesgo ya que no se le otorga libertad al modelo de
seleccionar el lugar de anclaje. Por este motivo, se decidi6 ensayar otras
opciones de sitio como lo son: el ligando, en nuestro caso es la molécula de SAH,
el bolsillo del SAH, los “dummys” atomos y el receptor en su totalidad. De esta

forma se ensayaron los posicionamientos de mayor a menor restriccion.

Con respecto a los “dummys” atomos, se pueden definir como una zona
seleccionada en la enzima a partir de una funcion del programa MOE que actua

reconociendo sitios de unién (Site finder).

SITIO EN 19LK-2

Sitio RMSD (A)
Ligando 0.4294
Bolsillo 0.5950

Site Finder 0.7952

Receptor 0.5924

Tabla 6.3: Se presentan los valores de RMSD en A de la mejor posicion de docking obtenida al
utilizar la enzima 1L9K-2 para la conformacion de partida del SAH (SAH-1L9K) respecto a la
posicion reportada del SAH en la estructura del pdb (1L9K), utilizando distintas restricciones de

posicionamiento al realizar el docking.
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En la figura 6.5 y en la Tabla 6.3 se muestran los resultados obtenidos, con sus
respectivos valores de RMSD obtenidos respecto a la pose del SAH del cristal.
De estos, se puede determinar que, al otorgarle mas libertad al programa al
momento de posicionar el ligando, las poses de docking obtenidas presentan

valores de RMSD muy similares entre ellas.

Se decidi6 seleccionar el bolsillo de union del SAH como restriccion del sitio de
posicionamiento en el programa MOE, ya que presenta un RMSD de 0,59 A,
siendo igual al obtenido al seleccionar todo el receptor (0.59 A). Se puede
comprobar asi, que la introduccidén del sesgo al seleccionar el bolsillo no es
significativa. Sin embargo, el tiempo computacional requerido para realizar el
docking seleccionando el bolsillo es mucho menor que al seleccionar el receptor
en su totalidad. Si bien esto no afecta de manera significativa esta optimizacion,
al momento de analizar varios ligandos el tiempo requerido para obtener las

posiciones de docking cobra mayor importancia.
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Figura 6.5: En la parte superior de cada seccion se encuentra la mejor pose de docking
superpuestas a la conformacién reportada en el pdb (1L9K), con su correspondiente valor de
RMSD (A). Estos ensayos se realizaron al fijar distintos sitios de posicionamiento en el programa.
En la parte inferior se encuentra en color blanco el sitio de posicionamiento que el programa
reconoce en cada docking. a) Selecciond el SAH del cristal. b) Se selecciond el bolsillo del SAM.
c) Se seleccionod los “dummys” atomos (usando el Site Finder). d) Se seleccioné el receptor,

siendo este el menos restrictivo de las opciones analizadas.
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6.1.3. Validaciéon del método de docking MOE-GOLD:

La validaciéon del modelo de docking se puede realizar de dos formas, una de
ellas es reproduciendo los resultados reportados en la estructura cristalografica
del pdb. Mientras que la otra se realiza utilizando una proteina o ligando no
empleado en la optimizacion y se evalua la capacidad del modelo de reproducir
los resultados reportados para esta nueva proteina o ligando. Estas validaciones

se conocen como re-docking y docking cruzado respectivamente.®

i RE-DOCKING
$o 2
gy ;
& Sy o Y B D ¥
u: ;” Modelo de Docking o on NaM % e
S = opos Pose de docking obtenida Pose cristalografica del
¢ para: SAH SAH en 1L9K
SAH
- DOCKING CRUZADO
s
PR, 3 f’ .
~UA N
, = -
& Vﬁ L 3 T4 : . : R - " '; a N " i " ‘; O " o
1L9K-2 ModelodeDocking '~ 1 v % YT Vg o
3 Ot Pose de docking obtenida Pose cristalografica del
para: SAM SAM en 5ZQK
SAM

Figura 6.6: Esquema de las validaciones realizadas: Re-docking y Docking cruzado.

Al realizar la validacion re-docking, se debe de replicar la pose del ligando co-
cristalizado en el pdb del blanco de interés. Esto fue realizado en los puntos
anteriores al optimizar el modelo, donde se utiliz6 SAH-Chemdraw-Minimizado
como configuracion de partida, la proteina 1L9K-2 y el sitio de posicionamiento
seleccionado fue el del bolsillo del co-factor. (Figura 6.6)

Para la segunda parte de validacion realizamos un docking cruzado para el cual
seleccionamos la estructura del pdb: 5ZQK, donde se reportd la estructura de

NS5-Mtasa-DEN2 co-cristalizada con SAM, por lo que, se realizé el docking de

Salmaso, V.; Sturlese, M.; Cuzzolin, A.; Moro, S. J. Comput. Aided Mol. Des. 2018, 32 (1), 251-264
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la estructura de SAM con las condiciones optimizadas anteriormente utilizando
la enzima 1L9K-2 y como sitio de posicionamiento el bolsillo del co-factor. Una
vez que se obtuvo la mejor pose de docking, esta se compard con la pose
reportada para el SAM en el cristal 5ZQK. Esto se realiza con el fin de verificar
que el modelo puede predecir la pose de un compuesto cualquiera. La ventaja
de utilizar el SAM es que se conoce la pose que adopta en la NS5-Mtasa-Den2

ya que esta reportada en el pdb (5ZQK), (Figura 6.6).

Se utilizaron dos conformaciones distintas de partida para el SAM, una es la
proveniente del pdb 5ZQK, sometido a una minimizacion (SAM-5ZQK-
Minimizacién) y la otra fue el SAM dibujado en el Chemdraw, sometido a una

minimizacién de energia (SAM-Chemdraw-Minimizacion).

En la figura 6.7 y en |la Tabla 6.4 se observan los resultados obtenidos en las dos

validaciones realizadas (Re-Docking y docking cruzado)

VALIDACION

Re-Docking Docking

Estructura
RMSD (A) | Cruzado RMSD (A)

SAH-Chemdraw-

Minimizado

0.9775 -

SAM-5ZQK-Minimizado - 0.4139

SAM-Chemdraw-

Minimizado

- 0.9384

Tabla 6.4: Valores de RMSD en A de la mejor posicion de docking obtenida al utilizar la enzima
1L9K-2 para la conformacion de partida del SAH (SAH-1L9K) respecto a la posicién reportada
del SAH en la estructura del pdb (1L9K). Adicionalmente, se muestran los valores de RMSD en
A de la mejor posicion de docking obtenida al utilizar la enzima 1L9K-2 para diferentes
conformaciones de partida SAM (SAM-5ZQK-Minimizado y SAM-Chemdraw-Minimizado)

respecto a la posicion reportada del SAM en la estructura del pdb (5ZQK).
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Los valores obtenidos de RMSD para las 2 conformaciones iniciales de SAM son
aceptables. Se puede apreciar que, al igual que en el caso del SAH, al utilizar la
conformacién de SAM que se presenta en el cristal el resultado de RMSD es

menor, ya que existe cierto grado de sesgo debido a la conformacion de partida.

A partir de estos resultados, se logro validar el modelo de docking ya que este
es capaz de reproducir con valores aceptables de RMSD (menor a 2 A) la pose
reportada en la estructura cristalografica del pdb tanto para el ligando SAH (re-

docking) como el SAM (docking cruzado).
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SAR-Chemdsw-Minimizado-Bolsillo RMSD=0.9775
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Figura 6.7 Validacion del modelo. En a) se presenta la pose obtenida del re-docking en
superposicion con la pose reportada en el cristal 1L9K. En b) y ¢) se presenta la pose obtenida
del SAM posicionada en 1L9K, superpuesta con la conformacion reportada del SAM en el cristal
5ZQK. Se utilizan diferentes conformaciones de partida: b) SAM-5ZQK-Minimizado: SAH
proveniente del pdb (5ZQK) al cual se le realizé una minimizacion de energia con MOE. c) SAM-
Chemdraw-Minimizado: estructura dibujada en el chemdraw y sometida a una minimizacién de

energia con MOE.
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6.2. Estudio del poder predictivo

6.2.1. Estudio del poder predictivo del modelo: docking.

Una vez realizada la validacion del modelo de docking continuamos con la
evaluacion del poder predictivo del mismo. Para esto realizamos una busqueda
bibliografica de los inhibidores reportados en bibliografia para la enzima de
interés. Entre estos seleccionamos los compuestos sintetizados y evaluados por
Lim et al.’® Estos fueron elegidos ya que presentan una estructura similar al
SAM, manteniendo la base de adenosina y variando los sustituyentes de la
amina en la purina, (Figura 6.8). Los compuestos fueron evaluados frente a
distintas metiltransferasas, entre ellas la del virus del dengue, serotipo 3, donde
los autores realizaron un analisis cinético a partir de un ensayo de proximidad de
centelleo (SPA). En este ensayo, se suele inmovilizar al receptor de interés en
unas perlas de SPA (en este caso lo autores utilizaron perlas de estreptavidina);
cuando un ligando radiomarcado (en este caso el 3H-SAM) se une al receptor, la
proximidad que experimenta este ligando a la perla estimula el centelleo dentro
de dicha perla emitiendo luz. Si el ligando no se une al receptor, este se
encuentra demasiado lejos para transferir energia a la perla, por lo que no es
detectado. De esta forma, los autores fueron capaces de estudiar la cinética de
la reaccion, obteniendo asi los valores de la constante de inhibicion (Ki)
correspondientes a los compuestos propuestos para ambas metilaciones (la
metilacién de la guanosina en posicion N7 y la metilacion de la adenosina en
posicién 2’0) (Tabla 6.5)."

10 Lim, S. P,; Sonntag, L. S.; Noble, C.; Nilar, S. H.; Ng, R. H.; Zou, G.; Monaghan, P.; Chung, K. Y;;
Dong, H.; Liu, B.; Bodenreider, C.; Lee, G.; Ding, M.; Chan, W. L.; Wang, G.; Jian, Y. L.; Chao, A. T;
Lescar, J.; Yin, Z.; Vedananda, T. R.; Keller, T. H.; Shi, P.-Y. J. Biol. Chem. 2011, 286 (8), 6233—
6240.

1 Lim, S.; Wen, D.; Yap, T.; Yan, C.; Lescar, J.; Vasudevan, S. Antiviral Res. 2008, 80 (3), 360—369.
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Figura 6.8: Estructuras de: a) SAH, b) SFG y c) los analogos propuestos y sintetizados por Lim
etal.’9del 1al 12.
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Compuesto Ki para la metilacion en N7 | Ki para la metilacion en 2'0

(M) (M)

1 5,91 1,51
2 21,94 207
3 10,86 3.45
4 2,10 0,52
5 8,26 210
6 6,03 4.23
/ 0,85 0,28
8 1,76 0,75
9 2,15 0.15
10 0,82 0,17
11 0,77 0.19
12 1,30 0,20
SAH 3.19 0,57

Tabla 6.5: Valores de los Ki reportados por los autores Lim et al.'% para la metilacion en posicién

N7 y la posicion 2’0 de los compuestos del 1 al 12 y el SAH frente a NS5-Mtasa-Den3.

Si bien los compuestos fueron evaluados contra la enzima metiltransferasa de la
subunidad NS5 del virus del dengue, serotipo 3 (NS5-Mtasa-Den3), se ha
reportado que las metiltransferasas de los flavivirus se encuentran altamente
conservadas.'? Ya que las enzimas presentan un alto grado de similitud, los
resultados y conclusiones obtenidos utilizando la enzima NS5-Mtasa-Den3 se
pueden trasladar a nuestro sistema de interés (NS5-Mtasa-Den2) por homologia

de las enzimas utilizadas.

Ya que se contaba con la estructura de los compuestos y un valor experimental
de inhibicidon reportado para cada uno de estos, comenzamos con la evaluacion

del poder predictivo del modelo de docking.

Para esto, se aplicé el modelo de docking optimizado con anterioridad a estos

compuestos. Se comenzo dibujando todas las estructuras de los compuestos en

12 Dong, H.; Zhang, B.; Shi, P.-Y. Target. Antiviral Res. 2008, 80 (1), 1-10.
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chemdraw para luego pasar estas al programa de MOE vy aplicar la minimizacién

de energia correspondiente.

El docking de estos compuestos se realizo frente a la enzima 5EHI reportada en
el pdb para la NS5-Mtasa-Den3 co-cristalizada con el co-factor SAM. A esta
estructura se le realizé el mismo tratamiento que el optimizado para el 1L9K-2.
En este caso, se seleccionaron las moléculas de agua 4110, 4114, 4115, y 4430
(Figura 6.9), se aplicé el campo de fuerza Amber12 y se protoné la proteina
utilizando la opcién de protonate3d, para finalizar con una minimizacion de
energia del sistema. De esto, se obtuvieron 5 poses de docking para cada uno
de estos compuestos y se seleccion6 la pose mas adecuada por inspeccion

visual.

Al realizar el docking, el programa calcula un valor de S (score), que es una
puntuacion otorgada a ese sistema proteina-ligando el cual se basa en la energia
de unién, el adecuado posicionamiento del ligando en el receptor y la
hidrofobicidad. En base a este valor, se puede adjudicar un orden a los
compuestos evaluados, ya que un menor valor de S significaria una mayor

afinidad entre la proteina y el ligando.

Figura 6.9: Se muestra el bolsillo utilizado para el docking. Este es el bolsillo de la enzima para

el cofactor SAM en 5EHI, en la que se conservaron 4 moléculas de agua.
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Ki parala Ki para la
Compuesto S. Compuesto metilacion Compuesto metilacion
docking en N7 en 2'0
(UM) UM)

9 -9,6415 11 0,77 9 0,15
SFG -9.2557 10 0,82 10 0,17
SAH -9,0600 7 0,85 11 0,19

7 -8,9643 12 1,30 12 0,20

10 -8,9585 8 1,76 7 0,28

4 -8,8107 4 2,10 4 0,52

8 -8,6079 9 2,15 SAH 0,57

12 -8,5186 SAH 3,19 8 0,75

11 -8,5073 1 591 1 1,51

5 -8,3706 6 6,03 2 2,07

1 -8,2786 5 8,26 5 2,10

6 -8,1575 3 10,86 3 3,45

3 -8,0155 2 21,94 6 4,23

2 -7,8805

Tabla 6.6: Se muestran los valores de S obtenidos con el programa de docking, y los valores de
Ki para los compuestos analizados por los autores Lim et al.'® Los compuestos se encuentran

ordenados de menor a mayor valor en las 3 situaciones mencionadas.

En la tabla 6.6 se muestran los resultados obtenidos de S en las condiciones de
docking ensayadas. Estos valores se ordenaron de menor a mayor y se
compararon con los valores de Ki obtenidos para cada compuesto. Como ya se
ha mencionado, el SAH tiene la capacidad de actuar en las metiltransferasas
dependientes de SAM como regulador negativo,’® por lo que se conoce que el
SAH presenta cierto grado de afinidad al receptor. Debido a esto, seleccionamos
al SAH como punto de corte para el estudio del poder predictivo. Es decir que
todos los compuestos que presentaban valores de Ki menores al SAH se
consideraron buenos inhibidores de la NS5-Mtasa-Den3, mientras que, aquellos
compuestos cuyo valor de Ki era mayor que el del SAH no se consideraron

inhibidores.

13 Saavedra, O. M.; Isakovic, L.; Llewellyn, D. B.; Zhan, L.; Bernstein, N.; Claridge, S.; Raeppel, F,;
Vaisburg, A.; Elowe, N.; Petschner, A. J.; Rahil, J.; Beaulieu, N.; MacLeod, A. R.; Delorme, D.; Besterman,
J. M.; Wahhab, A. Bioorg. Med. Chem. Lett. 2009, 19 (10), 2747-2751.
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Con el punto de corte seleccionado, se ordenaron los valores de Ki para ambas
metilaciones y se compararon estos con los valores obtenidos de S.
Adicionalmente, se agrego en el estudio el compuesto SFG (Figura 6.8), el cual
se ha reportado como inhibidor de este tipo de enzimas metiltransferasas. Si bien
este compuesto no fue evaluado por los autores, es de esperarse que presente

un valor de Ki menor al SAH.

Analizando los resultados obtenidos se observo que, segun el programa de
docking, el SFG presentaria una afinidad mayor que el SAH, como era de
esperarse y que el unico compuesto evaluado por los autores que presentaria
afinidad por el receptor seria el compuesto 9. Si observamos los valores de Ki
de la metilacion en N7 los compuestos que presentarian afinidad por el receptor,
serian los compuestos: 11, 10, 7, 12, 8, 4, 9. En el caso de la metilacion en 2’0,
estos compuestos serian 9, 10, 11, 12, 7, 4. Si bien el compuesto 9 presenta una
alta afinidad en la metilacion 2’0 y una afinidad media-baja en la metilacion en
N7, este es el unico valor correcto que predijo el modelo de docking, generando

de esta forma, entre 5 y 6 falsos negativos en este estudio.

De acuerdo con lo especificado, se determin6 que el modelo de docking no pudo
recrear el orden de inhibicion presentado por el Ki en ninguna de las metilaciones
de NS5-Mtasa-Den3, donde la mayoria de los valores que presentan mayor

inhibiciéon que el SAH el programa los determina como no activos.

Es importante resaltar que los valores de S calculados por el programa de
docking son una puntuacion empirica y puede que no siempre refleje la afinidad
de union real. Por esto, se suele recurrir a otros experimentos computacionales
con el fin de predecir con mayor exactitud las energias de enlace y corroborar

que la unién del ligando a la proteina sea estable.

304



Capitulo 6: Estudios computacionales de los compuestos de interés frente a NS5-Mtasa-Den2.

6.2.2. Estudio del poder predictivo del modelo: Dinamica molecular

A partir de los datos obtenidos segun la pose de docking se decidio recurrir a una
dinamica molecular. En este tipo de simulaciones se deja evolucionar en el

tiempo el sistema proteina-ligando, obteniéndose mas informacion.

Para esto, se prepararon los archivos correspondientes para la realizacion de las
simulaciones de dinamica molecular. Se comenzo con la simulacién en una caja
de agua que contenia al complejo proteina-ligando obtenido de la simulacion de
docking. Este sistema se sometio a la simulacion que constd de cuatro etapas.
La primera fue la etapa de minimizacién (10ps), seguida de una etapa de
“annealing” o calentamiento (T=300k, 28.8ps), para luego tener una etapa de
equilibracién (1ns) y por ultimo la dinamica molecular en si misma (5ns). En esta
ultima etapa, se deja la enzima sin restricciones por lo cual el sistema evoluciona

con libertad.

Una vez obtenidas las trayectorias de la dinamica, se realizaron varios estudios
respecto a si el sistema se comportd como era de esperarse. Para eso
graficamos la energia cinética vs tiempo (ns), la energia de VDW vs tiempo (ns)
y la energia total del sistema vs tiempo (ns), para comprobar que el sistema total
llegd a equilibrio luego de los 5ns de dinamica molecular. A modo de ejemplo se
interpreta a continuacion las graficas para uno de estos analogos, los demas

compuestos presentaron un comportamiento similar.
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Energia total del sistema-Compuesto 1

Energia cinética-Compuesto 1

Energia total de la dinamica molecular

200 M

Energia de VOW-Compuestol

‘ g ‘ \ Energia total del ultimo ns de dinamica molecular
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Figura 6.10 Graficas de energia obtenidas para el compuesto 1, luego de la dinamica molecular.,
donde se presentan las graficas de: energia cinética vs tiempo (ns) y la energia de VDW vs
tiempo (ns) de lado izquierdo. En el lado derecho se encuentran las graficas de la energia total
del sistema vs tiempo (ns): Para todas las etapas de simulacién, para la dindmica molecular y
para el ultimo nanosegundo de la dinamica molecular.

A partir de las graficas obtenidas, reportadas en la figura 6.10, se determiné que
el sistema llegé a equilibrio ya que los graficos alcanzaron un grafico paralelo al
eje x al momento de realizar los 5ns de dinamica molecular. Esta meseta
determina que la energia del sistema se mantuvo constante por lo cual se podria
afirmar que el sistema permanecio estable y la simulacion se llevo a cabo como
era de esperarse. Si, por ejemplo, la caja de agua colapsase al momento de la

simulacién, que es algo inesperado, se haria notorio en estas graficas.

Observando la gréafica de la energia total del sistema vs tiempo (ns) para todas
las etapas de simulacion se observa que presenta un comportamiento
caracteristico. Al comienzo la energia del sistema disminuye ya que se
corresponde con la etapa de la minimizaciéon de la energia. La siguiente etapa
corresponde al annealing (calentamiento) por lo que en la grafica se observa un
aumento de la energia, la cual posteriormente se estabiliza en la etapa de

equilibrio continuando estable a lo largo de la simulacién de dinamica molecular.
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Estas graficas nos muestran la energia total del sistema, pero no nos da una idea
clara de lo que paso con la proteina o el ligando a lo largo de la simulacion. Para
esto se realizan las graficas de fluctuacién cuadratica media (RMSF) para cada

punto de la dinamica (frame):

RMSF de la porteina-Compuesto 1

1,8
1,6
1,4
1,2

]
0,8
0,6 -
0,4

0,2 P

0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

RMSF (A)

Frames

Grafica 6.1: RMSF vs frames para la porteina para el compuesto 1.

El RMSF de la proteina a lo largo de toda la simulacién para el compuesto 1 se
mantiene menor a 2A, y no presenta diferencias significativas a lo esperado. Se
observo que la flexibilidad de la proteina aumenta en la etapa de “annealing”, lo
que es de esperarse al someter al sistema a mayores temperaturas. En la etapa
de dinamica, se presentaron una mayor cantidad de fluctuaciones que en las
etapas anteriores ya que el sistema pierde las restricciones aumentando el grado

de movimiento del sistema.

Adicionalmente, se realizé la grafica de RMSF de cada carbono alfa de los
residuos de la proteina. Esto se realizd para cada etapa por separado (figura

6.11) y para el total de las etapas (Figura 6.12)
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RMSF para los residuos de |la proteina: Compuesto 1
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Figura 6.11 Se muestran las graficas de RMSF para los carbonos alfas de los residuos de la

proteina para cada una de las etapas simuladas.

RMSF para los residuos de la proteina: Compuesto 1
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Residuo 1 =GLU 7
Residuo 33= THR 39
Residuo 40= LYS 46
Residuo 102= PRO 108

Figura 6.12 Se muestran la grafica de RMSF para los carbonos alfas de los residuos de la
proteina a lo largo de toda la simulacién.

En este tipo de graficas, los residuos cercanos al N y C terminal, o los que se
hayan en un loop suelen presentar mas movilidad. Se considera que los residuos
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que presentan valores entre 0-1 se encuentran rigidos, de 1-3: mdviles y

mayores a 3. muy moviles.

Si bien ninguno de estos valores sobrepasa el valor de RMSF de 3, se decidio
estudiar cuales presentan un RMSF mayor a 1,6, ya que fueron los valores de
mayor movilidad en la simulacion. Los residuos que presentan RMSF mayores

a 1,6 corresponden a:
Residuo 1 = GLU 7
Residuo 33= THR 39
Residuo 40= LYS 46

Residuo 102= PRO108

De estos, el GLU es el N-terminal, por lo cual la gran movilidad de este residuo
es esperable. La movilidad de los residuos THR y LYS, podria deberse a
interacciones con el solvente, y por ultimo el residuo de PRO, se encuentra en
un loop cercano al bolsillo del ligando lo que también explica su movilidad.
(Figura 6.12)
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Figura 6.12: Se muestran en la estructura de la proteina unida al compuesto 1 los residuos que
presentaron un RMSF mayor a 1.6 (Glu 7, Thr 39, Lys 46, y Pro108).
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Por ultimo, se realizé la grafica de RMSF para el ligando (Grafica 6.2), donde se
puede observar un pico maximo en el frame 1625 presentando una desviacion a
lo esperado. La explicacion a este pico fue que el ligando en la simulacién se
desplaza levemente del bolsillo de union y luego regresa a este. Por inspeccién
visual de la dinamica se observé que si bien el ligando presentd un cierto

desplazamiento este no se desplazoé fuera de la proteina.

Cabe aclarar, que la mayoria de los compuestos ensayados no presentaron este
tipo de desviaciones abruptas como en el caso del compuesto 1. Sumado al
hecho de que en los calculos posteriores de energia se decidid no seleccionar
estos valores que se desvian del comportamiento esperado, se decidié continuar

con los estudios pertinentes.

RMSF del ligando-Compuesto 1

1625

RMSF (A)

500 1000 1500 2000 2500 3000
Frames

o

Grafica 6.2: RMSF del compuesto 1 a lo largo de toda la trayectoria simulada.

Este estudio detallado se realizé para cada una de las dinamicas realizadas,
concluyendo que todas ellas se encontraban aptas para ser utilizadas en los
célculos de energia. Se comenzo calculando el valor aproximado de la energia
de interaccién Uab. Este se realizé calculando los valores de energia potencial

total del sistema (Uwtal), la energia potencial de todo el sistema excluyendo al
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ligando (Ua) y la energia potencial interna del ligando (Ub), segun la siguiente

ecuacion:

Uab = Utotal -Ua -Ub

Al realizar esta resta se obtiene la energia de interaccidén del ligando con el
sistema, lo cual se debe realizar para cada uno de los puntos de la dinamica. El
Uab es analogo al S del docking, solo que el S del docking se basa en una sola
pose mientras que la Uab es un promedio de varias poses simuladas por
dinamica molecular, lo que aumenta el grado de precision. Ya que la energia
potencial depende de los términos no enlazantes, ésta se calcula como la suma

de las energias electrostaticas y las energias de Van der Waals (Grafica 6.3).

Uab-compuesto 1

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Energia (J)

-160

Frames

@®Elec ®#VdW e@Uab

Gréfica 6.3. Se muestran los graficos de la energia electrostatica, energia de Van der Waals y
la energia potencial Uab.

En este caso en particular, se puede observar que la energia presenta un pico
positivo entre los 1500 y 2000 frames, lo que corresponde al pico de RMSF

observado para el ligando, confirmando que este cambio no fue favorable
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energéticamente, por lo cual el sistema tendi6 a condiciones mas favorables.
(Figura 6.13)

RMSF del ligando-Compuesto 1
1625

RMSF (A)
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Figura 6.13: Comparacion de la grafica de RMSF del compuesto 1y la grafica de energia

potencial total (Graficas 6.2 y 6.3).

Luego de realizar las graficas de Uab correspondientes, se calcul6 el valor de
Uab promedio para cada uno de los compuestos estudiados. Estos valores se
muestran en la tabla 6.7. Donde se aprecia que la estimacion de la energia de

interaccidon obtenida en la dinamica molecular no ordena los valores segun lo
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esperado, situando los compuestos denominados como activos por encima del

SAH y los no activos por debajo. Los valores ordenados de Uab resulta en 2

falsos positivos y en 5 falsos negativos para la metilacion en N7 y en 2 falsos

positivos y 4 falsos negativos para la metilacién en 2’0, de un total de 13

compuestos evaluados.

Ki parala Ki parala

Compuesto Uab Compuesto | metilacion en | Compuesto | metilaciéon

N7 (UM) en 2'0 (UM)
5 -174,689 11 0,77 9 0,15
10 -157,501 10 0,82 10 0,17
3 -152,723 7 0,85 11 0,19
11 -151,233 12 1,30 12 0,20
9 -149,346 8 1,76 7 0,28
SAH -148,877 4 2,10 4 0,52
SFG -148,867 9 2,15 SAH 0,57
4 -146,608 SAH 3,19 8 0,75
6 -145,478 1 591 1 1,51
8 -144,704 6 6,03 2 2,07
7 -141,691 5 8,26 5 2,10
12 -140,607 3 10,86 3 3,45
2 -135,597 2 21,94 6 4,23

1 -126,440

Tabla 6.7: Se muestran los valores de Uab calculados a partir de las trayectorias de las

dinamicas moleculares realizadas y los valores de Ki para los compuestos analizados por los

autores Lim et al.'® Los compuestos se encuentran ordenados de menor a mayor valor en las 3

situaciones mencionadas.

Si bien esta es una mejor aproximacion que la obtenida con el S de docking, se

decide continuar con la evaluacion del sistema por método mas sofisticado. Por

lo que se procedid a evaluar la energia de union mediante MM/PBSA.
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6.2.3. Estudio del poder predictivo del modelo: MM/PBSA

A partir de los resultados obtenidos en base a la puntuacion del docking realizado
y los valores de Uab, se seleccion6 la herramienta computacional conocida
como: MM/PBSA (Molecular Mechanics/Poisson-Boltzmann Surface Area) para
el célculo de la energia de unién.'*-'® Este es un método computacional
utilizado para la estimacion de la energia libre de union (AG) de un complejo
proteina-ligando. El calculo realizado para dicha estimacion se basa en el ciclo

termodinamico descripto en la figura 6.14.
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Figura 6.14: Basada en la figura reportada por Miller et al."* donde se presenta el ciclo
termodinamico para el calculo de la energia libre de unidon. Los recuadros celestes hacen
referencia a que los sistemas se encuentran solvatados y los recuadros blancos hacen referencia
a que el sistema se encuentra en estado gaseoso. Las energias libres que se calculan
directamente por MM/PBSA se muestran en color negro, mientras que la energia libre de interés

en rojo.

14 Miller, B. R.; McGee, T. D.; Swails, J. M.; Homeyer, N.; Gohlke, H.; Roitberg, A. E. J. Chem. Theory
Comput. 2012, 8 (9), 3314-3321.

15 Genheden, S.; Ryde, U. Expert Opin. Drug Discov. 2015, 10 (5), 449—-461.

16 Wang, C.; Greene, D.; Xiao, L.; Qi, R.; Luo, R. Front. Mol. Biosci. 2018, 4, 87.
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A partir de estos equilibrios, se observa que la energia de union del complejo

solvatado (AG unisn, solvatado), S€ puede calcular a partir de la siguiente ecuacion:
AG unioén, solvatado = AG complejo = (AG proteina ¥ AG Iigando)

Donde en cada uno de los AG se considera la especie solvatada y la especie en

estado gas.
Sabiendo ademas que el AG se define termodinamicamente como:
AG union=AH - TAS

donde el AH es la variacion de la entalpia del sistema, la T es la temperatura y
el AS es la variacion de la entropia del sistema. En las simulaciones de dinamica
molecular la entalpia, que es la energia que el sistema intercambia con su

entorno a presion constante, se calcula de la siguiente forma:
AH= AEgas + AG solvatacién

La energia de la fase gaseosa (AEgss) es la energia calculada a partir de
Mecanica Molecular (MM), que es la sumatoria de las energias de enlaces,
angulos, torsiones, interacciones de Van der Waals y electrostaticas. Este valor
de AE gas se calcula a partir de la simulacion de dinamica molecular. Mientras
que la energia de solvatacion (AGsonvatacisn) S€ calcula utilizando un modelo de
solvente implicito. El AG sowvatacion S€ puede dividir en una componente polar y una

componente no polar:
AG solvatacion = AG polar + AG no-polar

Donde el AG poar se obtiene tipicamente resolviendo la ecuacion Poisson-
Boltzmann (PB), mientras que el término AG no-polar S€ estima a partir de una

relacion lineal con el area superficial accesible al solvente (SASA).

Estos calculos de MM/PBSA se pueden realizar omitiendo el término entrépico
(— TAS). Esto es factible de hacerse cuando los ligandos son similares entre si 'y
se evaluan en el mismo receptor. Por lo cual, en esta aproximacion decidimos

omitir este término, asi que la ecuacion final de AG unisn quedaria como:

AG union = AE gas + AG polar + AG no-polar
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En este caso, el conjunto de datos para resolver la ecuacion del AG unisn, fueron
extraidos de una unica trayectoria de dinamica molecular (MD). El enfoque
utilizado se conoce como protocolo de trayectoria unica, ya que desde una

misma trayectoria se generan los 3 conjuntos de datos.
Los pasos a seguir para realizar un analisis por MM/PBSA son los siguientes:

1. Simulaciéon de Dinamica Molecular (MD): donde se genera una serie de
estructuras representativas del sistema a lo largo del tiempo (frames)
2. Extraccidn de snapshots: Se seleccionan algunas de las trayectorias
simuladas.
3. Calculo de la energia de mecanica molecular (MM): Se obtiene la energia
del sistema utilizando campos de fuerza, como AMBER o CHARMM.
4. Calculo de Energia de Solvatacion (PB/SA):
a. PB (Poisson-Boltzmann): Se resuelve la ecuacién de Poisson-
Boltzmann para estimar la contribucidn electrostatica del solvente.
b. SA (Superficie accesible al solvente): Se estima la contribucién no
polar mediante el calculo del area de superficie accesible.
5. Estimacién de la Energia Libre de Unién: Se calcula la energia libre de

unién a partir de los datos obtenidos anteriormente.

En nuestro caso, los pasos 3, 4 y 5, fueron realizados a partir de una herramienta
conocida como CaFE 1.0 (“Calculation of free energy”),'” donde se cargan los
parametros y se obtiene el valor de la energia libre de union del sistema. Para el

calculo de PB, CaFE usa otro programa llamado APBS 1.3.

Para realizar el calculo del AG por el método MM/PBSA a partir de la dinamica
molecular realizada con anterioridad, se seleccionaron los ultimos 100 frames de
dicha dinamica a los cuales se les eliminé el solvente para realizar los calculos
correspondientes. De estos frames se analizan por separado las estructuras del
complejo, el ligando y la proteina utilizando la herramienta CaFE 1.0 y obtener

asi los valores de AG unisn estimados.

Enlatabla6.8 y 6.9 se puede observar los valores obtenidos mediante MM/PBSA
para cada uno de los analogos propuestos por los autores Lim et al.'® En ambas

17 Liu, H.; Hou, T. Bioinformatics 2016, 32 (14), 2216—2218.
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tablas se ordenaron los compuestos de menor a mayor en base a su valor

obtenido por MM/PBSA y se comparo con los compuestos ordenados segun el
Ki para la metilacion en 2’0 (tabla 6.8) y en N7(tabla 6.9).

Compuestos | Energia MMPBSA |Compuestos Ki para la m(itl::l?cmn en2'0
12 5,3567 9 0,15
10 8,1781 10 0,17
9 10,1749 11 0,19
8 12,6028 12 0,2
1 13,1363 7 0,28
5 18,0812 4 0,52

SAH 23,4606 SAH 0,57
4 26,7916 8 0,75
3 30,4693 1 1,51
6 30,5846 2 2,07
7 30,5846 5 2,1
11 32,1007 3 3,45

SFG 34,7579 6 4,23
2 36,2192

Tabla 6.8 Se muestran los valores de energia obtenidos por MM/PBSA y los valores de Ki para
los compuestos analizados por los autores Lim et al.’® en la metilacion en 2'0. Los compuestos
se encuentran ordenados de menor a mayor valor.

Compuestos | Energia MMPBSA JCompuestos Kipara la m(ﬁu)a(:lon en N7
12 5,3567 11 0,77
10 8,1781 10 0,82
9 10,1749 7 0,85
8 12,6028 12 1,3
1 13,1363 8 1,76
5 18,0812 4 2,1

SAH 23,4606 9 2,15
4 26,7916 SAH 3,19
3 30,4693 1 5,91
6 30,5846 6 6,03
7 30,5846 5 8,26
11 32,1007 3 10,86

SFG 34,7579 2 21,94
2 36,2192

Tabla 6.9 Se muestran los valores de energia obtenidos por MM/PBSA y los valores de Ki para
los compuestos analizados por los autores Lim et al.’® en la metilacion en 7N. Los compuestos
se encuentran ordenados de menor a mayor valor.
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En ambos casos, se muestra la energia de unién por MM/PBSA del SFG es mas

elevada que la del SAH, lo que se contradice con lo esperado para este inhibidor.

Se decidié tomar como punto de corte el valor del SAH, de forma analoga que
en el caso anterior. Donde los valores que estén por encima del SAH se

consideraron como buenos inhibidores de la NS5-Mtasa-Den3.

En el caso de la metilacién en 2°0O, se reportan 3 falsos positivos y 3 falsos
negativos con un total de 6 energias de union calculadas erroneamente de un
total de 13 compuestos evaluados. Mientras que en el caso de la metilacion en
N7, se reportan 2 falsos positivos y 4 falsos negativos con un total de 6 energias

de unién calculadas erroneamente de un total de 13 compuestos evaluados.

Cabe aclarar que, en esta aproximacion, para ambas metilaciones, solo se
intentd recrear el orden de los compuestos dado por los valores de Ki siendo
estos inhibidores o0 no, al seleccionar como punto de corte al SAH. No se evalué
el orden real que se esperaba de los compuestos dentro de estos dos grandes

grupos.

Con el fin de intentar mejorar los valores obtenidos por MM/PBSA, se decidio
seleccionar 4 de los compuestos para realizar la optimizacion del modelo. Estos
compuestos fueron el compuesto 11 como inhibidor de la NS5-Mtasa-Den3, el
SAH que fue el punto de corte seleccionado, y los compuestos 6 y 2 sin presentar
actividad frente a NS5-Mtasa-Den3, que presentan el mencionado orden segun

su Ki reportado, para ambas metilaciones (Tabla 6.10).
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Ki para la Ki parala
Compuestos| metilacion |[Compuestos| metilacién
en N7 (uM) en 2’0 (uM)

11 0,77 11 0,19

SAH 3,19 SAH 0,57

6 6,03 2 2,07

2 21,94 6 4,23

Tabla 6.10 Se muestran los valores de Ki para los compuestos seleccionados para la
optimizacién ordenados de menor a mayor valor para ambas metilaciones.

La primera prueba fue realizar una nueva simulaciéon de dinamica molecular de
estos 4 compuestos con un total de 10 ns de simulacién en vez de 5 ns (Tabla
6.11), donde se observaron pequefios cambios en los valores obtenidos de
energia, pero el orden de los compuestos fue similar. Este orden determina que
ninguno de los compuestos se presentaria como buen inhibidor, ya que
presentan valores de Ki mayores que el SAH. Segun el orden reportado en la

tabla 6.11, se estaria en presencia de un falso negativo.

5 ns (spl2- 10 ns
Compuestos P Compuestos| (spl2-
mparse)
mparse)
SAH 23,4606 SAH 18,5457
6 30,5846 6 28,8126
11 32,1007 11 32,5043
2 36,2192 2 35,1355

Tabla 6.11 Se muestran los valores de energia obtenidos por MM/PBSA realizando una
dinamica molecular de 5ns y 10ns. El modelo de solvatacion utilizado fue: spl2 en ambos
casos. Los compuestos se encuentran ordenados de menor a mayor valor de energia.

Se decidi6 calcular a partir de la dinamica de 5 ns los valores de energia libre de
union utilizando el método MMPBSA, variando el calculo del radio en los modelos
de solvatacién implicita (bondi, rowland, mparse), asi como el método por el cual
se asignan las cargas en el programa APBS (spl2, spl4) con el fin de obtener una

mejor estimacion en el célculo.
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En la Tabla 6.12 se presentan los valores de MMPBSA obtenidos para los
diferentes modelos empleados. Al utilizar el modelo spl4-mparse se obtiene el
mismo orden que en el caso anterior; al utilizar el modelo spl4-bondi el
compuesto 11 se presenta como el mejor inhibidor, pero los compuestos 2 y 6
también se presentan como inhibidores, generando asi dos falsos positivos; por
altimo, el modelo spl4-rowland posicioné correctamente a los compuestos 11 y

6 respecto al SAH, pero no al compuesto 2. Lo que genera nuevamente un falso

positivo.

Compuestos (s?nlil- Compuestos | 2" P41 0 mpuestos | 2NS (SPl4-
P P P bondi) P rowland)

mparse)

SAH 22,6044 11 -2,0836 11 -3,2455
6 29,5388 2 7,9215 2 7,5081
11 30,9351 6 9,4195 SAH 8,2063
2 35,4105 SAH 10,2408 6 8,6598

Tabla 6.12 Se muestran los valores de energia obtenidos por MM/PBSA realizando una
dinamica molecular de 5ns variando el modelo de solvatacion implicita utilizado: spl4, spl4-
bondi, y spl4-rowland.

Se puede observar que, si bien el modelo puede predecir cierto orden acorde a
los valores reportados de Ki, presenta algunos errores en la estimacion. De los
modelos ensayados, el modelo de solvatacion implicita spl4-rowland se presume
el mas adecuado en su estimacién, ya que solo se obtuvo un falso positivo.
Mientras que el modelo de solvatacion spl4 presentd un falso negativo y el de

spl4-bondi dos falsos positivos.

Si comparamos los valores de Ki obtenidos para ambas metilaciones se aprecia
que un mismo compuesto puede ser un buen inhibidor para una de las
metilaciones y un inhibidor regular o nulo para la otra. Como ocurre con los
compuestos 8 y 9. Esto sumado al hecho de que los compuestos evaluados son
muy similares entre si y presentan grandes diferencias en los valores de Ki
reportados entre ellos, se podria concluir que no fue posible para el modelo
utilizado predecir una variacién tan sutil en la estructura que cause tal grado de

diferenciacion en la actividad inhibitoria.
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A partir de estos, se plantearon tres caminos a seguir. Uno de ellos es volver a
realizar los estudios de MM/PBSA sin omitir el término -TAS en el calculo. Esta
omisidn se realizé para simplificar los calculos, pero al agregarlo podria mejorar
la aproximacion de los valores de AG unisn Obtenidos. Esto conlleva un mayor
costo computacional y por ende un mayor tiempo, ademas de la necesidad de
varias trayectorias de dinamica molecular para poder estimar este término. Otro
camino, es utilizar métodos computacionales de simulacién mas sofisticados
como SMD (“Steered Molecular Dynamics”),'® FEP (“Free energy
perturbation”),’ con el fin de obtener una mejor prediccion de los valores de
energia libre de uniéon. Esta opcion requiere que se evaluen y optimicen nuevos
meétodos de simulacién, sumado al hecho de que ambas opciones requieren un
costo computacional mas elevado que los utilizados hasta el momento con
MM/PBSA. El ultimo camino, es el de introducir los datos experimentales
obtenidos para nuestro propio sistema proteina-ligando. Utilizando la enzima de
interés NS5-Mtasa-Den2 y los compuestos sintetizados para obtener datos de
actividad se podria entrenar el sistema con el fin de poder predecir actividad de
futuros compuestos. En este caso, de ser necesario se podria igualmente recurrir
a métodos computacionales de simulacion mas sofisticados si no es posible

obtener resultados al utilizar el método MMPBSA.

Seleccionamos esta ultima opcion y se decidid esperar hasta obtener los
compuestos de interés sintetizados y los datos de actividad inhibitorios para

continuar con estos estudios computacionales.

18 Patel, J. S.; Berteotti, A.; Ronsisvalle, S.; Rocchia, W.; Cavalli, A. J. Chem. Inf. Model. 2014, 54
(2), 470-480.

19 Wu, D.; Zheng, X.; Liu, R.; Li, Z.; Jiang, Z.; Zhou, Q.; Huang, Y.; Wu, X.-N.; Zhang, C.; Huang, Y.-
Y.; Luo, H.-B. Acta Pharm. Sin. B 2022, 12 (3), 1351-1362.
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6.3. Aplicacion del modelo de docking a los compuestos de interés.

A partir de lo discutido anteriormente, se decidi6 someter a los compuestos de
interés al modelo de docking con el fin de obtener una pose de la proteina-
analogo sintetizado para poder continuar con las simulaciones de dinamica
molecular y posteriores calculos de la energia libre de unién una vez obtenidos

los datos de inhibicién correspondiente.

Se decidié comenzar con el docking de los compuestos de las series A, B,y C
con el fin de obtener el complejo proteina-analogo como punto de partida de la

simulacién de dinamica molecular. (Tabla 6.13)

Analogo al SAM .
sint%tizado S docking
10 -8.1216
12 -10.2141
17 -8.8234
SERIE A 18 -9.7282
29 -9.3947
41 -8.9017
46 -7.9454
32a -9.2132
32b -9.9485
32¢c -9.6007
32d -9.6952
32e -9.3516
SERIE B 32f -9.9088
329 -9.2002
32h -9.3694
32i -9.0829
32j -9.4403
50a -8.7435
50b -9.7338
50c -9.5415
SERIE C 51a -8.0475
51b -8.8346
51c -8.9889

Tabla 6.13 Se muestran los valores de S obtenidos con el programa de Dcoking para los

compuestos de la serie A, serie B y serie C tratados en los capitulos 3, 4 y 5.
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Se decidio agregar al estudio de docking los compuestos 51a-c, aunque no fue
posible su sintesis. Si comparamos las poses obtenidas para los compuestos
50a-c frente a los compuestos 51a-c, se observa que estos ultimos se acomodan
con una mejor disposicion en el bolsillo de unién al co-factor. Los compuestos
50a-c tienen presente en su estructura el grupo fenilo el cual es muy voluminoso
y no cabe dentro del bolsillo. Por lo cual, los compuestos 50a-c orientan el grupo
etilo hacia el bolsillo y la cadena que soporta al triazol hacia afuera del bolsillo,
esto se observa en la figura 6.15. Si se comparan los valores de S obtenidos
para estos compuestos, los valores de S son menores para los compuestos 50a-
¢ respecto al valor de S de su respectivo analogo 51a-c. Esto demuestra que la
inspeccion visual se vuelve relevante al momento de seleccionar las poses a

utilizar para la dinamica molecular.
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Figura 6.15: Se muestra la superposicion de las estructuras obtenidas por docking para: SAH
(verde), el compuesto 50 (marrén) y el compuesto 51 (azul), para los tres compuestos analogos
a triazol de la a-c.
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Capitulo 6: Parte experimental

Modelo Computacional:

Los experimentos de docking se llevaron a cabo en el programa Molecular
Operating Environment (MOE.2015.10).

Preparacion de la proteina 1L9K:

Se abre la estructura 1L9K en el programa, se eliminan las moléculas de agua y
las moléculas de sulfato. Se aplica el campo de fuerza Amber12: EHT y se realiza
una protonacion de la estructura con el Protonate 3D (parametros por defult).
Posteriormente se realiza una minimizacion energética (parametros por defult).

Se guarda el archivo con el nombre 1L9K-1.

Se abre la estructura 1L9K en el programa, se conservan unicamente las 4
moléculas de agua seleccionadas: 910, 940, 955y 956. Se aplica el campo de
fuerza Amber12: EHT y se realiza una protonacion de la estructura con el
Protonate 3D (parametros por defult). Posteriormente se realiza una
minimizacién energética (parametros por defult). Se guarda el archivo con el
nombre 1L9K-2.

Preparacion de los ligandos:

-Ligando-PDB: Estos ligandos fueron extraidos del cristal correspondiente al cual
se le aplico el campo de fuerza Amber12: EHT y el Protonate 3D (parametros por
defult). Por lo cual la conformacion que presenta el ligando es la misma que la
reportada en el pdb.

-Ligando-PDB-Minimizado: Estos ligandos fueron extraidos del cristal
correspondiente al cual se le aplico el campo de fuerza Amber12: EHT vy el
Protonate 3D (parametros por defult). El ligando es guardado sin la proteina y

posteriormente se le realiza una minimizacién de energia (parametros por defult).
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-Ligando-Chemdraw-Minimizado: Estos ligandos fueron dibujados en el
Chemdraw y luego guardados en el programa MOE. A estos se le aplicé el campo
de fuerza Amber12: EHT y posteriormente se le realiza una minimizacién de

energia (parametros por defult).

Parametros del docking:

Para la realizacion de los docking por MOE_GOLD se seleccionaron los

siguientes parametros:

Receptor: Receptor+solvente

Sitio: -Ligando, bolsillo
-Dummy atomos
-Receptor
Ligando: -Lignado-1L9K
-Ligando-1L9K-Minimizado

-Ligando-Chemdraw-Minimizado

Otros parametros relevantes:

- Refinamiento: Receptor rigido (Docking semi-flexible)
- Minimizacion: GBVI/WSA dG

- Poses: Posicionamiento: 85/ Refinamiento: 5
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Antecedentes

El virus del dengue es un virus de ARN de cadena simple de sentido positivo con
envoltura (figura 7.1). Esta cadena de ARN viral funciona directamente como
ARN mensajero (ARNm), el cual es liberado en el citosol de la célula huésped al
ingresar el virus. Este ARNm es traducido en los ribosomas de la célula huésped
para producir una poliproteina viral. Esta poliproteina es la precursora de 10
proteinas maduras, de las cuales, tres son proteinas estructurales (capside (C),
envoltura (E), premembrana (prM)), y las siete restantes son proteinas no
estructurales denominadas como: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5,
las cuales tienen diversas actividades enzimaticas. Entre ellas, la NS5 presenta
2 dominios con diferente actividad, en la zona del C terminal presenta actividad
polimerasa, mientras que en la zona del N terminal presenta actividad

metiltransferasa.’

Figura 7.1: Esquema del virus del dengue.

Una vez que el ARNm viral es sintetizado es encerrado por las proteinas de
capside formando una nucleocapside. En el siguiente paso se agrega la
envoltura viral y la capa externa protectora, obteniéndose virus inmaduros. Esto
ocurre cuando la nucleocapside es envuelta por la membrana del reticulo

endoplasmatico rugoso (RE) de la célula hospedera y posteriormente es rodeada

1 Dong, H.; Zhang, B.; Shi, P.-Y. Antiviral Res. 2008, 80 (1), 1-10.

332



Capitulo 7: Produccidn y evaluacion de la enzima NS5-Mtasa-Den2.

por las proteinas de pre-membrana y de envoltura. Una vez formados estos virus
inmaduros, viajan a través del aparato de Golgi donde maduran y se transforman
en su forma infecciosa. Una vez que esto ocurre, los virus del dengue maduros

son liberados y contintian infectando otras células.?® (Figura 7.2).

Citosol

Aparato
de Golgi @ o

Figura 7.2: Resumen de parte del ciclo de vida del virus del dengue al infectar una célula
humana. En azul se representa el reticulo endoplasmatico (RE), en rosado el aparato de Golgi

y en amarillo las proteinas virales.

Se hace evidente a partir de lo discutido la importancia de la sintesis del ARNm
para la replicacién viral. Dicha sintesis comienza con la formacién de la hebra
complementaria de ARNm en sentido negativo (-ssARN), la cual sirve de molde
para la produccion de nuevas copias del ARNm (en sentido positivo). Tanto la
formacion del -ssARN como las nuevas copias del ARNm son llevados a cabo
por la proteina no estructural NS5 en su dominio polimerasa. A medida que se
esta formando la hebra del nuevo ARNm, a partir del molde -ssARN, ocurre la
formacién de la caperuza en el extremo 5°. Dicha caperuza es una modificacion

estructural que se presenta fundamental ya que otorga estabilidad al ARNm viral

2 Nanaware, N.; Banerjee, A.; Mullick Bagchi, S.; Bagchi, P.; Mukherjee, A. Viruses 2021, 13 (10), 1967.

3 Rodenhuis-Zybert, |. A.; Wilschut, J.; Smit, J. M. Cell. Mol. Life Sci. 2010, 67 (16), 2773-2786.
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y genera una traduccion eficiente. En este tipo de virus, la estructura de la
caperuza es de tipo 1 (presenta metilacion en el primer nucledtido de la
secuencia), presentando una secuencia de dinucleétidos AG, altamente

conservada dentro de la familia de los flavivirus. (m7GpppAmG).

La produccién de esta caperuza en el ARNm consiste en cuatro modificaciones
enzimaticas. Se comienza con la hidrédlisis del extremo 5-trifosfato del ARNm
naciente para dar un 5-difosfato, lo que ocurre mediante una ARN trifosfatasa,
una de las actividades enzimaticas que presenta la proteina no estructural NS3.
Como segundo paso, la fraccion GMP (Gp) de GTP (Gppp) se transfiere al 5-
difosfato del ARNm por una ARN guanililtransferasa, resultando en la estructura
GpppA. Los autores Bussetta, C et al.,* afirman que la actividad
guanililtransferasa se lleva a cabo por la subunidad NS5 en su dominio
metiltransferasa. Una vez formada la estructura GpppA-ARNm, la subunidad
NS5-metiltrasnferasa lleva a cabo 2 metilaciones consecutivas, la primera en la
posicion N-7 de la guanina (Caperuza tipo 0) y la segunda en la primera
adenosina de la secuencia en la posicién 2’0 (Caperuza tipo1). Ver Figura 7.3 y
Figura 7.4. Esta metiltransferasa utiliza S-adenosilmetionina (SAM) como dador
del grupo metilo y se genera como subproducto el S-adenosilhomocysteina
(SAH).1-3

Como ya se ha mencionado, nuestro blanco de interés es la metiltransferasa de
la subunidad NS5, en particular la perteneciente al virus del dengue del serotipo
2 (NS5-Mtasa-Den2).

4 Bussetta, C.; Choi, K. H. Biochemistry 2012, 51 (30), 5921-5931.
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Figura 7.3: Formacion de la caperuza 5’ del ARN mensajero.
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Figura 7.4: Metilaciones realizadas por la enzima NS5-Mtasa-Den2 para formar la caperuza 5’
del tipo 1 del ARNm.

336



Capitulo 7: Produccidn y evaluacion de la enzima NS5-Mtasa-Den2.

7.1. Evaluacién de las metiltransferasas de origen comercial

Uno de los objetivos planteados fue el estudio de las interacciones proteina
ligando mediante RMN. Para esto, es indispensable contar con el sistema de
estudio completo, el cual comprende a la proteina y a los ligandos a ser

evaluados.

En nuestro caso, al inicio de este trabajo no contabamos con la enzima de interés
NS5-Mtasa-Den2 para la realizacion de los estudios de interaccion proteina-
ligando. Por lo cual, decidimos adquirir una enzima metiltransferasa para dicho
estudio. Comenzamos con una busqueda de enzimas metiltransferasas
disponibles comercialmente, cuyo objetivo fue encontrar una metiltransferasa
que presentara cierto grado de similitud con la enzima de interés (NS5-Mtasa-
Den2), con el fin de utilizarla en los estudios interaccion proteina ligando por
RMN.

La busqueda se concentré6 en enzimas metiltransferasas cuyo sitio activo y
sistema metil dador-aceptor fueran adecuados como modelo. Comenzando con
la busqueda de las empresas que comercializan dichas enzimas, se destacaron

New England Biolabs,® y Creative enzymes,® como posibles proveedores.

Seleccionamos 3 requisitos minimos para la eleccion de estas metiltransferasas:

1. Utilizar SAM como dador de metilo.
2. Utilizar ARN como sustrato.

3. Tener una estructura cristalina reportada en el pdb.

En la tabla 7.1, se presentan las enzimas de origen comercial resumiendo si

cumplen o no con estos requisitos.

5 Https://Www.Neb.Uk.Com/ Visitada: 20 de marzo 2019

6 Https://Www.Creative-Enzymes.Com/ Visitada: 20 de marzo 2019.
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SUSTRATO
ENZIMA PDB SAM
ADN | ARN

Alul Metiltransferasa NO Si X
BamHI Metiltransferasa NO Si X
CpG Metiltransferasa (M.Sssl) NO Sl X
dam Metiltransferasa S| S| X

EcoGll Metiltransferasa NO Si X X
EcoRI Metiltransferasa NO SI X
GpC Metiltransferasa (M.CviPlI) NO Sl X
Haelll Metiltransferasa Sl Sl X
Hhal Metiltransferasa Si Si X
Hpall Metiltransferasa NO Si X
Mspl Metiltransferasa NO Sl X
Tagl Metiltransferasa Sl Sl X
Alul Metiltransferasa NO Si X
BamHI Metiltransferasa NO Sl X
CpG Methyltransferas (M.Sssl) NO Sl X

Nicotinamida N-Metiltransferasa de 5| 5| ] ]

origen Humano

Tabla 7.1: Resumen de la informacion extraida para cada una de las enzimas de origen

comercial en base a los 3 requisitos propuestos.
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De las enzimas relevadas, ninguna cumple con los tres requisitos planteados. Si
bien todas presentan SAM como co-factor, solo una de ellas tiene ARN como
sustrato (EcoGll).” Con respecto al tercer requisito, solo 5 de ellas presentan
estructura reportada en el pdb: la adenina-N6-metiltransferasa de Thermus
aquaticus (Taql),® la 5-Citosina-metiltransferasa de Haemophilus influenzae
biotype aegyptius (Haelll),® la 5-Cytosina-metiltransferasa de Haemophilus
haemolyticus (Hhal),'® la adenina-metiltransferasa de E. coli (dam),"" y la N-

Nicotinamida metiltransferasa de origen humano (NNMT)."2

7 Murray, I. A;; Morgan, R. D.; Luyten, Y.; Fomenkov, A.; Corréa, I. R.; Dai, N.; Allaw, M. B.; Zhang, X;
Cheng, X.; Roberts, R. J. Nucleic Acids Res. 2018, 46 (2), 840—848.

8 Schluckebier, G.; Kozak, M.; Bleimling, N.; Weinhold, E.; Saenger, W. J. Mol. Biol. 1997, 265, 56—67.
9 Reinisch, K. M.; Chen, L.; Verdine, G. L.; Lipscomb, W. N. Cell 1995, 82 (1), 143—-153.

10 Cheng, X.; Kumar, S.; Posfai, J.; Pflugrath, J. W.; Roberts, R. J. Cell 1993, 74 (2), 299-307.

11 Horton, J. R,; Liebert, K.; Bekes, M.; Jeltsch, A.; Cheng, X. J. Mol. Biol. 2006, 358 (2), 559-570.

12 Swaminathan, S.; Birudukota, S.; Thakur, M. K.; Parveen, R.; Kandan, S.; Juluri, S.; Shaik, S.; Anand,
N. N.; Burri, R. R.; Kristam, R.; Hallur, M. S.; Rajagopal, S.; Schreuder, H.; Langer, T.; Rudolph, C.; Ruf,
S.; Dhakshinamoorthy, S.; Gosu, R.; Kannt, A. Biochem. Biophys. Res. Commun. 2017, 491 (2), 416—
422.
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Figura 7.5: Interacciones presentes entre el bolsillo de las metiltransferasas de origen comercial
respecto al SAM o SAH comparadas con las interacciones presentes en el bolsillo de NS5-
Mtasa-Den2 de interés respecto al SAH.
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Continuando con el estudio, realizamos una comparacién del sitio de unién, por
lo que seleccionamos los pdbs correspondientes a cada uno de las
metiltransferasas. Se aplico el campo de fuerza Amber:10 y posteriormente una
minimizacién de energia al complejo con las condiciones preestablecidas por el
programa MOE. Los pdbs seleccionados fueron: Taqgl (1aqi), Hhal (1HMY), DAM
(2g1p), NNMT (2iip) y NS5-Mtasa-Den2 (1L9K). La metiltransferasa Haelll
presentaba estructura reportada en el pdb pero no se encontraba co-cristalizada
con SAH o SAM, por lo cual esta enzima qued6 por fuera del mencionado

analisis.

En la figura 7.5 se observan las interacciones que presenta el SAH o SAM en el
sitio de union de la metiltransferasa correspondiente. La metiltransferasa Taq|l
presentod solamente dos residuos similares en interaccién con el SAH (Glu que
interacciona con el diol de la ribosa y el Asp en la amina de la purina) respecto a
la enzima de interés. Siendo esta la enzima que presenté una mayor similitud
con la enzima NS5-Mtasa-Den2 en cuanto a la interaccion entre los residuos
aminoacidicos y el co-factor. En el caso de las enzimas estudiadas, ninguna
presenta un grado aceptable de similitud con la metiltransferasa NS5-Mtasa-
Den2 de interés, por lo cual ninguna seria apta para ser utilizadas en nuestro

sistema de estudio.

A partir de estos resultados y de una busqueda bibliografica sobre estas
metiltransferasas de origen comercial, la NNMT (la N-Nicotinamida
metiltransferasa de origen humano) se presenté como un blanco interesante. Se
ha relacionado esta enzima con enfermedades como el cancer, la diabetes y el
Parkinson.’® Ademas, por ser una enzima metiltransferasa de origen humano,
su estudio por RMN frente a los compuestos propuestos en el capitulo 2, sentaria

las bases para futuros estudios de selectividad.

Por estas razones, se solicitd la cotizacién pertinente a distintas empresas y se
comenzaron las gestiones necesarias para acceder a la misma. Debido a la
pandemia por Covid19 entre los afios 2020-2021, la obtencién de la enzima de

origen comercial se vio imposibilitada. Adicionalmente, al comenzar con la

13 Pissios, P. Trends Endocrinol. Metab. 2017, 28 (5), 340-353.
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eleccion y optimizacion de los experimentos de RMN para el estudio proteina-
ligando, se presentd como requisito indispensable una cantidad considerable de
proteina para llevar a cabo el estudio de los compuestos propuestos (en los
experimentos realizados utilizando sero albumina de origen bobino, ver capitulo
8, se utilizaron aproximadamente 0.2 mg por muestra). Esto representaba un
presupuesto mayor que era imposible de costear, por lo tanto, decidimos que la
produccion de la proteina seria una mejor opcion. Para esto, establecimos una
colaboracion con el grupo de la Dra. Susana Castro-Sowinski de Facultad de

Ciencias con el fin de producir en su laboratorio la NS-Mtasa-Den2 de interés.

El hecho de que la produccidén de esta enzima se lleve a cabo en nuestro pais
presenta grandes ventajas. La principal es la obtencion de una mayor cantidad
de proteina, asi como también la disminucidn en los costos de obtencién y la
evasion de los problemas logisticos de importacion y transporte. Por lo cual, se

procedid a la produccién de NS-Mtasa-Den2 como una proteina recombinante.
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7.2 Produccion de NS5-Mtasa-Den2

Las proteinas recombinantes son proteinas que se producen en condiciones de
laboratorio, donde se inserta un plasmido (molécula de ADN circular que se
replica de forma auténoma) en la célula de un organismo huésped, generalmente

en bacterias E.coli.

Dentro de este plasmido, se encuentra el gen que codifica a la proteina de interés
y se suele agregar una etiqueta His lo que codifica a una cola de residuos de
histidinas (His) al final de la proteina. Esto se utiliza para purificar la proteina
recombinante de interés a partir de la union especifica de estos residuos a varios
tipos de iones metalicos inmovilizados en una resina, como por ejemplo el niquel.
Adicionalmente, se agrega la resistencia a antibiotico, por ejemplo, a la
kanamicina, lo que permite obtener unicamente las cepas de E-coli que
efectivamente poseen el plasmido al crecer estas células en medios de cultivo

enriquecidos con el antibidtico.

En nuestro caso, se adquirié el plasmido codificante de la proteina recombinante
NS5-Mtasa-Den2 con la empresa GenScript Biotech Corporation. Se selecciond
unicamente el dominio metiltransferasa como proteina recombinante, en vez de
utilizar toda la subunidad NS5 con los dominios polimerasa y metiltransferasa ya

que se ha reportado en varios articulos la utilizacion de esta estrategia.’

En una primera instancia, la produccion y purificacion de la proteina
recombinante NS5-Mtasa-Den2 se llevd a cabo por el Dr. Juan José
Marizcurrena en la Facultad de Ciencias de la Universidad de la Repubilica.

Una vez que se realizé la produccion de la enzima recombinante se corrié un gel
de electroforesis SDS-PAGE con un indicador de peso molecular para comprobar
que la proteina obtenida se encontraba alrededor del peso tedrico de NS5-
Mtasa-Den2 (35 kDa aproximadamente) mas la cola de histidinas, (Figura 7.6).

14 Egloff, M.-P. EMBO J. 2002, 21 (11), 2757-2768.
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Figura 7.6: Gel resultado de la SDS-PAGE comparando el indicador del peso molecular, la pre-

induccion, post-induccidn, los cuerpos de inclusion y las fracciones solubles.

En el gel se determiné que la expresion de NS5-Mtasa-Den2 ocurrié. Esto se
observa al comparar los carriles de pre-induccién y post-induccion. La franja azul
mayoritaria, con un peso molecular levemente por encima de 35kDa, observada
en el carril de post-induccién corresponde a la proteina de interés. Mientras que
en el carril de pre-induccién, donde vemos las proteinas correspondientes a

E.coli, no se observa dicha franja.

Asimismo, se observa que la NS5-Mtasa-Den2 se obtiene en una cantidad
apreciable, pero que la mayoria de ésta se encuentra en cuerpos de inclusion.
Estos son agregados de proteinas que se producen en bacterias cuando se
enfrentan a estrés celular. La obtencion de proteina de cuerpos de inclusién
presenta una mayor complejidad al momento de obtener una enzima activa, ya

que se debe resolubilizar y replegar dicha proteina. Obtener las condiciones
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optimas para lograr esto es un trabajo que necesita una alta dedicacion y

conocimientos especificos en el area de produccion de proteinas recombinantes.

Por estas razones, se decidié continuar con la purificacién de la fraccién soluble,
aunque la concentracion de proteina sea menor, (Figura 7.6). Se calculo la
concentracion en base al coeficiente de extincion molar de esta proteina (50420
M-'cm), el peso molecular (35 kDa) y la absorcién a 280 nm de la muestra, se
determind que la concentracién fue de 1.5 mg/mL. Como se obtuvo 1 mL de
muestra enriquecida en la proteina de interés, se traduce en 1.5 mg totales de
proteina recombinante pura. Por tanto, el rendimiento fue de 0.01 g/L de cultivo

en la fraccién soluble.

MPM El E2 ’ E3 ’ E4 ES ‘ E6 E7 E8 E9
el
12105 )
35 kDa
W—

Figura 7.7: Purificacién por IMAC (cromatografia de afinidad por iones metélicos inmovilizados)
de la proteina en la fraccién soluble. Donde se comparan las diferentes fracciones de elucién

respecto a un indicador de peso molecular.

Al producir una proteina recombinante es necesario comprobar que la misma se
encuentra plegada correctamente. Como la actividad enzimatica depende del

plegamiento de la proteina, una forma de comprobar que la NS5-Mtasa-Den2 se
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encuentre en su forma nativa, y no desnaturalizada, es a partir de un ensayo de

actividad metiltransferasa.
Si bien la purificacion realizada no fue muy exhaustiva y se observan algunas

proteinas como impurezas (fracciones E8 y E9), consideramos que la pureza era

suficiente para continuar con el mencionado ensayo de actividad. (Figura 7.7)
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7.3. Ensayo de actividad: Consideraciones iniciales.

Se han reportado varias estrategias para evaluar la actividad al producir
metiltransferasas como proteinas recombinantes, que presentan SAM como

dador de metilo.

La estrategia mas utilizada es la reportada por los autores Egloff, M.-P et al.,#
quienes realizaron la produccién, purificacion y cristalizacion de la enzima NS5-
Mtasa-Den2. Posteriormente publicaron la estructura cristalografica en pdb con
el coédigo 1L9K. En este trabajo, los autores evaluaron la actividad
metiltransferasa siguiendo la transferencia del grupo metilo tritiado (*H) del SAM
a varios sustratos de ARN utilizando un ensayo de unién a filtros. Este es un
método rapido para el andlisis de la union entre proteina y acidos nucleico. %16
Se basa en que al filtrar la muestra por una membrana de nitrocelulosa la
proteina queda retenida mientras que el ADN o el ARN no lo hace, a menos que
este se encuentre unido a la proteina. Posteriormente, los autores realizan un
estudio de los productos obtenidos. Analogamente, los autores Fiorucci, D. et
al,’” utilizan el mismo enfoque al realizar un ensayo de union a filtros, salvo que
estos autores ademas de trabajar con la proteina NS5-Mtasa-Den2, trabajaron

con la metiltransferasa del virus del zika (Zika-Mtasa).

Por otra parte, los autores Peyrane, F. et al.,'® realizaron la metilacion de
distintos fragmentos de ARN conteniendo analogos al cap5’. El monitoreo de
esta reaccion fue realizado mediante HPLC-MS de forma cuantitativa y no se

requirié el uso de nucleos radioactivos.

Respecto a estas dos opciones para evaluar la actividad metiltransferasa, ambas

presentan grandes desventajas para su implementacién en nuestro laboratorio.

15 Kihara, H. K.; Kuno, H. Anal. Biochem. 1968, 24 (1), 96—105.
16 Sdderman, K.; Reichard, P. Anal. Biochem. 1986, 152 (1), 89-93.

17  Fiorucci, D.; Meaccini, M.; Poli, G.; Stincarelli, M. A.; Vagaggini, C.; Giannecchini, S.; Sutto-Ortiz, P;
Canard, B.; Decroly, E.; Dreassi, E.; Brai, A.; Botta, M. Int. J. Mol. Sci. 2024, 25 (4), 2437.

18 Peyrane, F.; Selisko, B.; Decroly, E.; Vasseur, J. J.; Benarroch, D.; Canard, B.; Alvarez, K. Nucleic
Acids Res. 2007, 35 (4), e26—e26.
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La primera opcion presenta la necesidad de adquirir o producir el SAM con el
grupo metilo tritiado, ademas de la necesidad de poner a punto el ensayo de
unién a filtro. Si bien la segunda opcion parecia mas adecuada, la necesidad de
conseguir el co-factor enzimatico, asi como, la realizacion del ensayo enzimatico

se presenté como un impedimento.

Seguimos investigando opciones y encontramos que existen kits comerciales
para la evaluacion de la actividad metiltransferasa. Por lo que, elegimos esta
aproximacion para evaluar la actividad metiltransferasa de la proteina
recombinante producida. En particular, seleccionamos el kit: “Methyltransferase

Fluorometric Assay Kit” item No. 700150 de la empresa Cayman Chemical.

Este kit de actividad monitorea la formacion de SAH, del cual se desprende una
cascada de reacciones enzimaticas. El kit contiene lo que denomina como “MT
Enzyme Mixture” donde se encuentran las enzimas encargadas de transformar

el SAH en resorufin, el cual presenta fluorescencia, (Figura 7.8).
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Figura 7.8: Imagen extraida del protocolo del kit, donde se muestra la cascada de reacciones
enzimaticas que permiten observar indirectamente por fluorescencia la formacién de SAH

De esta cascada de reacciones enzimaticas se desprenden varias limitantes en
el uso de este kit. El proveedor no recomienda el uso de agentes reductores
como DTT, B-mercaptoetanol ni el uso de agentes quelantes, como, por ejemplo,
el EDTA. Ya que estos interfieren en las reacciones que se llevan a cabo en la

obtencion del resorufin a partir del SAH formado.

Este kit comercial contiene ademas del set de enzimas, SAH utilizado como
control positivo, SAM para llevar a cabo la reaccion de metilacién y resorufin para
realizar una curva de calibracién y poder asi cuantificar la cantidad de SAH

formado.
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Los insumos necesarios para este kit de actividad son la enzima metiltransferasa
de interés y el sustrato de ésta. En nuestro caso, este sustrato es el ARNm de

origen viral.
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7.4. Produccién del sustrato de la enzima: analogo al ARNm viral

Como ya se ha mencionado, el ARNm viral, sustrato de la NS5-Mtasa-Den2,
presenta un cap5’ en su estructura, el cual es doblemente metilado por la enzima

de interés, (Figura 7.4).

Si bien los autores Dong, H. et al,'’® han reportado el ensayo biologico de
actividad de la NS5-Mtasa-Den2 utilizando la estructura completa del ARNm
viral, muchos otros autores como Peyrane, F. et al,'® y Egloff, M.-P et al,'* optaron

por utilizar un fragmento de menor longitud.

Este fragmento consiste en una estructura de cap5”: GpppA con una cola

variable de citocinas C. Lo cual podriamos abreviar como: GpppACx.

Los autores Egloff, M.-P et al,'* utilizaron los fragmentos: GpppACs vy
m7GpppACs para llevar a cabo el estudio de actividad de la NS5-Mtasa-Den2.
Los autores demostraron que el fragmento m7GpppACs fue metilado en 2’0
como era de esperarse ya que era la unica metilacion posible, obteniendo
m7GpppAmCs. Sin embargo, el fragmento GpppACs empleado fue metilado en
2’0y no en N7, resultando en GpppAmCs (Figura 7.9). A partir de estos estudios
y otros experimentos realizados, se demostré que la actividad metiltransferasa
en N7 solo se observo al emplear el ARN viral auténtico como sustrato. Cuando
se utilizé un sustrato corto no viral GpppACs 0 m7GpppACs o sustratos de ARN

no especificos del virus, no se pudo detectar metilacion en N7 pero si en 2°0.%°

19 Dong, H.; Ren, S.; Zhang, B.; Zhou, Y.; Puig-Basagoiti, F.; Li, H.; Shi, P.-Y. J. Virol. 2008, 82 (9),
4295-4307.

20 Liu, L.; Dong, H.; Chen, H.; Zhang, J.; Ling, H.; Li, Z.; Shi, P.-Y.; Li, H. Front. Biol. 2010, 5 (4), 286—
303.
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Por otra parte, los autores Selisko, B. et al.,?" determinaron la longitud de
cadena de citocina que debe de tener el fragmento para que ocurra la metilacién
en 2’0. Ensayaron los fragmentos m7GpppACx, GpppACx y pppACx para valores
de x de 0 a 7. Para el fragmento pppACx no se mostré metilacién para ningun
valor de x, lo que deja en evidencia la necesidad de la base de Guanosina en el
Cap5” del fragmento de ARNm para que ocurra la metilacion en 2’0. Por otra
parte, observaron que la actividad y uniéon en 2’0 aumentaba al aumentar x,

alcanzando una meseta a x=5 (Figura 7.10).
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Figura 7.10: Graficos extraidos del articulo de Selisko, B. et al.?! En a) los autores graficaron la
actividad de 2’0 en 7TmGpppACx (A ) y GpppACx (e) utilizando HPLC. En b) los autores
reportaron el porcentaje de union de 7mGpppACx (A ), GpppACx (e) y pppACx (m) a la NS5-
Mtasa-Den2.

Frente a la necesidad de obtener el sustrato de NS5-Mtasa-Den2 para realizar
el ensayo de actividad, decidimos utilizar un fragmento del tipo GpppACx sobre

el ARN viral original.

Para la obtencion de este fragmento, establecimos una colaboracién con el grupo
del Dr. Juan Pablo Tosar del Instituto Pasteur. EI Msc, Mauricio Castellano llevé

a cabo la optimizacion de la produccion del fragmento analogo al ARNm.

21 Selisko, B.; Peyrane, F. F.; Canard, B.; Alvarez, K.; Decroly, E. J. Gen. Virol. 2010, 91 (1), 112-121.
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7.5. Evaluacion de la actividad metiltransferasa de NS5-Mtasa-Den2
utilizando el kit comercial seleccionado.

Una vez obtenidos todos los insumos, comenzamos con los ensayos de actividad
para evaluar de forma indirecta el correcto plegamiento de la NS5-Mtasa-Den2

producida.

Realizamos un primer ensayo de actividad segun las recomendaciones del
fabricante testeando la concentracién de la NS5-Mtasa-Den2. Se midio la
fluorescencia en un Fluorimetro Varioskan Lux, donde se colecto la fluorescencia
de forma continua durante 40 min excitado a 530nm y registrando la

fluorescencia a 590nm.

Comenzamos con la preparacion del denominado “Master mix” (MM), el que se
realizd segun las especificaciones del fabricante. Se mezclé el buffer con un
aditivo, el MT Enzyme mixture (mezcla de enzimas que desata la cascada
enzimatica para la conversion de SAH a resorufin), el ADHP (reductor del ultimo

paso de la cascada enzimatica del kit) y el SAM, en las cantidades especificadas.

Ya que el MM contiene al SAM, el agregado de este es el que determina el inicio
de la reaccién, por lo que fue agregado a los pocillos de la placa a lo ultimo,
segundos antes de realizar las medidas de fluorescencia correspondiente.

Segun el fabricante se deben de agregar 100 uyL del MM por pocillo.

Continuando con las muestras a ensayar se prepararon:

e El punto de mayor concentracion de la curva de calibracion del resorufin

con una concentracion final de 10uM. (1000 uL de resorufin stock (10uM)).
e El punto de menor concentraciéon de la curva de calibracién del resorufin

con una concentracion final de 1.25uM (125 uL de resorufin stock (10uM)

y 875 uL de buffer conteniendo el aditivo).
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e El control positivo del ensayo con 5 uL de SAH (5 uL de SAH, 10 pL de
buffer, 100 yL de MM)

e El buffer del kit como primera aproximacién de un blanco de control (15 pyL de
buffer, 100 yL de MM).

e Las muestras Mx corresponden al ensayo donde se coloco la enzima NS5-
Mtasa-Den2, el ARN capeado: (5 yL de enzima, 10 yL ARNcap, 100 pL de
MM)

o M1: la enzima sin dilucién previa (concentracion inicial de 1.5mM).
o M2: una disolucion 1/10 de M1.

o Ma3: una dilucién 1/100 de M1.

o M4: una dilucién 1/1000 de M1.

o MS5: una dilucién 1/10000.

Los resultados obtenidos se representaron en dos graficas para una mejor

comprension.

En la grafica 7.1 se presentan los datos obtenidos para el control positivo (SAH
5 uL), blanco control (buffer) y las muestras: M1, M2, M3, M4, M5, donde se
aprecia que el buffer que funciona como blanco se mantiene estable y no
produce fluorescencia a lo largo de la corrida. Por otra parte, los valores de M1,
M2, M3, M4 y M5 son muy similares entre ellos, si bien M1 y M2 se encuentran
a valores un poco por encima del resto, todas las muestras ensayadas quedaron

por debajo del control positivo.
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Ensayo 1

160,00
140,00
120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00

0,00
0 500 1000 1500 2000 2500

Teimpo (segundos)

Unidades relativas de Fluoresencia (URF)

—@— Control positivo-SAH 5pL —@— Blanco Control (buffer)
—— M1 —0— M2

—o—M3 —o—M4

—— M5

Grafica 7.1: Grafica de los resultados obtenidos en el Ensayo 1 para la evaluacién de la
actividad de NS5-Mtasa-Den2. Se graficaron los datos obtenidos para el Control positivo de
SAH, el blanco control, y las muestras M1, M2, M3, M4 y M5

Con el fin de determinar la respuesta instrumental del equipo al utilizar las
condiciones estipuladas en el kit, se realizaron unas pruebas cuyos resultados e
muestran en la grafica 7.2, donde se observan los datos obtenidos para los dos
puntos de la curva de calibracidon del resorufin. El grafico en violeta es el
correspondiente al de mayor concentracion y el grafico de color naranja
corresponde al de menor concentracion. Por otro lado, el grafico en azul es el
correspondiente al control positivo con el agregado de 5 uL de SAH. Se observo
que el control positivo de SAH, que es el control de la cascada de reacciones
enzimaticas del kit a lo largo de la adquisicion, apenas sobrepasa en sus valores
finales al menor punto de la curva de calibracion, lo que nos hizo considerar que
el kit debia de ser optimizado para que el valor del control positivo estuviera en

el rango de la curva de calibracion.
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Ensayo 1-kit
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Grafica 7.2: Grafica de los resultados obtenidos en el Ensayo 1 para la evaluacién de la
actividad de NS5-Mtasa-Den2. Se graficaron los datos para el control positivo de SAH, el punto
de mayor concentracion de la curva de calibracion de resorufin y el punto de menor

concentracion de dicha curva.

A partir de los resultados obtenidos en la primera aproximacién en el uso del kit

decidimos realizar un segundo ensayo donde:

Seleccionamos como muestras a evaluar M6 y M7, para ambas se selecciono la
utilizacion de la enzima sin diluir (analogo a M1) y se invirtieron las cantidades
seleccionadas, aumentando la concentracion de enzima de 5 yL a 10 pyL y
reduciendo la cantidad de ARN de 10 yL a 5 yL. Se utilizaron dos tipos de ARN
diferentes, el ARN utilizado en M6 fue el ARN con caperuza (ARN-Cap), el
utilizado en el ensayo anterior y para el caso de M7 el ARN utilizado fue el ARN

sin caperuza (ARN-sinCap):

e M6 (10 pL de enzima, 5 yL ARN-Cap, 100 uL de MM)
e M7 (10 uL de enzima, 5 pL ARN-sinCap, 100 yL de MM)
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Con respecto al control positivo se decidié cambiar el volumen de SAH de 5 uL

a 15 L, dentro del rango estipulado por el kit:

e Control positivo SAH-15pL (15 pL de SAH, 100 uL de MM)

Por otra parte, se realizd un control negativo, denominado: “Control negativo-sin
ARN”. Este se preparo en iguales condiciones que M6 sustituyendo el ARN por
el buffer del kit:

e Control negativo-sin ARN (10 pL de enzima, 5 uL buffer, 100 uL de MM)

Adicionalmente se prepararon dos controles negativos para M6 y M7,
denominadas como Control negativo-M6 y Control negativo-M7. En éstos se
utilizaron las mismas condiciones que en M6 y M7 (respectivamente)

sustituyendo los 10 pyL de enzima por buffer.

e Control negativo-M6 (10 uL de buffer, 5 yL ARN-Cap, 100 yuL de MM)
e Control negativo-M7 (10 uL de buffer, 5 yL ARN-sinCap, 100 uL de MM)
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Ensayo 2
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Grafica 7.3: Grafica de los resultados obtenidos en el Ensayo 2 para la evaluacion de la
actividad de NS5-Mtasa-Den2. Se graficaron los datos obtenidos para el Control positivo de
SAH, el control negativo: Sin ARN, de M6 y de M7. Ademas de las muestras M6 y M7.

Los resultados de este segundo ensayo reportados en la grafica 7.3, no son
alentadores. Era de esperar que la muestra M7 no mostrara actividad, ya que al
no contar con la caperuza la metilacion no deberia de ocurrir. Si comparamos
los resultados de M6 y M7 son practicamente iguales. Asimismo, si comparamos
los valores obtenidos para estas muestras respecto a sus controles negativos se
observa que no se presentan diferencias significativas. Por ultimo, si
comparamos los resultados de las muestras M6 y M7 con respecto al control
negativo-sin ARN, el cual solo presenta a la enzima sin sustrato (ARN-Cap),

tampoco se observaron diferencias.

Con respecto al control positivo, el aumento de la concentracion de SAH resulté
en un aumento de la sefal observada, como era de esperarse (Grafica 7.4). De
todas formas, este dista de lo esperado como control positivo si comparamos los

valores obtenidos para la curva de calibracion del ensayo 1. (Grafica 7.1)

359



Capitulo 7: Produccidn y evaluacion de la enzima NS5-Mtasa-Den2.

Optimizacion control positivo-SAH
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Grafica 7.4: Grafica de los datos obtenidos para el Control positivo de SAH-5uL del ensayo 1y
el Control positivo de SAH-15uL del ensayo 2.

Como aspecto positivo de este ensayo remarcamos que los controles negativos
seleccionados son acordes al ensayo de actividad. Ya que al no realizar un
control negativo en el ensayo 1 se pierde la comparacion del efecto que tienen
los componentes por separado. Se decidié agregar en los ensayos posteriores,

un blanco control del kit mas apropiado que el utilizado en el ensayo 1.

En base a estos resultados se decidié optimizar las condiciones del kit antes de

repetir la evaluacion de la enzima NS5-Mtasa-Den2.
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7.5.1. Optimizacion del kit de actividad

Para realizar la optimizacion de las condiciones del Kit elegimos las dos
concentraciones de SAH empleadas SAH-5uL y SAH-15uL. Como control

negativo usamos las mismas condiciones sustituyendo la cantidad de SAH por
buffer:

e SAH 5uL (MM incubado a 37°C) (5 yL de SAH, 10 uL de buffer, 100 yL de
MM)

e SAH 15uL (MM incubado a 37°C) (15 pyL de SAH, 100 uL de MM)

e Control negativo-SAH (15 uL de buffer, 100 yL de MM)

Comenzamos con un cambio en la temperatura. Si bien el experimento se lleva
a cabo a 37°C, segun especificaciones del fabricante, los reactivos del kit deben
de almacenarse a distintas temperaturas. Por ejemplo, el buffer debe de
almacenarse a 0°C y el SAM a -80°C.

Optimizacion del kit
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SAH 15pL (MM incubado a 37°C)

Grafica 7.5: Grafica de la optimizacion del kit de actividad. Se graficaron los datos obtenidos
para el Control negativo de SAH, el SAH 5uL (MM incubado a 37°C) y el SAH 15uL (MM
incubado a 37°C) de la optimizacion.
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En el ensayo 1 y el ensayo 2 el MM se realizé a temperatura ambiente. En esta
optimizacion, decidimos dejar al MM unos 10 minutos aproximadamente a 37°C
antes de utilizarlo. Los resultados de este cambio se observan en la grafica 7.5,
donde los valores alcanzados superaban a los obtenidos en los primeros

ensayos.

Con el fin de visualizar esta optimizacion se decidié graficar en el mismo par de
ejes las graficas correspondientes al SAH 5uL (MM incubado a 37°C) y SAH
15uL (MM incubado a 37°C) de esta optimizacién, al control positivo (SAH 5uL)
del ensayo 1y al control positivo (SAH 15 uL) del ensayo 2. (Grafica 7.6). Donde
se observa el aumento en la fluorescencia generada en las muestras SAH 5L
(MM incubado a 37°C) y SAH 15uL (MM incubado a 37°C) respecto a cada
control positivo de SAH, tanto para SAH 5uL como para SAH 15uL. Se hace
notoria la necesidad de llevar a 37°C el MM producido por unos minutos antes

de realizar el ensayo correspondiente.

Control postivo - SAH comaparcion
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SAH 15puL (MM incubado a 37°C) —@— Control positivo: SaH 15uL
—@— Control positivo-SAH 5pL

Grafica 7.6: Grafico de la comparacion de los valores obtenidos para los controles positivos de
SAH. Donde se graficé el control positivo de SAH-5uL del ensayo 1, el control positivo de SAH-
15uL del ensayo 2, el control negativo de SAH y las optimizaciones realizadas de SAH 5uL
(MM incubado a 37°C) y SAH 15uL (MM incubado a 37°C).
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Para continuar con la evaluacion de la optimizacion de las condiciones de ensayo
utilizando el kit comercial, graficamos en un mismo par de ejes las graficas
obtenidas para los controles positivos utilizados en esta optimizacion: SAH 5uL
(MM incubado a 37°C) y SAH 15uL (MM incubado a 37°C) y las curvas obtenidas

para ambas concentraciones de resorufin en el ensayo 1. (Grafica 7.7).

Realizando esta comparacion evidenciamos que los valores de fluorescencia
obtenidos en la optimizacion se encuentran dentro de los valores de la curva de
calibracion del resorufin. Frente a esta evidencia, se presenta que el control de
SAH 5uL (MM incubado a 37°C) seria suficiente para continuar con el ensayo de
actividad en base a la curva de calibracion. Por lo cual seleccionamos el SAH
5uL (MM incubado a 37°C) para continuar con los posteriores ensayos de
actividad.

Optimizacion Kit
1000,00
900,00
800,00
700,00
600,00
500,00
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0 500 1000 1500 2000 2500
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—@— SAH 5puL (MM incubado a 37°C) SAH 15pL (MM incubado a 37°C)

—@— Resofurin ultimo punto de la curva —@— Resofurin primer punto de la curva

Grafica 7.7: Grafica optimizacién del kit, comparacion con los valores de la curva de
calibracion. Se graficaron los valores de SAH 5uL (MM incubado a 37°C) y SAH 15uL (MM
incubado a 37°C) ensayados en la optimizacion del kit y los puntos de mayor y menor

concentracion de resorufin de la curva de calibracion.

Con estos resultados, dimos por finalizada la optimizacion del kit comercial. Y

continuamos con la evaluaciéon de la enzima NS5-Mtasa-DEN2.
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7.5.2. Re-evaluacion de la actividad metiltransferasa de NS5-Mtasa-Den2

utilizando el kit comercial optimizado.

Una vez optimizadas las condiciones del kit de actividad, volvimos a evaluar la

actividad metiltransferasa de la NS5-Mtasa-Den?2.

Para lo que decidimos realizar el ensayo 3, donde se preparé:

e M8 (5 uL de enzima, 10 yL ARN-Cap, 100 uL de MM).

e Control positivo SAH-5uL (5 uL SAH, 100 uL de MM).

e Se realizaron 2 controles negativos:
o Control negativo-sin enzima
(5 pL de buffer, 10 uL ARN-Cap, 100 uL de MM)
o Control negativo-sin ARN-Cap
(5 uL de enzima, 10 uL buffer, 100 uL de MM

Ensayo 3

600,00
500,00
400,00
300,00
200,00
100,00

0,00

0 500 1000 1500 2000 2500
Tiempo (segundos)

Unidades relativas de fluoresencia (URF)

® Control positivo-SAH 5pL @ Control negativo-sin enzima

@ Control negativo-sin ARN-CAP o M8

Grafica 7.8: Grafica obtenida en el Ensayo 3. Donde se grafican los datos obtenidos para el
control positivo de SAH-5 L, el control negativo sin enzima y el control negativo sin ARN-Cap,
ademas de la muestra M8.
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En la grafica 7.8 se muestran los resultados obtenidos, donde se observa que

ambos controles negativos y la muestra M8 presentan graficos similares.

Optamos por realizar una ultima prueba respecto a esta produccion de enzima,

desarrollando asi el ensayo 4 de la siguiente forma:

e Control positivo SAH-5uL (5 uL SAH, 10 uL de buffer y 100 yL de MM)

e Blanco control (15 uL buffer, 100 yL de MM)

e Se prepararon las muestras:

o

M9-5 L (5 uL de enzima, 5 pL de ARN-Cap, 5 uL de buffer y 100
pL de MM).

M10-10 pL (10 pL de enzima, 5 yL de ARN-Cap, y 100 uL de
MM).

M11-15 pL (15 yL de enzima, 5 pL de ARN-Cap, y 100 yL de MM).

e Se realizaron los controles negativos:

o

Control negativo-sin enzima (10 uL de buffer, 5 uL de ARN-Cap y
100 uL de MM).

Control negativo- M9-5 uL (5 pL de enzima, 10 uL de buffer y 100
pL de MM).

Control negativo- M10-10 uL (10 yL de enzima, 5 uL de buffer y
100 yL de MM).

Control negativo- M11-15 uL (15 uL de enzima, 5 pL de buffer y
100 pL de MM).

Control negativo-Enzima desnaturalizada: Se llevo la enzima a
100°C por unos minutos para lograr la desnaturalizacién. (15 uL

de enzima desnaturalizada y 100 yL de MM).

El objetivo de este nuevo ensayo era evaluar si se presenta actividad al aumentar

la concentracion de enzima en el ensayo. Analogamente, se afiadié el control

negativo con la enzima desnaturalizada con el fin de tener otro punto de

comparacion.
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Grafica 7.9: Grafica obtenida en el Ensayo 4. Se graficaron los datos obtenidos para El blanco

control, el control positivo SAH-5 L, los controles negativos: sin enzima, de enzima

desnaturalizada y los controles negativos de M9, M10 y M11. Ademas de los datos obtenidos

para las muestras M9, M10 y M11.

Los resultados obtenidos se muestran en el grafico 7.9, donde no se observan

diferencias significativas entre los controles negativos y las muestras ensayadas.

En el gréafico 7.10, se elimind el control positivo para poder observar los demas

graficos a una menor escala.
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Ensayo 4-Sin control positivo
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Graéfico 7.10: Grafica obtenida del Ensayo 4 sin control positivo. Esto se realizé para observar

los graficos a una escala mas adecuada.

En el grafico 7.10 podemos observar dos graficos que sobresalen del resto.

Estos corresponden al control negativo-sin enzima y el blanco control.

A partir de este ensayo pudimos afirmar que la produccion de la proteina

recombinante NS5-Mtasa-Den2 no presenta actividad metiltransferasa.
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7.5.3. Nueva produccion y evaluacién de la NS5-Mtasa-Den2

A partir de los resultados anteriores decidimos realizar una nueva produccion
de proteina recombinante NS5-Mtasa-Den2, ya que desde la produccion
anterior transcurrié alrededor de un afio entre la obtencion de la proteina y su

evaluacion con el kit de actividad.

Por otra parte, se logré optimizar la obtencién de ARN-Cap produciendo una
mayor cantidad de ARN-Cap. En las primeras producciones se logré en
promedio una concentracion de ARN-Cap de 384 ng/uL en 50 pL, mientras que
al optimizar el protocolo de obtencion del ARN-Cap, se logré un promedio de
3503 ng/uL de ARN-Cap en 20 uL.

Realizamos asi el ensayo 5 utilizando la enzima anterior y la enzima de la nueva

produccion, preparando las siguientes muestras:

Control positivo SAH-5uL (5 uL de SAH, 10 pyL de buffery 100 yL de MM).
Blanco control (15 pL de buffer y 100 uL de MM).
Las muestras ensayadas fueron:
o M12 (10 yL enzima anterior, 5 yL de ARN-Cap y 100 yL de MM).
o M13 (10 pL enzima nueva, 5 yL de ARN-Cap y 100 uL de MM).

Como controles negativos se utilizaron:
o Control negativo-sin enzima (10 pL de buffer, 5 yL de ARN-Cap y
100 pL de MM).
o Control negativo-M12 (10 pL enzima anterior, 5 uL de buffer y 100
uL de MM).
o Control negativo-M13 (10 pL enzima nueva, 5 uL de buffer y 100
pL de MM).
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Ensayo 5
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Graéfica 7.11: Gréfica obtenida en el Ensayo 5. Se graficaron los datos obtenidos para el control
positivo SAH-5 L, el blanco control, los controles negativos: sin enzima, el de M12 y M13.

Ademas de las muestras M12 y M13.

Los resultados de este ensayo se presentan en la grafica 7.11. Donde se puede
apreciar que las muestras y los controles negativos tanto de la antigua
produccion como de la nueva se presentan semejantes. A modo de facilitar la
comparacion se grafico el ensayo 5 sin el control positivo para observar las
diferencias a una menor escala. (Grafica 7.12). En dicha grafica, se puede
apreciar con mayor facilidad que los graficos de las muestras y sus respectivos

controles negativos presentan una alta similitud.
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Ensayo 5-sin control positivo
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Grafica 7.12: Grafica obtenida en el Ensayo 5, sin la grafica del control positivo. Esto permitio

observar los demas graficos a una escala mas adecuada.

A partir de los datos obtenidos en este ultimo ensayo 5, podemos concluir que
ninguna de las producciones de la proteina recombinante NS5-Mtasa-Den2

presento actividad metiltransferasa al emplear el kit comercial seleccionado.
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7.6. Optimizacion de la producciéon de NS5-Mtasa-Den2 y su evaluacién
biolégica.

A partir de los resultados obtenidos decidimos realizar una optimizacién en la
produccion de NS5-Mtasa-Den2, ya que se formaban cuerpos de inclusién y la
proteina soluble no presentd actividad. Esto se realizd6 mediante una
colaboracién con el grupo de la Dra. Sonia Rodriguez, del departamento DEPBIO

de la Facultad de Quimica.

El Msc. Diego Umpierrez fue el encargado de la supervision de las nuevas
producciones de NS5-Mtasa-Den2 como una proteina recombinante, asi como

también de mi capacitacién en dicha disciplina.

Decidimos realizar una optimizacién desde cero, utilizando las condiciones de
produccion de enzimas recombinantes que el Msc. Umpierrez utilizé en su tesis
de maestria titulada: “Biocatalisis aplicada a la sintesis de radiotrazadores:

sintesis de S-Adenosil metionina por metodologias enzimaticas” del afno 2023.

7.6.1. Primera optimizacion en la producciéon de NS5-Mtasa-Den2:

Para comenzar, debimos realizar una transformacion para introducir el plasmido
en una cepa E. coli BL21. Para esto realizamos una electroporacién, donde se
utiliza un pulso eléctrico corto para hacer que la célula sea permeable al ADN,
es decir al plasmido. Las células electroporantes fueron facilitadas por el
Laboratorio de Biocatalisis y Biotransformaciones (LBB) de la Facultad de

Quimica.

Luego incubamos estas células en placa con un medio LB con kanamicina por
24hs a 37°C. Transcurridas estas 24hs, seleccionamos e incubamos algunas de
las colonias aisladas en un tubo con 5mL de medio LB con kanamicina con el fin

de formar un pre-cultivo. Este se incubd a 28°C y 200 rpm por 24hs.

Una alicuota del cultivo anterior se transfirio a 500 mL de medio autoinductor

(AIM) y se incubd a 37°C por 2 h a 220 rpm y posteriormente a 28°C por 24hs.
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Las células se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 min a 4 °C, y se descarto el

medio. Dichas células se almacenaron en el freezer hasta su uso.

Al momento de comenzar con la lisis, se descongelaron las células y se re-
suspendieron en 40mL buffer fosfato 20 mM, suplementado con NaCl 500 mM
(pH 7.6). La lisis se realizé agregando 2 mg/mL de lisozima y se incuba por 40
min con una agitacion suave (53 rpm) a una temperatura cercana a los 0°C
utilizando bafo de hielo. Posteriormente se agregé6 ARNasa (10 mg/mL),
ADNasa (1 mg/mL) y 0.1% de Triton y se incubo en las mismas condiciones por
40min. Una vez concluidos los 40 min, se centrifugaron las células a 10000 rpm
a 4°C durante 40 min.

El sobrenadante (40mL aprox) se sembré en una columna de afinidad Ni-NTA
(Cytiva Histrap Chelating HP). Se lavé la columna con un buffer fosfato 50 mM,
NaCl 50 mM, Imidazol 250 mM y se eluyd la proteina de interés con un buffer
fosfato 50 mM, NaCl 50 mM, Imidazol 500 mM. Al realizar esta purificacion se
observa como la proteina comienza a precipitar al salir de la columna y queda

parte de la proteina precipitada en la columna.

Luego de obtener la proteina se realizé una didlisis para eliminar el imidazol en
dos pasos: el primero en buffer fosfato 20 mM, NaCl 500 mM, Imidazol 100 mM
por 12hs y el segundo paso en buffer Tris-HCI 100 mM durante 5hs. Luego de
sacar la proteina de la dialisis se realiz6 el ensayo con el kit correspondiente en

el Instituto Pasteur ese mismo dia.

Se decidié ensayar la proteina a pesar de la precipitacion observada, apelando
a que quedara algo de NS5-Mtasa-Den2 soluble. Se ensayaron la enzima en las
condiciones obtenidas después de la didlisis (enzima diluida) y se concentré la
misma utilizando un Centricon® (enzima concentrada). Se prepararon las

siguientes muestras:

e Control positivo SAH-5uL (5 yL de SAH, 10 pL de buffery 100 uL de MM).

e Blanco control (15 pL de buffer y 100 yL de MM).

e Las muestras ensayadas fueron:
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o M14 (15 uL enzima diluida, 2,5 uL de ARN-Cap y 100 uL de MM).
o M15 (15 pL enzima concentrada, 5 pyL de ARN-Cap y 100 pL de
MM).

e Como controles negativos se utilizaron:
o Control negativo-M14 (15 pL enzima diluida y 100 uL de MM).
o Control negativo-M15 (15 uL enzima concentrada y 100 uL de MM).

Primera optimizacion
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® Control negativo M15 o M14 o M15

Grafica 7.13: Grafica de los datos obtenidos para la primera optimizacion de la produccion de la
proteina recombinante. Se graficaron los datos obtenidos para el blanco control, el control
positivo SAH-5 L, los controles negativos de M14 y M15, y las muestras M14 y M15.
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Primera optimizacion
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Grafica 7.14: Grafica obtenida de la primera optimizacién en la obtencién de la proteina
recombinante de interés sin graficar el control positivo. De esta forma los demas datos se

aprecian a una escala mas adecuada para su comparacion.

El resultado de este ensayo se muestra en la grafica 7.13 y 7.14, donde no se
observan diferencias significativas entre los controles positivos y negativos
ensayados. Por lo que se concluye que esta primera produccion no presentd
actividad.
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7.6.2. Segunda optimizacién en la produccién de NS5-Mtasa-Den2.

En base a los resultados obtenidos en el primer intento, se analizaron las
posibles razones de la precitacion observada. Una de las razones podria ser la

cantidad de proteina cargada en la resina.

Por esto, decidimos realizar un segundo intento con una menor cantidad de
proteina. Para esto, se volvio a realizar la produccion anterior, donde se
dividieron los 500 mL de medio con células en tubos falcon cada 50 mL de medio.
Se centrifugaron las células a 4000 rpm a 4 °C, se descarté el medio y las células

se almacenaron en el freezer hasta su uso.

Se utilizaron 2 falcon, correspondiente a 100 mL del medio original para la lisis y
purificacion. Se procedié en las mismas condiciones que en el intento anterior, la

unica diferencia fue la cantidad de proteina cargada en la resina.

La proteina volvié a precipitar al salir de la columna, la unica salvedad es que en
esta ocasién no quedé proteina remanente en la resina. Se decidio realizar una
dialisis en 2 pasos, el primero con Tris-HCI 100 mM y 100 mM de imidazol por
12 hs y el segundo con Tris-HCI 100 mM por 12 hs. Se decidid ensayar esta
produccion con el kit comercial al igual que en el caso anterior, al dia siguiente

de la dialisis en el Instituto Pasteur.

Para la evaluacion de esta nueva produccidn se prepararon las siguientes

muestras:

e Control positivo SAH-5uL (5 yL de SAH, 10 pL de buffery 100 uL de MM).

e Blanco control (15 pL de buffer y 100 uL de MM).

e Las muestras ensayadas fueron:
o M16 (15 L enzima diluida, 2,5 yL de ARN-Cap y 100 uL de MM).

e Como controles negativos se utilizaron:
o Control negativo-M16 (15 pL enzima diluida y 100 pL de MM).
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Segunda optimizacion
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Grafica 7.15: Grafica de la segunda optimizacion de la produccion de la proteina recombinante
de interés. Se graficaron los datos obtenidos para el Blanco, el control positivo SAH-5 pL, el

control negativo de M16 y la muestra M16.
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Grafica 7.16: Gréfica de la segunda optimizacion de la produccion de la proteina recombinante

de interés sin graficar los datos del control positivo. De esta manera se pueden comparar los

demas datos obtenidos a una escala mas apropiada.
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En las graficas 7.15 y 7.16 se presentan las graficas obtenidas en el segundo
intento de produccién de NS5-Mtasa-Den2. Se puede observar que no existen
diferencias significativas entre la muestra y los controles negativos. Por lo cual
concluimos que en esta segunda produccidén no se obtuvo la proteina de interés

soluble ni activa.

7.6.3. Tercer intento de produccion de NS5-Mtasa-Den2.

En la tercera prueba decidimos cambiar todos los buffers fosfato utilizados por
Tris-HCI 100nm, sumando al agregado de DTT 1mM. Se ha reportado que
algunas metiltransferasas necesitan un medio reductor para su
produccion,?? por lo cual decidimos agregar el DTT en la lisis celular y posterior
purificacion. El DTT se elimina al momento de la dialisis ya que no puede ser

usado en el kit comercial adquirido.

El proceso y las cantidades utilizadas en la lisis fueron las mismas que en el
segundo intento. La lisis ocurri6 como se esperaba, sin embargo, la fase de
purificacion presenté ciertos contratiempos. Al momento de acondicionar la
resina utilizando las nuevas condiciones de buffer Tris-HCI 100mM con el DTT
1mM la resina se volvié de color marrén. Decidimos continuar con la purificaciéon
de todas maneras, en dicha purificacion no se observo la enzima precipitada,
pero tampoco observamos sefial de absorbancia en un espectrofotometro de
microvolumen (NanoDrop)(Allsheng nano-300 microspectrophotometer) en las

fracciones de elucién. en el equipo de nanodrop en las fracciones de elucion.

Con respecto al cambio de color de la columna, suponemos que fue debido al
DTT,donde este se encontraria formando un complejo con el niquel de la resina
(segun las especificaciones del fabricante se puede utilizar hasta 10 mM de
DTT). Una vez que se realizé la purificacion se paso a la resina un buffer Tris-
HCI sin DTT recuperando el color de la resina a su color celeste caracteristico.

22 Bobrovs, R.; Kanepe, |.; Narvaiss, N.; Patetko, L.; Kalnins, G.; Sisovs, M.; Bula, A. L.; Grinberga, S.;
Boroduskis, M.; Ramata-Stunda, A.; Rostoks, N.; Jirgensons, A.; Tars, K.; Jaudzems, K.. Pharmaceuticals
2021, 14 (12), 1243
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Con respecto a la no obtencidon de la proteina en las fracciones de elucion,
supusimos que la competencia por parte del DTT con el niquel impidieron la

correcta purificacién de la proteina recombinante.

Por estas razones, decidimos no llevar a cabo el ensayo de actividad de este
intento y realizar un nuevo intento eliminando el DTT del buffer de
acondicionamiento de la columna, el buffer de lavado y el de elucion.
Analogamente, decidimos bajar la concentracion de Tris-HCI de 100mM a 50mM
en estos buffers ya que el tris (trisaminometano), presenta una amina e hidroxilos
en su estructura lo que lo hace actuar como agente quelante de iones metalicos

como el Ni, lo que genera una competencia en este tipo de resinas.

Decidimos no evaluar en el ensayo de actividad esta produccion de proteina.

7.6.4. Cuarto intento de produccién de NS5-Mtasa-Den2.

En el ultimo intento para la produccion de la proteina recombinante NS5-Mtasa-
Den2 decidimos repetir la lisis y la purificacion con las condiciones mencionadas
anteriormente. Utilizando DTT solo en el buffer de lisis (eliminando el DTT en los
buffers utilizados en la purificacion) y la disminucion en la concentracion de Tris-
HCI de 100 mM a 50 mM.

Utilizando estas condiciones la lisis de las células ocurrié como era de esperarse
y la purificacién de la proteina no presentd precipitaciones ni cambios de color
en la resina utilizada. Sin embargo, y al igual que en el intento anterior, no se
observé senal de absorbancia en el equipo de nanodrop en ninguna de las

fracciones recolectadas en la fase de elucion.

Decidimos recolectar todas las fracciones de la fase de elucion y realizar la
didlisis correspondiente. Con Tris-HCI 50 mM y 100 mM de imidazol por 12 hs y
con Tris-HClI 50 mM por 12 hs. Llevamos a cabo el ensayo de actividad

correspondiente el mismo dia de terminada la dialisis.

Para el ensayo con el kit comercial se prepararon las siguientes muestras:
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Control positivo SAH-5uL (5 yL de SAH, 10 pL de buffer y 100 uL de MM).

Blanco control (15 pL de buffer y 100 uL de MM).

Las muestras ensayadas fueron:
o M17 (15 yL enzima, 2,5 yL de ARN-Cap y 100 uL de MM).

Como controles negativos se utilizaron:
o Control negativo-M17 (15 pL enzima y 100 yL de MM).

Cuarta optimizacion

900,00
800,00
700,00
600,00
500,00
400,00
300,00
200,00

100,00

Unidades relativas de fluorescencia (URF)

0,00
0 500 1000 1500 2000 2500

Tiempo (segundos)

@ Control blanco ® Control positivo SAH-5uL @ Control negativo-M17 @ M17

Grafica 7.17: Grafica de la cuarta optimizacién de la produccion de la proteina recombinante de
interés. Se graficaron los datos obtenidos para el Blanco, el control positivo SAH-5 pL, el

control negativo de M17 y | amuestra M17.
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Cuarta optimizacion-Sin control positivo
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Grafica 7.18: Grafica de la cuarta optimizacion de la produccion de la proteina recombinante de
interés sin graficar los datos del control positivo. De esta manera se pueden comparar los

demas datos obtenidos a una escala mas apropiada.

Los resultados obtenidos para este ultimo intento en la produccion de la NS5-
Mtasa-Den2 se presentan en las graficas 7.17 y 7.18, donde se puede observar
que los graficos de la muestra y de los controles negativos son semejantes. Si
bien ya sabiamos que en las fracciones de elucidén no se encontraba proteina o
se encontraba en muy baja concentracion, este ensayo permitié determinar que
el uso del DTT en el buffer de lisis, luego de la purificacion y de la dialisis no

afectaron el ensayo, por lo que su eliminacion fue completa.

A partir de los resultados obtenidos, decidimos realizar un gel para comprobar

que la proteina fue eluida en las fracciones de lavado.
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Figura 7.11: Gel resultado de la SDS-PAGE comparando la mezcla aplicada a la columna (A),
el percolado (P), el lavado (L) y la elucién de la proteina (E) contra un indicador de bajo peso

molecular (PM).

En la figura 7.11 se observa el gel resultante de la SDS-PAGE donde se
sembraron: el aplicado a la columna (A) que comprende el resultado de la lisis y
se encuentran las proteinas provenientes de E.coli asi como nuestra proteina de
interés; el percolado (P) que se obtiene al sembrar la columna, el lavado de la
columna (L), donde se eliminan aquellas proteinas que no presentan la cola de
His y por lo tanto no tienen interacciones con la columna; la elucion de la proteina

(E) y un indicador de bajo peso molecular (PM).

Si bien se puede apreciar que el gel obtenido por electroforesis no se desarrolld
adecuadamente ya que la linea del frente no se observa recta, se pueden realizar
ciertas observaciones. A partir de este gel, se observa que el aplicado contenia
una gran cantidad de proteinas, al igual que el percolado y el lavado, como era
de esperarse ya que en estas fracciones deben de encontrarse las proteinas

pertenecientes a E. coli. Al no contar con un control negativo de la expresion de
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proteinas donde se observen las proteinas pertenecientes unicamente a E. coli
es dificil determinar cual es la proteina de interés. Sin embargo, debido al patrén
de bajo peso molecular sabemos que la NS5-Mtasa-Den2 deberia de
encontrarse en la porcion inferior del gel ya que presenta un peso molecular de
35 kDa aproximadamente. Por otro lado, se observa claramente que la fraccién

de elucién no presenta proteinas.

Como perspectiva a futuro se plantea continuar con distintos ensayos para la
produccion de la NS5-Mtasa-Den2 empleando distintas condiciones tanto en la
lisis como en la posterior purificacidn. Se plantean las siguientes pruebas que se
podrian ensayar: (i) disminuir la concentracion del buffer Tris-HCI de 50mM a
20mM o a una concentracién menor; (ii) utilizar otro buffer que sea mas
compatible con la produccién y purificacién enzimatica de interés; (iii) evaluar el
uso de otro agente reductor, (iv) el uso de otros medios de purificacion como por

ejemplo por cromatografia por intercambio iénico, entre otros.
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Produccién y purificacién de la NS5-Mtasa-Den2

Datos proporcionados por el grupo de la Dra. Susana Castro-Sowinski

Para la produccién recombinante de enzima, el plasmido pET-28a(+) se
transformdé a la cepa para expresion de E. coli BL21 (DE3). Se realizaron
precultivos de E. coli BL21, conteniendo el plasmido en LB a 37 °C y 220 rpm.
Una alicuota del 1 % se transfirio a 200 mL de medio auto-inductor Zym-5052
(Triptona 10 g, Extracto de levadura 5 g, Glicerol 5 g, Glucosa 0.5 g, Lactosa 0.2
g, MgCl2 2mM, Na2HPO4 0.45 g, KH2PO4 0.34 g, NH4Cl 0.27 g, Na2S04 0.07 g,
CaCl2 20 yM, MnCl2 10 uM, ZnSO4 10 uM, CoClz2 2 uM, CuClz2 2 yM, NiCl2 2uM,
NazMoO4 2 uM, Na2SeOs 2 pM, H3sBOs 2 pM, csp 1L (20)), suplementado con
Kanamicina (50 mg mL-1), y se crecié a 14°C por 48 h'y 220 rpm. Las células se
centrifugaron a 7000 g durante 10 min a 4 °C, se re suspendieron en tampon
fosfato 50 mM, suplementado con NaCl 50 mM (pH 7.4), se lisaron por

sonicacion (40 % amplitud) y se centrifugaron a 16000 g durante 30 min a 4 °C.

El sobrenadante se aplicd a una resina de afinidad Ni-NTA (Invitrogen, Cat. No.
R907). Se utilizd una relacion de 20 mL de fraccion soluble por mL de resina, en
tampén de unién (tampon fosfato 50 mM, NaCl 50 mM, Imidazol 40 mM). La
resina se lavo con cuatro volumenes de tampdn de union, y se eluy6 con tampon
de union suplementado con imidazol a una concentracion final de 250 mM. El
eluato resultante se desaldé con una columna tipo PD-10 (GE Healthcare, 17-
0851-01). Finalmente, la MTAasa recombinante se almacen6 en tampén PBS

suplementado con glicerol 50% a -80°C.
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Produccién y purificacién de la NS5-Mtasa-Den2

Datos proporcionados por el grupo del Dr. Juan Pablo Tosar

Se comenzé realizando una PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) con los
cebadores F y Reverse 2 del fragmento de dsADN 5°-
ATGACCTAATACGACTCACTATTACCCCCCTCGTTGAGAGCCTTCCAGTG.
Luego de purificar los fragmentos de ADN amplificado, se cuantificé la cantidad
de ADN producido siendo este de 45ng/uL. Posteriormente, se realizdé una
transcripcion in-vitro a partir de estos fragmentos de ADN para la formacion de
los fragmentos de ARN, para lo que utilizo el kit “HiScribe™ T7 High Yield RNA
Synthesis Kit”.

La primera aproximacion realizada fue la produccion del ADN a partir de los
primers, para luego obtener la secuencia de ARN sin caperuza (ARN-sinCap).
Posteriormente, se sometioé al ARN-sinCap a la purificacién correspondiente. La
secuencia obtenida de los fragmentos de ADN fue
GGAGCAACTCTCGGAAGGTCAC por lo que el fragmento de ARN-sinCap
generado fue CCUCGUUGAGAGCCUUCCAGUG.

Una vez optimizados los pasos en la produccion de ARN-sinCap, se procedié a
realizar la sintesis del ARN con caperuza (ARN-Cap), para lo que se siguio la
misma estrategia que en el caso anterior realizando ciertas optimizaciones,
obteniendo mayor cantidad de ADN en esta segunda optimizacién que en el caso
anterior (393ng/uL frente a los 45ng/uL obtenidos). Una vez sintetizado el ADN,
se utilizé el kit mencionado anteriormente para la formacion del ARN-Cap, para
lo que se utilizé un analogo al cap: GpppA (G(5)ppp(5)A RNA Cap Structure
Analog, NEB S1406Sy). Una vez obtenido el fragmento de ARN viral, se realizd
la purificacién correspondiente, obteniéndose de esta manera el ARN-Cap:
GpppACCUCGUUGAGAGCCUUCCAGUG.

Una vez finalizada la produccién y de haber realizado los geles y medidas de
absorbancia necesarios en la optimizacion de la produccion del ARN-sinCap y
del ARN-Cap, se realizdé un tratamiento con 5'fosfatasa y el Terminator™ 5-

Phosphate-Dependent Exonuclease de Lucigen con el fin de determinar que el
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ARN-cap efectivamente presentaba la caperuza. Los resultados de esta prueba

fueron que el ARN-Cap producido efectivamente incluyé la caperuza.

Adicionalmente, una vez obtenido el kit de actividad se comprob6 que la actividad
ARNasa que podia presentar la proteina recombinante no afectara al ARN-Cap
producido, asi como también los insumos del kit. Esta actividad ARNasa se
puede controlar utilizando el inhibidor recombinante de ARNsas de la familia A
(RI). Ademas, se comprob6é que ARN-Cap producido por transcripcion in-
vitro que utilizamos como sustrato parecia ser resistente a la actividad de
ARNasas. Lo cual se explica porque algunas moléculas de ARN pequefios son
intrinsecamente resistentes a la degradacion por parte de estas enzimas y el
hecho de que esté capeado probablemente también lo proteja de 5'

exonucleasas.
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Protocolo Transcripcion in Vitro para ARN-Cap

1) Se sintetiza ARN viral con el kit HiScribe™ T7 High Yield RNA Synthesis Kit a
partir de 1 pg de producto obtenido por PCR. El capeado se hace co-
traduccional con el analogo de CAP G(5')ppp(5’)A RNA Cap Structure Analog,
NEB S1406Sy y se siguen las instrucciones y concentraciones del fabricante.
La relacion CAP: GTP=2:1. Se espera obtener con este protocolo 40-60 ug de
ARNviral.

2) Se realizo la siguiente mezcla (vt 20 uL):

Agua libre de nulceasas 1.9 uL
10X Buffer de reaccion 2 uL
ATP (100mM) 2 uL 10 mM final
UTP (100mM) 2 L 10 mM final
CTP (100mM) 2 uL 10 mM final
GTP (100mM) 2 uL 2 mM final
Cap analogo (40mM) 4 uL 8 mM final
Template ADN 2.1 L 1 4g
Mix T7 polimerasa de ARN 2 uL
Volumen total de reaccién 20 yL

3) La IVT se incubd por 2 hs a 37°C.

4) Se agrego 2 pyL de ADNasa Turbo (Thermo) para degradar el Template ADN.

5) Se incubd 20 min a 37°C.

6) La IVT se limpié con el ARN cleanup (50 ug) de Monarch (tres lavados con

wash buffer).

7) Se eluyd en 50 pL.
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Preparaciéon de los medios de cultivo utilizados.

Medio Luria Bertani (LB): Triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L y NaCl 10
g/L.

Se agrego agar (15 g/L) para la preparacion de medio solido y se suplemento

con antibiotico (Kanamicina) cuando fue necesario.

Medio de autoinduccién (AIM): Triptona 10 g/L, Extracto de levadura 5 g/L,
(NH4)2S04 3,3 g/L, KH2PO4 6.5 g/L, Na2HPO4 7.1 g/L, MgSO47H20 0.18 g/L.
Antes de utilizar agregar 1 mL/L de soluciéon de metales traza 1000x y 20 mL/L

de solucion de glucosa 2.5% + lactosa 10.5%.

Solucién de metales traza (1000x): FeCls-6H20 380 mg/100mL, HCI c.s.p 0.05
M, MnClI24H20 8.87 mg/100mL, ZnSO4H20 13 mg/100mL, H3BO3 2 mg/mL,
CoS0O47H20 1.1 mg/100mL, CuSO45H20 14 mg/mL, NiSO4+6H20 10
mg/100mL, Na2MoO4 190.3 mg/100mL.
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Antecedentes

En la busqueda de nuevos inhibidores se han desarrollado varias técnicas para
el estudio de las interacciones proteina-ligando como la difraccion de rayos X,’
los estudios computacionales,? y la espectroscopia de resonancia magnética

nuclear,’ entre otras.

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN), es una
herramienta fundamental en nuestro trabajo de sintesis organica, utilizada para
la elucidacion y confirmacion estructural de los compuestos sintetizados. En los
ultimos afios, se han desarrollado una amplia gama de experimentos de RMN
para el estudio de interacciones proteina-ligando, los cuales se pueden clasificar
en dos grandes grupos: aquellos que se enfocan en la proteina y aquellos que
lo hacen en el ligando. Los experimentos que se enfocan en la proteina
presentan ciertas desventajas practicas para su aplicacion en nuestro
laboratorio, como la necesidad de utilizar proteinas marcadas con los is6topos
5N y 13C, asi como el uso de equipos de RMN con imanes superiores a 600
MHz.#5 Por estas razones nos concentraremos en los experimentos que se

enfocan en el ligando.

Los experimentos de RMN enfocados en el ligando presentan dos aplicaciones
principales. La primera es el cribado de alto rendimiento (HTS), donde se
emplean estos experimentos de RMN para identificar posibles ligandos a la
proteina y obtener candidatos a farmacos. La segunda es el disefio de farmacos
basado en fragmentos (FBDD), la cual es una estrategia que busca disefar

inhibidores a partir de uno o varios fragmentos (moléculas pequefas) que se

1 Turnbull, A. P.; Emsley, P. Methods in Molecular Biology; Humana Press: Totowa, NJ, 2013, 1008, pp
457-477.

Patil, V. M.; Gupta, S. P.; Masand, N.; Balasubramanian, K. Eur. J. Med. Chem. Rep. 2024, 10, 100133.

Pellecchia, M.; Bertini, |.; Cowburn, D.; Dalvit, C.; Giralt, E.; Jahnke, W.; James, T. L.; Homans, S. W.;
Kessler, H.; Luchinat, C.; Meyer, B.; Oschkinat, H.; Peng, J.; Schwalbe, H.; Siegal, G. Nat. Rev. Drug
Discov. 2008, 7 (9), 738-745.

4  Zhang, X.; Tang, H.; Ye, C.; Liu, M. Drug Discov. Today Technol. 2006, 3 (3), 241-245.
Harner, M. J.; Mueller, L.; Robbins, K. J.; Reily, M. D. Arch. Biochem. Biophys. 2017, 628, 132—147.
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unen débilmente a la proteina, utilizandolos como punto de partida para el disefio

de compuestos de mayor afinidad.®

Los experimentos de RMN que se utilizan en este tipo de estudios se basan en
diferentes propiedades del ligando.® La diferencia entre la relajacién que
experimenta el ligando libre y unido a la proteina fueron el punto de partida para
el desarrollo de los experimentos de relajacion transversal (T2R), donde se
espera que el ligando unido a la proteina experimente un tiempo de relajacion
T2 mas corto que el que experimenta el ligando libre. Aplicando un filtro a T2
bajos, se puede determinar si el ligando presenta distintos tiempos de relajacion
en ausencia como en presencia de la proteina, obteniéndose asi datos respecto
a la unioén del ligando. Por otra parte, se han desarrollado varios experimentos
para el estudio de la interaccion proteina-ligando basados en espectros de "9F-
RMN para los ligandos que presentan atomos de fluor en su estructura. Por
ultimo, se encuentran los experimentos que se basan en el efecto nuclear
Overhauser (NOE). Existen dos experimentos que se basan en este efecto: los
que transfieren magnetizacién desde la proteina al ligando (STD) y los que
transfieren la polarizacion desde las moléculas de agua al ligando
(WaterLOGSY). (Figura 8.1)

6 Li, Q.; Kang, C. Molecules 2020, 25 (13), 2974.
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De los experimentos mencionados, se selecciono el experimento de Diferencia
de Transferencia de Saturacion (STD-RMN) para el estudio de la interaccién

proteina-ligando para nuestro sistema de interés.”8

El experimento de STD-RMN se basa en el efecto NOE, el cual se manifiesta en
un atomo cuando otro atomo cercano es perturbado. Visualmente se observa
como un cambio en la intensidad del pico en el espectro de RMN. El efecto
descripto es la base de los experimentos de RMN conocidos como NOE (NOE-
RMN) y NOESY (experimento bidimensional) utilizados ampliamente en la
elucidacién estructural de moléculas organicas. En este se estudia
indirectamente el acoplamiento dipolar entre atomos, el cual podria definirse
como el acoplamiento magnético directo entre dos nucleos y que a su vez se

puede relacionar con la distancia internuclear y el movimiento molecular.

Experimentalmente para la obtencién de un espectro de NOE-RMN de una
molécula organica se adquieren dos espectros de 'H-RMN. Uno de estos es un
espectro de 'H-RMN del compuesto de interés y el otro es un espectro de 'H-
RMN donde un protén es irradiado con un pulso de radiofrecuencia (rf) selectivo,
llamaremos a este protdén Hs. Este pulso de rf en Hs, que genera la perturbacion
necesaria para el efecto NOE, afectara la relajacion de los nucleos que presenten
un acoplamiento dipolar con Hs (llamaremos a estos portones Hx). El estudio
indirecto por NOE del acople dipolar se presenta de importancia en elucidacion
estructural de moléculas organicas ya que, a diferencia de los otros experimentos
de RMN, no se trata de una correlacion a través del enlace, sino que ocurre a
través del espacio. En general, se estima que los atomos deben de estar a una

distancia no mayor de 5A para que experimente el efecto NOE.

Sin entrar en detalle en las vias de relajacidon que ocurren en Hx a partir de la
saturacién de Hs, es importante sefialar como se realiza el calculo del efecto
NOE. Tomando en cuenta lo mencionado anteriormente de que el pulso de rf en
Hs genera un cambio en la intensidad de la sefial de Hx en el espectro de 'H-

RMN, se define el efecto NOE segun la siguiente ecuacion:

7 Viegas, A.; Manso, J.; Nobrega, F. L.; Cabrita, E. J. J. Chem. Educ. 2011, 88 (7), 990-994.
8 Monaco, S.; Tailford, L. E.; Juge, N.; Angulo, J. Angew. Chem. Int. Ed. 2017, 56 (48), 15289-15293.
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Nx(s)= 1-lo /lo Ecuacion 8.1

Donde Nx(s) es el efecto NOE que percibe el atomo Hx al saturar al atomo Hs;
lo es la intensidad de la sefial que presenta Hx en el espectro de proton 'H-RMN
sin irradiar Hs; | es la intensidad de la sefial que presenta Hx en el espectro de
proton 'H-RMN irradiando Hs. Lo importante de esta ecuacion es que
dependiendo del valor de | respecto al de lo el efecto de NOE puede ser positivo,
negativo o cero. Se ha determinado en base a las vias de relajacion, asi como
los tiempos de correlacidn (Tc) que presentan distintas especies que en general
las moléculas pequefias presentan un efecto NOE positivo mientras que las
moléculas de mayor tamafo un efecto de NOE negativo. El valor de Tc es una
medida del movimiento molecular experimentado, por lo cual se debe de tener
en cuenta principalmente el peso molecular, la viscosidad de la muestra y la

temperatura de la molécula estudiada.”®

Como se menciond anteriormente, el experimento de STD-RMN se basa en el
efecto NOE descripto con anterioridad para el estudio de las interacciones
proteina-ligando. En este tipo de experimentos ocurre la transferencia de
magnetizacion de la proteina (saturada por un pulso de rf selectivo, analogo a
Hs) hacia el ligando por efecto NOE. Es importante resaltar, que este efecto NOE

que percibe el ligando es un efecto NOE negativo ya que proviene de la proteina.

Estos experimentos de STD-RMN son aplicables a sistemas que estan en
equilibrio rapido con respecto al tiempo del experimento. Esto se debe a que la
senal que se observa en el espectro de STD-RMN del ligando proviene de las
moléculas que estan libres en solucion, ya que las que se encuentran unidas a
la proteina adquieren el régimen de relajacion de la misma, con tiempos de

relajacion T2 muy cortos como para ser observados en el espectro.

El experimento comienza por generar la saturacion de la proteina irradiando con
un pulso rf selectivo a cierto grupo de protones. Generalmente, la irradiacion se
realiza en frecuencias que corresponden a 0 y -1 ppm lo cual excita

selectivamente los grupos metilo de la proteina. (Figura 8.2)

9 Derome, A. E.; Baldwin, J. E. Modern NMR Techniques for Chemistry Research; Tetrahedron Organic
Chemistry; Elsevier Science: Burlington, 2013.
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Figura 8.2: Esquema de la secuencia de pulso utilizada para STD-RMN

Una vez aplicado el pulso de rf, esta magnetizacion se extiende al resto de la
proteina por un mecanismo conocido como difusion de espin. Al mismo tiempo,
parte de esta magnetizacion se transfiere a las moléculas de ligando que
interaccionan con la proteina a través del efecto NOE. El espectro se mide

aplicando un pulso de lectura luego del periodo de saturacion.

Para que se observe el fendmeno de la transferencia de saturacion en el
espectro STD-RMN del ligando, es necesario que exista un intercambio entre el
estado proteina-ligando y el ligando libre en los tiempos en que se desarrolla el
experimento. Por lo cual es necesario que el ligando presente una unidn deébil a
la proteina con una constante de disociacion (KD) entre 108 My 10-3 M. (Figura
8.3 a))

Experimentalmente se realiza la adquisicion de dos espectros de 'H-RMN, uno
saturando la proteina con el pulso de rf selectivo (on-resonancia) y el otro sin
saturaciéon (off-resonancia). El espectro de STD-RMN se obtiene al restar el
espectro on-resonancia del off-resonancia, donde se observara unicamente las
sefales correspondientes a los protones del ligando que presentaron
transferencia de saturacion por parte de la proteina. Como ya se menciono, esto
ocurre por un efecto NOE negativo, por lo cual en el espectro on-resonancia las
senales de aquellos protones que efectivamente interaccionan con la proteina
presentaran una disminucioén en la intensidad de sus sefiales. Cuanto mayor sea
dicha interaccion, mayor sera el efecto NOE lo que se traducira en una mayor
senal en el espectro de STD-RMN. Las sefiales de la proteina, las impurezas

presentes en ambos espectros, y los compuestos que no interaccionan con la
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proteina o que lo hacen con una alta afinidad, no se veran en el espectro
resultante de STD-RMN, ya que las sefiales en los espectros on-resonancia y

off-resonancia seran idénticas y se cancelaran al hacer la diferencia. (Figura 8.3,

b), ¢))

Cabe destacar, que este experimento no discrimina entre la union especifica y
no especifica del ligando al unirse a la proteina. Para determinar la union
especifica de un compuesto a la proteina se utilizan los ligandos conocidos como
“‘espias” en experimentos de competencia. Este ligando espia se toma como
control positivo, conociendo la intensidad y lugar de interaccion con la proteina.
Si se realiza el estudio por competencia entre el compuesto de interés y el
ligando espia se puede determinar cual es el tipo de unién que experimenta el

compuesto de interés frente a la proteina. (Figura 8.3 d))
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8.1. Puesta a punto de experimento de STD-RMN

Seleccionamos un modelo proteina-ligando sencillo para la optimizacion del
experimento STD-RMN debido la necesidad de conocer la respuesta
instrumental. EI modelo seleccionado fue la Seroalbumina de origen bovino
(BSA) como proteina 'y como ligando el L-triptofano (L-trp). Se optimizaron varios
parametros experimentales como ser la secuencia de pulsos para la supresion
de agua, el tiempo de saturacion y el rango de concentraciones de proteina y

ligando.

8.1.1. Optimizacién del experimento de STD-RMN:

8.1.1.1. Optimizacion del experimento '"H-RMN para STD-RMN.

Como ya se ha mencionado, el experimento de STD-RMN consta de la
adquisicion de dos espectros de 'H-RMN, uno en condiciones normales (off-
resonancia) y otro irradiando la proteina con un pulso de rf selectivo(on-
resonancia). Comenzamos adquiriendo un espectro de 'H-RMN de la muestra
MO que contiene BSAy L-trp. En la figura 8.4 se muestra el espectro de "H-RMN
resultante, donde se observan principalmente las sefales de solventes, DMSO
y D20, mientras que las senales del ligando son muy poco intensas en

comparacion.
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D:0

d6-DMSO

Figura 8.4: Espectro de 'H-RMN de la muestra MO

Considerando que las sefiales del ligando se presentaron muy disminuidas en
relacion con el pico del solvente, se presenta de interés disminuir la sefal del
solvente en el espectro resultante de STD-RMN para aumentar asi las sefiales
del ligando y facilitar el estudio. Si bien la sefial del solvente se vera disminuida
al restar los experimentos on-resonancia y off-resonancia, no se vera eliminada

en su totalidad.”

Cabe destacar, que la eliminacién del solvente en los espectros de RMN, afecta
a las sefales que se encuentran proximas a este. Se debera de evaluar el uso
de esta aproximacion al momento de aplicar el estudio al sistema NS5-Mtasa-
DEN2 y los andlogos al SFG, ya que estos analogos presentan sefiales en torno

al pico del solvente.

Con el fin de eliminar esta interferencia, se decidi6 realizar los experimentos de

STD-RMN con una supresion del pico del solvente.’® Se ensayaron 2 tipos de

10 Claridge, T. D. W. Introduction. In High-Resolution NMR Techniques in Organic Chemistry; Elsevier, 2016;
pp 1-10.
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experimentos para la supresion de la sefal utilizando una muestra de L-trp en
D20.

Comenzamos con una presaturacion de la sefial de solvente con un pulso de rf
(1Hpr). En este tipo de experimentos se selecciona el valor en Hz donde aparece
la sefial de interés en el espectro de "H-RMN. Posteriormente, se aplica un pulso
de rf a esa frecuencia en especifico, lo que genera que los protones que se
presentan a esta frecuencia no puedan relajarse como es debido mientras que
ocurre el experimento de RMN, generando que se elimine esta sefial en el
espectro de 'H-RMN.

El otro experimento ensayado fue la supresion de la sefial del solvente utilizando
lo que se conoce como “excitation sculpting” (1Hes). Este ultimo, emplea una
excitacion selectiva y robusta que se logra combinando pulsos conformados por
PFG (Eco de espin de gradiente de campo pulsado simple). Lo que implica una

secuencia de pulso mas sofisticada que la anterior.
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1Hpr

D0

A -

20 8.5 a0 75 7.0 65 6.0 55 5.0 45 40 i5 N 25 20 L5 1.0 0s 0.0
11 (ppm)

1Hes

: : : T T T T T T T T T
2.0 85 80 7.5 70 65 6.0 55 50 4.5 0 35 30 25 20 15 Lo (-3 0.0
11 (ppm)

Figura 8.5: 1Hpr: Espectro de "H-RMN con una presaturacién en la sefial del solvente. 1Hes:
Espectro de "H-RMN con una supresion de la sefial del solvente utilizando excitation sculpting.

Ambos espectros se realizaron a una muestra de L-trp en D20.

Si comparamos los espectros obtenidos en ambos experimentos (figura 8.5) se
observa que en ambos la sefial del solvente disminuye drasticamente. Sin
embargo, la eliminacion de la sefial del solvente fue mas efectiva en el caso de
1Hes. Por esto, decidimos utilizar la supresién de solvente 1Hes para la
adquisicion del experimento de SDT-RMN.
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A partir de esta seleccion, se decidié realizar los experimentos de 1Hes con estas
condiciones para la BSA (Mssa) y para la muestra M1 que contiene BSAy L-trp
en D20, con el fin de tener una referencia del espectro de cada uno de los

componentes de la muestra a evaluar por STD-RMN. (Figura 8.6)

1Hes: muestra Masa

I3

po———— ‘ W

1Hes: muestra L-trp en D;0

el

1Hes: muestra M1

i o

y vy vop— e ve—v o—1—
9.0 85 8.0 75 7.0 6.5 &0 55 50

45
11 (ppm)

Figura 8.6: Superposicion de los espectros de 1Hes para la muestra MO, L-trp en D20 y M1.
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8.1.1.2. Primeras aproximaciones del experimento STD-RMN

Una vez optimizada la eliminacion del pico del solvente se continu6é con el
experimento de STD-RMN. Se utilizé la muestra M1, con el fin de determinar el

tipo de interaccion que presenta el L-trp con la BSA.

Como ya se menciono, el tipo de interacciones que se pueden apreciar en los
experimentos de STD-RMN son aquellas interacciones débiles entre proteina-
ligando. Para aquellos ligandos que presentan una interaccion fuerte con el
receptor o aquellos compuestos que no interaccionan con la proteina no

presentan sefiales en los espectros de STD-RMN.

En la figura 8.7 se observa que en el experimento de STD-RMN para el L-trp
presenta sefales correspondientes al L-trp, lo que determina que este es un
ligando de la BSA. También se observa que las sefiales presentan diferente
relacion de intensidad respecto al espectro de 'H-RMN off-resonancia, | o que
nos permite afirmar que la interaccion entre la BSA y el L-trp ocurre

principalmente en la zona del indol del L-trp.

Espectro de Off-resonancia para M1

Espectro de STD-RMN para M1

Y Y Y Y v Y
S0 8.5 80 'S 0 0.5 60 55 50 5 40 3.5 30 .5 20 1.5 10 0.5 o0

S
f1 (ppm)

Figura 8.7: Espectro off-resonancia y de STD-RMN para la muestra M1.
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8.1.1.3. Concentracidén de la proteina BSA en el experimento de STD-RMN.

Para determinar la incidencia de la cantidad de proteina en el experimento de
STD-RMN, se decidio realizar 3 experimentos variando la concentracion de BSA.
La evaluacion de dichos cambios se realiz6 a partir de los valores de la relacion
senal/ruido haciendo referencia al aumento o la disminucion de la sensibilidad
del experimento. Para esto, se realiz6 una solucion stock de BSA 'y se determiné
la concentracion de esta por absorbancia a 280nm. Con una absorbancia de

1.463 uA se determind que la concentracion de la solucion estandar fue de 33uM.

A partir de la solucidon estandar de BSA se prepararon tres muestras, las que
denominaremos M1, M2 y M3. Se calcul6 la concentracion final de cada una de
estas muestras a partir del valor de la concentracién de la solucion stock de BSA.
Por lo que, la muestra M1 presentd una concentracion final de BSA de 13.2uM,
la muestra M2 una concentracién final de BSA de 18.0uM y la muestra M3 una

concentracion final de BSA de 24.0uM.

Se realizaron los experimentos de STD-RMN a las tres muestras. A partir de los
espectros obtenidos se determind la relacidon sefal/ruido de los espectros en el
pico 7.67ppm y se graficaron en funcién de la concentracién de BSA. (Figura 8.8
y 8.9)

Como se observa en la figura 8.8, la relacion sefal/ruido tiende a aumentar a
medida que aumenta la concentracion de BSA. Esto se debe a que un aumento
en la cantidad de proteina genera una mayor cantidad de ligandos que reciben

la transferencia de magnetizacion, aumentando la sefal de STD en el espectro.

Relacion Senal/Ruido en el pico 7,68ppm vs

Concentracion Relacion
Concentracion de BSA BSA (mM) sefal/ruido
13,2 2323
g ° 18,0 24,97

S 25 . 24,0 30,85

Figura 8.8: Grafico de la Relacion sefial/ruido para el pico 7,68ppm vs la concentracion de BSA.
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STD-RMN M1,

il

P ] N WLW-MVMWW,‘WJ‘WN—

STD-RMN M2

STD-RMN M3
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APt B0 B8 ) | IR S SR ARy ST SRR CTICEN ROt 1 ARttt SRSV BTy (v TR eI e |

8.0 7.5 70 6.5 50 5.5 50 45 4.0 35 3.0 25 20 15 10 0s 00
1 (ppm)

Figura 8.9: Espectros de STD-RMN a concentraciones variables de BSA.

A partir de los datos obtenidos, donde se observa una curva poco pronunciada,
seleccionamos la concentracion de 13.2uM (M1) para los estudios de
competencia, ya que al ser un analisis cualitativo no es necesario un gasto mayor
de proteina. Por otra parte, en los analisis cuantitativos como, por ejemplo, la
determinaciéon del mapa de epitopo (desarrollado en el punto 8.1.2.) se
selecciond la concentracion de 24.0uM (M3) debido a que presenta una mayor
relacion sefal/ruido.
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8.1.1.4. Concentracién del ligando L-trp en el experimento de STD-RMN

Por otra parte, la concentracién del ligando puede influir en el experimento de
STD-RMN. Si bien es necesario que el ligando se encuentre en una relacion
aproximada de 50:1 respecto a la proteina, cambios en esta concentracion

conlleva variaciones en el espectro de STD-RMN.®

Para determinar la influencia de la concentracién de ligando se llevaron a cabo

los experimentos de STD-RMN utilizando diferentes concentraciones de L-trp.

En las figuras 8.10 y 8.11 se muestra la comparacién de los espectros y la grafica
resultantes de estos experimentos. Como es de esperarse, un aumento en la
concentracion del ligando genera un aumento en la sefal del espectro. Para
determinar la influencia de la concentracion del ligando se calculd la relaciéon
sefal/ruido con el fin de obtener una aproximacion de la sensibilidad del
experimento para las diferentes concentraciones de ligando. A pesar de que se
presentaron algunas desviaciones a la tendencia general, la relacion sefal/ruido

tiende a aumentar con el aumento en la concentracion de L-trp.

Relacion Senal/Ruido en el pico 7,68ppm vs Concentracion Relacion

Concentracién de L-trp L-trp (mM) sefial/ruido
. 1 10,17
B B 2 11,18
3 20 < 21,95
3 = 5 23,23
) 5 e 8 21,75
c 10 35,16
14 35,00

Figura 8.10: Grafico de la Relaciéon sefial/ruido para el pico 7,68ppm vs la concentracion de L-

trp.
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Figura 8.11: Espectros de STD-RMN a concentraciones variables de L-trp.

Se selecciono la concentracién de 5mM ya que presenta una relacién sefal/ruido
intermedia y un aumento en la concentracion de ligando no presenta grandes

beneficios en cuanto a la sensibilidad del experimento.

407



Capitulo 8: Estudio de la interaccion proteina-ligando por Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

8.1.1.5 Eleccién del tiempo de saturacién: D2o

Una vez optimizados los parametros experimentales para obtener un
experimento de STD-RMN aceptable, decidimos optimizar el tiempo de
saturacion D2o. Este parametro determina el tiempo que se aplica el pulso de
saturacion de la proteina en la adquisicion del espectro on-resonancia. Utilizando
el modelo anterior de BSA y L-trp (M3) se ensayaron variaciones en D20 (0.5s,
0.75s, 1.0s, 1.25s, 1.50s, 2.0s, 2.5s, 3s, 4s, 5s).

En la figura 8.12 se presentan los espectros resultantes al variar D2o. Se calculd
la relacién sefal/ruido en el pico 7.67 ppm con el fin de determinar la influencia
de D20. Se observé que al aumentar el valor de D2o el valor en la relacién
senal/ruido aumenta, por lo cual se traduce en un aumento en la sensibilidad.
Sin embargo, el aumentar D2o conlleva un aumento en el tiempo de adquisicién

del experimento. (Figuras 8.13 y 8.15)

| cl i pcdhing

I 'l JI\ Dy=ds
| J [T ; S : : s

bjh

Dx®2.58

Dx=1.508
| Dy=1.258 |

| Dx=1s

Dy"0.75s8 |2

Dn=0.5s |

&0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 50 45 35 0 25 0 15 ) 05 0.0

40
1 (ppm

Figura 8.12: Superposicion de los espectros de STD-RMN variando D2o.
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. Integral del
Area del pico en 7,68ppm vs D20 Daols) pico 7,67ppm

TAE 0,5 2,8742€+10

1 2E+11 ® o 0,75 4, 2886E+10

@ 1EM e °* 1 5,5222E410
“ BE+10 ‘ 1,25 6,405E+10
: 6E110 Jo° 15 6,8318£+10
< 4EN0 . 2 8,9191E+10
g0 | © 2,5 9,0536E+10

0 3 1,04E+11

. : - y : : 4 1,2462E411

- 5 1,1938€+11

Figura 8.13: Grafico del area del pico 7.68 vs D2o para la muestra M3.

Tiempo que dura el experimento vs D,, Oz ;:::r;,d(:)

3000 0,5 1150,07

S o v 0,75 1218,037
— e ° 1 1286,063
“ Ox I 1,25 1354,089
e b® * 1,5 1423,567
: 00 2 1558,19
§ 500 2,5 1694,806
' 1831,041
4 2102,89

Dan (5} 2674,761

Figura 8.14: Grafico del tiempo de duracién del experimento vs D20 para la muestra M3.

" . . " Relacion
Relacion Senal/Ruido, pico en 7,68 vs Dy, Dz Sefial/Ruido
&0
. ~ 0,5 804
o 50 0,75 12,59
& > 1 16,91
; i U 1,25 23,58
g ° 1,5 28,28
9 ® 2 30,85
3‘ 10 ®
> o 2,5 43,44
0 3 39,45
0 ! 2 3 4 5 6
! 4 54,31
Dy (5]
56,20

Figura 8.15: Grafico de la relacion sefal/ruido para el pico 7.68 ppm vs D2o para la muestra M3.
En base a estos resultados y considerando no aumentar demasiado el tiempo de

adquisiciéon del experimento, se decidio utilizar el D20 de 2s para la realizacién
de los estudios posteriores de competencia y de screening de los posibles
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ligandos de la proteina. La utilizacion de D20 de 2s presenta una relacion

senal/ruido de 30 en un tiempo de 26 minutos por experimento.

8.1.2. Mapa de epitopos de unién de ligando

El mapa de epitopo de union del ligando se determina a partir del estudio de las
intensidades relativas de STD a lo largo de la estructura del ligando. Analizando
cada proton del ligando se obtiene una idea de la interaccion de éste con la
proteina. Esto se basa en que los protones del ligando que estén mas cercanos
a la proteina recibiran una mayor saturacion. Estos mapas son interesantes para
el estudio de las interacciones proteina-ligando en conjunto con estudios

computacionales de docking.

A partir de la adquisicidn del experimento de STD-RMN para una misma muestra
a distintos valores de D20, se puede calcular el mapa de epitopos

correspondiente. 1213

Si bien un mapa de epitopo de unién se puede determinar a partir de un unico
D20, no se aconseja este acercamiento ya que puede generar problemas al
momento de interpretar los datos. Si bien la adquisicion a D2o cortos es lo
aconsejable (D20<<1s) las senales no son facilmente detectables. Es por esto
que se recurre al enfoque de tasas de crecimiento inicial, donde es necesario
determinar la tasa inicial de acumulacion de STD (STDo), mediante el ajuste a
una curva monoexponencial del tiempo de saturacion (D2o0) en funcién de la
intensidad de STD:

STD (D20) = STDmax (1- exp (-ksat x D20)) Ecuacién 8.2
En condiciones iniciales, se determina que:

STDo= STDmax x ksat Ecuacion 8.3

11 Mayer, M.; Meyer, B. . Am. Chem. Soc. 2001, 7123 (25), 6108-6117.

12  Walpole, S.; Monaco, S.; Nepravishta, R.; Angulo, J. In Methods in Enzymology; Elsevier, 2019; 615, pp 423-
451.

13 Angulo, J.; Diaz, |.; Reina, J. J.; Tabarani, G.; Fieschi, F.; Rojo, J.; Nieto, P. M. ChemBioChem 2008, 9 (14),
2225-2227.
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donde STD(D2o) es la intensidad de STD en un tiempo de saturacion dado,
STDmax es la intensidad de STD en equilibrio y ksat es la constante de velocidad

de transferencia de saturacién.

Para el célculo de STDo se realizan las graficas de STD(Dz20) en funcién de D2o,
a partir de esta se aplica un fitting a la curva: y= a(1-exp(-B*t)), donde y es el
valor de STD (D20), a es la STDmax, b es la Ksat y t es el D2o. A partir esto se
obtienen los valores de a=STDmax, b=Ksat, con los que se puede calcular STDo.
Posteriormente se normaliza STDo respecto al mayor valor de STDo obtenido y
se calcula en porcentaje la interaccion entre la proteina y el ligando.
Analogamente, se pueden calcular teéricamente los valores de STD(D20) para
todos los valores de D2o de 0-5s y obtener una grafica de la interaccion proteina-

ligando para cada proton del ligando.

STD(D20) se puede calcular de dos formas a partir de los espectros obtenidos en
el experimento. La primera forma, a la que llamaremos analitica, se realiza a
partir de las integrales absolutas de los espectros de on-resonancia (lsat) y off-

resonancia (lo), a partir de la siguiente ecuacion:
STD=(lo-Isat)/lo Ecuacion 8.4

La otra forma, a la que llamaremos geométrica, es utilizada en muestras
complejas donde existen sefales superpuestas o donde no se puede integrar
correctamente la sefal. En este caso, se utilizan los espectros off-resonancia y
STD-RMN. Para cada pico, se escala la senal de STD-RMN con respecto a la
intensidad de una sefal correspondiente en el espectro de off-resonancia y se
mide el factor I(std)/I(off). Dicho factor, se extrajo del programa Topspin (Bruker
Biosciences; RRID:SCR_014227) procurando que las lineas de base de cada

espectro se superpongan.

Se comenzé asignando los protones del ligando L-trp en el espectro de "H-RMN
de la muestra L-trp en D20 (figura 8.16). La asignacion de estos protones es

necesaria para la realizacion del mapa de epitopo.

A partir de los datos recolectados para la muestra M3 en la seccion anterior, se
calculo el STD(D20) para cada uno de los protones del L-trp en cada espectro de

STD-RMN generados al variar D2o (datos no mostrados). Este calculo se realizd
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por los dos métodos desarrollados, el analitico y el geométrico. Se realizaron las
graficas STD(D2o0) vs D20 para cada uno de los protones y se calcula STDo como

se describid con anterioridad.

Figura 8.16: L-TRP en D20, asignacién del espectro para la realizacién del mapa de epitopo.

En la figura 8.17 se reporta el analisis realizado en el caso del calculo de
STD(D20) por el método geométrico, mientras que la figura 8.18 se reporta el
analisis realizado en el caso del calculo de STD(D20) por el método analitico. En
ambas figuras se informan los valores de STDmax, b=Ksat, STDo calculados
para cada protén y la normalizacion del valor de STDo. Ademas, se muestra el
mapa de epitopo de la interaccion de la proteina ligando. Se muestra, por un
lado, la grafica de STD(D20) vs D20 donde se superpusieron las curvas obtenidas
en el estudio de cada proton del espectro y por el otro la representacion del

porcentaje de interaccién de cada protdn sobre la estructura del L-trp.

De ambos mapas de epitopo generados se observd que el L-trp presenta una
mayor interaccién con la proteina en la zona del indol. Si bien existen minimas
diferencias en los porcentajes calculados, ambos mapas se consideraron

equivalentes.
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STDO

Proton = a=STDmax | b=Ksat STDO Normalizado %
H1 . 512072 | 096683 | 495085727 0426543097 43
H2 3,52553 1,37422 | 4,84486645 0,417411414 42
H3 14,82637 | 0,69501 = 10,304487 @ 0,887787219 89
H4 9,89525 | 0,76030 | 7,52335601 | 0,648177759 65
H5 1271523 @ 0,75338 @ 9,57937222  0,825314661 83
Hé 14,25807 | 0,74387 @ 10,6068882 | 0,913840716 9
H7 16,03627 | 0,72379 | 11,6069333 1 100

STD(Dyg) vs Dyg - geométrico

Dzo
—H1 H2 —H3 —H4 ——H5 ——H6 ——H7

Figura 8.17: Mapa de epitopo para el L-trp a partir del calculo geométrico.

5 > . . STDO
Proton a=STDmax  b=Ksat STDO Normalizado %
H1 5,27358 1,04100 | 5,489776156 0,46755543 47

H2-3,2ppm = 3,90783 1,33247 | 5,207068228 0,44347764 44
H2-3.4ppm 541029 1,00897 | 5,458845576 0,46492112 46

H3 14,91950 = 0,69619  10,38686269  0,88463243 88
H4 979204 | 0,85952 8416447658  0,71681534 72
H5 12,97701 | 077088  10,00377756  0,85200568 85
He 1421779 | 074373  10,57425878  0,90059265 90
H7 16,81007 | 0,69848  11,74144468 1 100

STD(Dyg) vs Dy - analitico

0 1 2 3 4 5 6
—Hi1 H2-32ppm P2 H234ppm  ——H3
—H4 —H5 —H6 —H7

Figura 8.18: Mapa de epitopo para el L-trp a partir del calculo analitico.
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8.2. Estudio por competencia en STD-RMN

Los experimentos de STD-RMN pueden utilizarse para evaluar la competencia
por un sitio de union de un ligando frente al otro. Con el fin de comprobar el
funcionamiento de este tipo de experimentos decidimos realizar un estudio por
competencia empleando la BSA como proteina y ligandos reportados para la
misma como el L-trp y el acido salicilico (AS).'#'® Posteriormente, agregamos
el acido 3,5-diiodosalicilico (3,5 ADIIS) para continuar con los estudios de

competencia. (Figura 8.19).

COOH COOH
OH OH
| [
L-triptofano (L-trp) Acido acetilsalicilico(AS) Acido 3,5-diiodosalicilico (3,5-ADIIS)

Figura 8.19: Estructuras de L-triptofano (L-trp), el acido salicilico (AS) y el &cido 3,5-
diiodosalicilico (3,5 ADIIS).

Para esto, realizamos los experimentos de 'Hes y STD-RMN por competencia
en dos muestras. El espectro de 'Hes se realizé para determinar donde salen las
senales de los ligandos para luego continuar con el experimento de STD-RMN

(Datos no mostrados).

En la primera muestra se utilizaron L-trp y AS como ligandos para el estudio de
union a la BSA (C2).

En la tabla 8.1, se pueden apreciar los resultados procesados del experimento
STD-RMN. Para facilitar la comparacion, se seleccion6 una sefal de referencia
de cada uno de estos compuestos. Para el L-trp se seleccioné la sefial a 7.68

ppm y en el caso del As se seleccioné la sefial a 7.75 ppm. Posteriormente, se

14 Akdogan, Y.; Emrullahoglu, M.; Tatlidil, D.; Ucuncu, M.; Cakan-Akdogan, G. Phys. Chem. Chem.
Phys. 2016, 18 (32), 22531-22539.

15 Bo, T.; Pawliszyn, J. J. Chromatogr. A 2006, 77105 (1-2), 25-32.
16 Kragh-Hansen, U. Biochem. J. 1983, 209 (1), 135-142.
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calculo el %STD entre el espectro de STD-RMN vy el espectro off-resonancia (Ver
parte experimental). Mayores valores de %STD supone una mayor interaccién

entre la proteina y el ligando.

Este calculo se realiz6 para los ligandos interactuando por separado con la BSA
M1 (L-trp, BSA), C1 (AS, BSA) y en la muestra de competencia C2 (L-trp+AS+
BSA). Las comparaciones se realizaron entre los valores de M1y C2 para el L-
trp y para el AS entre C1 y C2, siempre haciendo referencia a los picos
seleccionados como referencia. Este calculo podria realizarse para cada uno de

los protones involucrados.

La interaccion entre el L-trp con la BSA en ausencia de AS (M1) fue un 8%,
mientras que la interaccion entre el L-trp con la BSA en presencia de AS (C2) fue
de 3%. Por lo que la interaccion en la muestra M1 fue de un 5% mayor que en la
muestra C2. (Figuras 8.20 y 8.22, tabla 8.1)

Por otro lado, la interaccién entre el AS con la BSA en ausencia de L-trp (C1) fue
un 42%, mientras que la interaccion entre el AS con la BSA en presencia de L-
trp (C2) fue de 34%. Por lo que la interaccion en la muestra C1 fue de un 8%

mayor que en la muestra C2. (Figuras 8.21 y 8.22, tabla 8.1)

Experimento STD-RMN %STD
L-trp (M1) 8
L-trp (C2-competencia) 3
As (C1) 42
As (C2-comptencia) 34

Tabla 8.1: %STD del pico seleccionado para L-trp y AS en las muestras: M1, C1y C2

(competencia).
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H-off-resonancia
M1 (L-trp+BSA)

STD-RMN
M1 (L-trp+BSA)
|
|
e

86 24 82 80 78 76 74 72 70 08 66 64 62 6O S8 5.6' 54 52 50 48 456 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22
1 {ppm)

Figura 8.20: Espectros off-resonancia y STD-RMN para la muestra M1 (L-trp+BSA)

'H-off-resonancia
C1 (AS+BSA)

gttt Nmsrnand Nt

STD-RMN
C1 (AS+BSA)

S5 &0 75 70 6.5 6.0 55 45 4.0 s e 25 10

5.0
11 (gpm)

Figura 8.21: Espectros off-resonancia y STD-RMN para la muestra C1 (AS+BSA)
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'H-off-resonancia
C2 (L-trp+AS+BSA)

STD-RMN
C2 (L-trp+AS+BSA)

0 15 x| (] 60 4% 40 38 10

1t (ppes)

Figura 8.22: Espectros off-resonancia y STD-RMN para la muestra C2 (L-trp+AS+BSA)

A partir de los datos obtenidos, se presume que los ligandos tienen diferentes
sitios de union a la BSA, ya que se comportan de manera similar en presencia
como en ausencia del otro ligando. En ambos casos, se observa que ambos
ligandos presentan una interaccion mayor al estar en las muestras M1y C1 que
en el estudio por competencia. Este comportamiento puede explicarse de dos
formas. Uno es que las diferencias entre uno y otro valor son pequenas y que
podrian despreciarse por la existencia de errores aleatorios en la preparacion de
las muestras. Debe de recordarse que se analizaron tres muestras distintas. La
otra explicacion en base a la teoria de que existen dos sitios de unién a la BSA
es que ambos ligandos interaccionan con ambos sitios de union. Por ejemplo, el
L-trp interacciona con ambos sitios de unién a la BSA cuando se encuentra en la
muestra M1. En cambio, en la muestra C2 el AS ocupa uno de esos sitios de
unién donde presenta mayor afinidad que el L-trp. Por lo que en el estudio por
competencia (C2) se observa la interaccion en el sitio de uniéon de mayor afinidad
al L-trp. Lo mismo ocurre con el AS.
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Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos en estudios de otros
autores.’'5 Se ha demostrado que la BSA presenta dos sitios de unién
denominados | y Il. Los ligandos como el L-trp, ibuprofeno y diazepam
interaccionan con la BSA en el sitio Il. Mientras que las warfarinas y salicilatos
interaccionan con la BSA en el sitio |. Ademas, han demostrado que si bien el L-
trp y el AS interaccionan principalmente con los respectivos sitios de unién
mencionados, también presentan interacciones débiles con el otro sitio de union.
Analogamente en el trabajo presentado por Kragh-Hansen,'® se realizd un
estudio de competencia en la sero albumina de origen humana (HSA) utilizando
L-trp y AS, entre otros. En éste, concluyeron que ambos compuestos
interaccionarian con la HSA en sitios distintos, pero que esta union disminuye

con la presencia conjunta de ambos ligados frente a la HSA.

Para la segunda muestra de competencia ensayada decidimos seleccionar el
3,5-ADIIS y el AS. Para esta eleccion se supuso que el 3,5-ADIIS y el AS
compartirian el mismo sitio de union en la BSA, debido a su semejanza
estructural. Se realizé el estudio por competencia con AS, 3,5-ADIIS y BSA (C4)
y el experimento de 1THes y STD-RMN con 3.,5-ADIIS y BSA (C3).

Como se menciond anteriormente la interaccién entre el AS con la BSA en
ausencia de 3,5-ADIIS (C1) fue un 42%, mientras que la interaccion entre el AS
con la BSA en presencia de 3,5-ADIIS (C4) fue de 7%. Por lo que la interaccion
en la muestra C1 fue de un 35% mayor que en la muestra C2. (Figuras 8.21 y
8.24, tabla 8.2)

Para el calculo del porcentaje de area para el 3,5-ADIIS se utilizé el pico en
8.10ppm. Se determind que la interaccion entre el 3,5-ADIIS con la BSA en
ausencia de AS (C3) fue un 76%, mientras que la interaccion entre el 3,5-ADIIS
con la BSA en presencia de AS (C4) fue de 79%. Por lo que la interaccion en la
muestra C3 fue de un 3% menor que en la muestra C4. (Figuras 8.23 y 8.24,
tabla 8.2).
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Experimento STD-RMN %STD
As (C1) 42
As (C4-cometencia) 7
3.5ADIIS (C3) 76
3.5 ADIIS (C4-competencia) 79

Tabla 8.2: %STD seleccionado para L-trp y AS en las muestras: C1, C3 y C4 (competencia).

'H-off-resonancia
C3 (3,5-ADIIS+BSA)

STD-RMN
C3 (3,5-ADIIS+BSA)

Figura 8.23: Espectros off-resonancia y STD-RMN para la muestra C3 (3.5-ADIIS+BSA)
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'H-off-resonancia
C4 (AS+3,5-ADIIS+BSA)

STD-RMN
C4 (AS+3,5-ADIIS+BSA)

8s 80 75 20 6.5 6.0 50 45 40 3s 10 25 20

55 50
i (pem)

Figura 8.24: Espectros off-resonancia y STD-RMN para la muestra C4 (AS-3.5-ADIIS+BSA)

Esto demuestra que el 3,5-ADISS y el AS comparten el mismo sitio de union a la

BSA. Donde la BSA presenta una mayor afinidad por el 3,5-ADIIS que por el AS.
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8.3. Aplicacion del experimento STD-RMN a los analogos propuestos

A partir de la optimizacion realizada en el experimento de STD-RMN utilizando
un modelo sencillo como la BSA, se estaria en condiciones de trasladar estos

parametros a modelos mas complejos como la NS5-Mtasa-DEN2.

Los ligandos sintetizados son solubles en solventes polares como D20, MeOD y
d6-DMSO. Deberia determinarse que los compuestos no presenten problemas
conformacionales en las condiciones en las que se realizan los experimentos de
STD-RMN, debido a que, a diferencia de los experimentos realizados para la
asignacion estructural, los experimentos de STD-RMN no pueden llevarse a
cabo a temperaturas altas debido a la estabilidad de la proteina. De presentar
algun inconveniente podria optarse por la realizaciéon de los experimentos de

STD-RMN a temperaturas por debajo de la temperatura ambiente.

Como no fue posible producir la enzima de interés en su forma activa, los
experimentos de STD-RMN no pudieron realizarse. Considerando las
producciones de enzima que no precipitaron, la inactividad de esta frente al kit
de actividad comercial puede deberse a un mal plegamiento. La realizacién de
un ensayo de STD-RMN con una proteina mal plegada no produciria datos utiles

para el estudio de la interaccion proteina-ligando.

Queda como perspectiva a futuro la implementacion del estudio de las
interacciones proteina-ligando por STD-RMN, con los parametros optimizados

en este trabajo, una vez obtenida la NS5-Mtasa-DEN2.
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A continuacion, se presentan las condiciones utilizadas en los experimentos de
"H-RMN y STD-RMN, asi también como el analisis de los datos obtenidos. Todos
los experimentos de RMN se llevaron a cabo en un equipo de 400Hz Advance-

Neo de Bruker con una sonda pabbo.

1. Preparacion de muestra:

1.1- Preparacién de las soluciones stock:

Todas las muestras se prepararon a partir de las soluciones stock

correspondientes:

e Solucién stock de BSA (50M): se disuelven 10.2 mg de BSA en 10mL de
Buffer fosfato en D20 (75mM, pH=7.5).

e Solucioén stock de L-Trp-DMSO (50mM): se disuelven 49.9 mg de L-trp en
5mL de DMSO.

e Solucién stock de L-Trp-D20 (50mM): se disuelven 49.9 mg de L-trp en
5mL de D20.

e Solucién stock de AS (50mM): se disuelven 6.9 mg de AS en 1 mL de
DMSO.

e Solucién stock de ADIIS (50mM): se disuelven 19.5 mg de ADIIS en 1 mL
de DMSO.

1.2- Muestras para la optimizacion del experimento STD-RMN:
Massa: 200uL de solucion stock de BSA, 300uL de D20.

MO: 50uL de solucion stock de L-trp-DMSO, 200uL de solucion stock de BSA,
250puL de D20.

M1: 50uL de solucion stock de L-trp-D20, 200uL de solucién stock de BSA, 250uL
de D20.

M2: 50uL de solucion stock de L-trp, 300uL de solucidn stock de BSA, 200uL de
D20.

M3: 50uL de solucion de L-trp, 400uL de solucién stock de BSA, 200uL de D20.
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1.3-Muestras para la optimizacion de la concentracion de L-trp:

D1: 10uL de solucion stock de L-trp, 200uL de solucion stock de BSA, 290uL de
D20.

D2: 20uL de solucion stock de L-trp, 200uL de solucion stock de BSA, 280uL de
D20.

D3: 40uL de solucion stock de L-trp, 200uL de solucion stock de BSA, 260ul de
D20.

D4=M1: 50uL de solucion stock de L-trp, 200uL de solucion stock de BSA, 250uL
de D20.

D5: 80uL de solucion stock de L-trp, 200uL de solucion stock de BSA, 220ul de
D20.

D6: 100uL de solucion stock de L-trp, 200uL de solucion stock de BSA, 200uL de
D20.

D7: 140uL de solucion stock de L-trp, 200uL de solucion stock de BSA, 160uL de
D20.

1.4- Experimentos de competencia:

C1: 50uL de solucion stock de AS, 200uL de solucién stock de BSA, 250uL de
D20.

C2: 50uL de solucién stock de L-trp, 50uL de solucién stock de AS, 200uL de
solucion stock de BSA, 200uL de D20.

C3: 50uL de solucion stock de 3.5-ADIIS, 200uL de solucidn stock de BSA, 250uL
de D20.

C4: 50uL de solucion stock de AS, 50uL de solucion stock de 3.5- ADIIS, 200uL
de solucién stock de BSA, 200 uL de D20.
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2. Parametros en la adquisicion de los espectros:

2.1 Parametros para los experimentos de 'H-RMN:

Pulprog zg30
Numero de escaners 64
Dummy scaners 2

2.2Parametros para los experimentos de 'Hpr:

Pulprog zgpr
Numero de escaners 64
Dummy scaners 2

2.3Parametros para los experimentos de "Hes:

Pulprog zgesgp
Numero de escaners 64
Dummy scaners 4

2.4Parametros para los experimentos de STD-RMN:

Pulprog stddiffesgp.3
Numero de escaners 64
Dummy scaners 8
D1 1+ D20
L4 2

0.5s, 0.75s, 1.0s, 1.25s, 1.50s,
2.0s (usado en la optimizacion),
2.5s, 3s, 4s, 5s.

D20
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3. Procesamiento de los datos de RMN:

Se utilizé el programa TopSpin 4.0.9 de Bruker para la visualizacién de los

espectros y el procesamiento de los datos.

4. Procesamiento de los espectros:

Todos los experimentos fueron procesados con el comando efp, sometido a una
correccion de fase con el comando apk, y luego al arreglo de la linea de base

con el comando abs.

5. Calculo del area absoluta del pico:

El area absoluta del pico a 7.68 ppm en los espectros de L-trp, se obtuvo con la

integracion del pico en la region de 7.584 ppm-7.722 ppm del espectro.

El area absoluta del pico a 7.75 ppm en los espectros de AS, se obtuvo con la

integracion del pico en la region de 7.718 ppm-7.798 ppm del espectro.

El area absoluta del pico a 8.10 ppm en los espectros de 3,5-ADIIS, se obtuvo

con la integracion del pico en la region de 7.941 ppm-8.255 ppm del espectro.

Para los experimentos de competencia se seleccion6 el mismo rango de
integracion. Esto es posible a que no se presentaron superposiciones de las

sefales ni de los rangos de integracion.

6. Calculo de la relacion seinal/ruido:

Para el calculo de la relacion sefal/ruido en los espectros de L-Trp se utilizé el
pico a 7.68 ppm. La regién seleccionada en el calculo de la senal fue: 7.7256
ppm - 7.6210 ppm. Mientras que la region seleccionada en el calculo del ruido
fue: 7.9047 ppm - 7.8002 ppm.

7. Calculo de %STD de los picos seleccionados en los experimentos de

competencia:

Para determinar las diferencias en el comportamiento de un ligando A al
interaccionar con la BSA en presencia y ausencia de otro ligando B se calcul¢ el
porcentaje del area absoluta de los picos resultantes en el experimento de STD-
RMN.
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Para esto, se obtuvo el area absoluta de los picos correspondientes en los
experimentos: off-resonancia y STD-RMN de la muestra del ligando A con BSA

y de la muestra del ligando A + ligando B + BSA.

Se calculé %STD a partir de la Ecuacion 8.4 utilizada para el calculo de la sefial
de STD en el especto de STD-RMN. La ecuacion 8.4, puede escribirse de la

siguiente manera:

area del pico en el espectro STD — RMN

STD = (10 —Isat) /10 =
( sat)/ area del pico en el espectro off — resonancia

Ecuacioén 8.5

Para el calculo del %STD, se multiplica el calor de STD obtenido por 100%. El
%STD es analogo a asignar el valor del 100% a la integral absoluta del pico
seleccionado en el espectro de off-resonancia y calcular a que porcentaje
corresponde el valor del area absoluta para el mismo pico en el espectro de STD-

RMN.
area del pico en el espectro STD — RMN

%STD = - - —x100%
area del pico en el espectro off — resonancia

Ecuacion 8.6

Para ejemplificar este calculo, se calcula a continuacion el porcentaje para el

pico a 7.68ppmel del L-trp en la muestra de competencia C2.
Los valores de las areas absolutas son las siguientes:

- Area del pico a 7.68ppm-espectro off resonancia: 31,906,908.77
- Area del pico a 7.68ppm-espectro STD-RMN: 971,985.16

%STD = 971,985.16 100% = 3.0%
o>t =31 906,008.77 0 0 T 2E

Se decidio utilizar el espectro off-resonancia en vez del 1Hes ya que el primero
es utilizado en el calculo de la diferencia del espectro de STD-RMN. Por lo cual,

se comparan datos obtenidos exactamente en las mismas condiciones.
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Capitulo 9: Evaluacion bioldgica de los compuestos sintetizados analogos al SAM y el SFG.

Una vez sintetizados y caracterizados, los compuestos de las series A, By C
fueron evaluados en ensayos in-vitro frente a la NS5-Mtasa-Den2 y frente al virus
del dengue serotipo 2. Estos ensayos se realizaron a partir de colaboraciones

establecidas con diferentes grupos.

9.1. Evaluacion biolégica: ensayo in-vitro frente a la NS5-Mtasa-Den2

Los ensayos in-vitro frente a la NS5-Mtasa-Den2 fueron realizados por el Dr.
Etienne Decroly y la Dra. Priscila Sutto-Ortiz del Laboratorio de Arquitectura y
Funcion de Macromoléculas Biologicas (AFMB) de la CNRS, Aix Marseille

Université, Francia.

El ensayo consistié en la deteccion de la actividad de la metiltransferasa de la
enzima NS5-Mtasa-Den2 mediante ensayo de union al filtro (FBA), donde se

detecta la transferencia de metilo tritiado desde 3H-SAM al sustrato de ARN."

El ensayo de union a filtros es un método rapido para el analisis de la unién entre
proteina y acidos nucleicos. Se basa en la utilizacion de varios filtros donde la
muestra es filtrada por una membrana de nitrocelulosa pudiendo retener
selectivamente el ARN. Si se incuba, en nuestro caso, la NS5-Mtasa-Den2 (500
nM) con el 3H-SAM, el sustrato 7mGpppACas y el compuesto de interés en las
condiciones y el tiempo necesario para que ocurra la metilacion del sustrato y
luego se filtra por la membrana, se obtendrian los fragmentos de ARN. Estos
pueden ser el fragmento 7mGpppACs4 y/o el fragmento 7mGpppmACs4, de ocurrir
la reaccion de metilacion. Cuantificando la concentracion de sustrato
7mGpppmACs a partir de un contador de centelleo liquido, se cuantifica la
transferencia del grupo metilo tritiado desde el 3H-SAM al sustrato 7mGpppACa.

A partir de esto, es posible determinar la actividad de NS5-Mtasa-Den2 en esas

1 Fiorucci, D.; Meaccini, M.; Poli, G.; Stincarelli, M. A.; Vagaggini, C.; Giannecchini, S.; Sutto-Ortiz, P,;
Canard, B.; Decroly, E.; Dreassi, E.; Brai, A.; Botta, M. Activity. Int. J. Mol. Sci. 2024, 25 (4), 2437.

430



Capitulo 9: Evaluacion bioldgica de los compuestos sintetizados analogos al SAM y el SFG.

condiciones y determinar asi la capacidad inhibitoria del compuesto de

interés.2:3

Se evaluaron 20 compuestos pertenecientes a las series A, By C (Figura 9.1.),
los cuales fueron incubados con la NS5-Mtasa-Den2 utilizando dos
concentraciones: 50 pyM y 10 uM, segun el protocolo seguido por los
colaboradores. Como control positivo de la inhibicion de la actividad
metiltransferasa se empled el Sinefungin (SFG) y como controles negativos: 1.
El ensayo sin compuesto. 2. El ensayo sin ARN. 3. El ensayo sin enzima y sin

ARN. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 9.1. y el grafico 9.1.

2 Zeng, H.; Xu, W. Enzymatic Assays of Histone Methyltransferase Enzymes. In Epigenetic
Technological Applications; Elsevier, 2015; pp 333-361.

3 Stockley, P. G. Filter-Binding Assays. In DNA-Protein Interactions; Leblanc, B., Moss, T., Eds.; Methods
in Molecular Biology™; Humana Press: Totowa, NJ, 2009; Vol. 543, pp 1-14.
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Figura 9.1. Estructura de los compuestos de la serie A, B y C evaluados.
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Actividad MTase residual (%)*
Compuestos Concentracion: 50 uM | Concentracién 10 uM
10 100,5 102,6
12 119,2 108,1
17 127,4 118,7
18 109,2 107,8
29 116,2 107,3
32a 124 1 118,3
32b 124,8 121,0
32c 105,7 100,3
32d 132,2 123,4
32e 120,5 114,9
32f 110,5 105,5
32¢g 123,6 117,6
32h 115,6 103,8
32i 116,6 11,1
32j 118,1 114,3
41 125,5 118,2
46 109,6 108,8
50a 1231 109,5
50b 115,0 106,4
50c 119,7 108,3
SFG 2,9 18,7

* Los compuestos fueron testeados una Unica vez, por lo que no se calculé la desviacién
estandar.

Tabla 9.1. Resultados obtenidos de los compuestos de las series A, B, C y el control positivo
SFG frente a la NS5-Mtasa-Den2 mediante FBA.
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Ensayo in-vitro frente a la NS5-Mtasa-Den2
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Grafica 9.1. Grafico de barras de los resultados obtenidos de los compuestos de las series A,
B, C vy el control positivo SFG frente a la NS5-Mtasa-Den2 mediante FBA.

De los resultados obtenidos se puede observar que ninguno de los compuestos
evaluados present6 actividad inhibitoria frente a la NS5-Mtasa-Den2, ya que
todos los compuestos presentaron una actividad residual de la enzima igual o
superior al 100%. Si bien los valores mayores al 100% se pueden adjudicar al
error instrumental del experimento, se sigue una tendencia general donde el
valor asociado a la actividad sea mayor a mayor concentraciéon del compuesto.
Esto podria determinar una dependencia entre el valor de la actividad obtenido
y la concentracion del compuesto evaluada, lo que podria generarse debido a
una interferencia por parte de estos compuestos. Como perspectiva a futuro, se
plantea reevaluar estos compuestos a una menor concentracion para determinar
que los resultados son adecuados y no debidos a los compuestos evaluados.
Por otra parte, se observa que el SFG, inhibidor reportado, disminuy6 la actividad
metiltransferasa en aproximadamente un 80% a una concentracion de 10 uM y

de mas de un 90% a una concentracion de 50 pM.

Con respecto a los compuestos 10, 12 y 32a-j, estos fueron disefados y

sintetizados con el objetivo de que los mismos fueran capaces de atravesar la
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membrana plasmatica de la célula. Por este motivo, se propuso la eliminacion
del grupo amina de la estructura del SAM y el cambio del grupo carboxilico por
un grupo etiléster (Ver capitulo 2). Este grupo seria hidrolizado al ingresar a la
célula llegando al blanco de interés como acido carboxilico, lo que corresponde

a los compuestos 9, 11 y 31a-j, respectivamente (figura 9.2.).

Al establecer la colaboracién con el Dr. Etienne Decroly los compuestos finales
ya se encontraban sintetizados y no se habian reservado los precursores
correspondientes (compuestos 9, 11 y 31a-j). Por lo tanto, se decidio evaluar los
compuestos finales 10, 12 y 32a-j frente a la NS5-Mtasa-Den2 y como trabajo a
futuro, se plantea la evaluacion de los compuestos 9, 11 y 31a-j frente a la NS5-
Mtasa-Den2. Realizando estos nuevos ensayos se podria determinar si es
suficiente la presencia del acido carboxilico en estos analogos al SAM o si la

estructura aminoacidica es esencial para la actividad inhibitoria.
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Figura 9.2. Estructura de los compuestos de los compuestos 9, 11 y 31a-j.
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Con respecto a los compuestos de la serie C, como ya se menciond en el capitulo

5, no fue posible realizar la hidrogenolisis del bencilo de la estructura del triazol

en las condiciones ensayadas. En el capitulo 6, se puede observar como estos

analogos a diferencia de los compuestos 51a-c no encastran adecuadamente en

el bolsillo de unidon del receptor. Ademas, no contar con el anillo triazol libre

imposibilita las posibles interacciones con el receptor. Si bien se planteé una

nueva ruta sintética para la obtencion de los compuestos de interés 51a-c (Figura

9.3.), no fue posible sintetizar estos compuestos en el presente trabajo. Como

perspectiva a futuro, se plantea la sintesis de los compuestos 50a-c y su

evaluacion frente a la NS5-Mtasa-Den?2.

N
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Figura 9.3. Estructuras de los compuestos 51a-j.
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9.2. Evaluacion biolégica: ensayo in-vitro frente a células infectadas con
el virus del dengue, serotipo 2.

Los ensayos in-vitro frente a células infectadas con el virus del dengue serotipo
2 fueron realizados por el grupo de la Dra. Jaquelline Germano de Oliveira, en
particular por la estudiante de doctorado Biol. Eliza Flores De Souza del Instituto

René Rachou, Belo Horizonte, Brasil.

El ensayo consto de dos instancias: la primera instancia fue la determinacion de
la citotoxicidad de los compuestos a partir de la concentracién citotoxica media
maxima (CC50) y la segunda instancia fue un testeo inicial de la actividad
antiviral de los compuestos. El calculo de la concentracion efectiva media
maxima (EC50) se realizd para aquellas muestras que presentaron actividad

contra el virus del dengue en el testeo inicial.*

Para este ensayo se emplearon células Vero (ATCC #CCL-81) y el Interferon-a
2B C6/36 (ATCC #CRL-1660) como control positivo antiviral.

9.2.1. Determinacion de la citotoxicidad celular, determinaciéon del CC50

El CC50 de los compuestos fue calculado como la concentraciéon en la que el
50% de las células se encontraban viables, en comparacién con las células
control no tratadas. La viabilidad celular se observé por microscopia éptica y fue
medido por el método MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio).

El método MTT es un ensayo colorimétrico en el que se mide la reduccién del
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) que es de color
amarillo a formazan de color azul e insoluble. Las células son incubadas con
MTT, luego se agrega un detergente para lograr la lisis celular para
posteriormente descartar el medio. El formazan formado se disuelve con el

agregado de un solvente organico, por ejemplo, DMSO y se mide la absorbancia

4 De Castro Barbosa, E.; Alves, T. M. A; Kohlhoff, M.; Jangola, S. T. G.; Pires, D. E. V.; Figueiredo, A.
C. C.; Alves, E. A. R.; Calzavara-Silva, C. E.; Sobral, M.; Kroon, E. G.; Rosa, L. H.; Zani, C. L.; De
Oliveira, J. G. Virol. J. 2022, 19 (1), 31.
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a 570 nm. Ya que esta reaccion es llevada a cabo por deshidrogenasas
presentes en la mitocondria celular, cuando la célula muere pierde la capacidad
de reducir el MTT a formazan. Por lo cual, la cantidad de color azul producido es
directamente proporcional a la cantidad de mitocondrias funcionales y por lo
tanto a la viabilidad celular. Este método es un método cuantitativo utilizado
ampliamente en el estudio de proliferacion celular y citotoxicidad ya que presenta
una relacion lineal entre la actividad celular y la absorbancia medida. Sin
embargo, este ensayo presenta varias limitaciones, entre estas se encuentra el
hecho de que al ser un ensayo que monitorea la actividad mitocondrial de la
célula, el metabolismo celular se presenta como un factor importante a tener en
cuenta ya que se puede interpretar erroneamente un resultado al no contemplar
este factor. Adicionalmente, al ser un ensayo colorimétrico en el que se monitorea
la formacion de formazan por absorbancia, pueden existir compuestos que
interfieran con esta medida. generando falsos positivos. Ambas limitantes se
pueden subsanar agregando los controles apropiados al ensayo.
Adicionalmente, se debe de evitar agentes reductores, como por ejemplo el DTT,
que pueden llevar a la reduccion del MTT al formazan de forma no

enzimatica.>®

9.2.2. Evaluacion de la actividad antiviral en Den2

9.2.2.1. Testeo inicial de la actividad antiviral

El testeo inicial de actividad antiviral se determin6é en base a la reduccion del
efecto citopatico (CPE) por microscopia éptica y fue medido a través del método

MTT descripto anteriormente.

El efecto citopatico (CPE) es el dafio celular que se presenta a causa de la

replicacion viral en células infectadas. Este dafio celular se observa como

5 Gutiérrez, L.; Stepien, G.; Gutiérrez, L.; Pérez-Hernandez, M.; Pardo, J.; Pardo, J.; Grazu, V.; De La
Fuente, J. M. Nanotechnology in Drug Discovery and Development. In Comprehensive Medicinal
Chemistry IlI; Elsevier, 2017; pp 264—295.

6 Selvakumaran, J.; Jell, G. A Guide to Basic Cell Culture and Applications in Biomaterials and Tissue
Engineering. In Biomaterials, Artificial Organs and Tissue Engineering; Elsevier, 2005; pp 215-226.
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cambios morfoldgicos apreciables en un microscopio optico. Este efecto es
utilizado para el estudio de la actividad antiviral, donde se busca que el
compuesto con actividad antiviral proteja a las células del dafo (se incuba
primero el compuesto con la célula antes de la infeccion) o que disminuya el
efecto citopatico existente debido a la infeccion (se agrega el compuesto una vez

que las células se encuentran infectadas con el virus de interés).

Basicamente se infectan las células con el virus de interés (antes o después de
tratar a las células con el compuesto a evaluar) y después de un determinado
tiempo de incubacion se mide la viabilidad de las células y se compara con un
control de células no infectadas. Si el compuesto de interés logra proteger a las
células de la infeccion o disminuir el efecto citopatico generado por el virus,
respectivamente, se considera que el compuesto presenta actividad antiviral
frente al virus seleccionado. Generalmente, se espera que el compuesto de
interés sea capaz de proteger o reducir aproximadamente un 50% del CPE

viral.*’

9.2.2.2. Determinacion del EC50

Si el compuesto present6 actividad antiviral en el testeo inicial, se calcula el valor
de EC50, como la concentracién a la cual el 50% de las células son viables en

comparacion con el control de células no infectadas.

7 Fenner, F.; Bachmann, P. A.; Gibbs, E. P. J.; Murphy, F. A.; Studdert, M. J.; White, D. O.
Cultivation and Assay of Viruses. In Veterinary Virology; Elsevier, 1987; pp 39-53.
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9.2.3. Resultados obtenidos

En la tabla 9.2. se presentan los resultados obtenidos para cinco de los
compuestos de interés (10, 12, 17, 18, 46). Actualmente los demas compuestos
se encuentran en evaluacién. En la figura 9.1. se muestran las estructuras de

estos compuestos.

Compuesto| CC50 (Vero) Teste inicial de EC50
la actividad antiviral (Den2)

10 > 1000 pM No activo ND

12 > 1000 uM No activo ND

17 > 500 uM No activo ND

SERIE

A 18 17 uM No activo ND
29 89 uM No activo ND

41 106 uM No activo ND

46 487 uM No activo ND

32a 151 uM No activo ND

32b 110 uM No activo ND

32c 95 uM No activo ND

32d 105 uM No activo ND

SERIE 32e 227 uM No activo ND
B 32f 145 uM No activo ND
32g 92 uM No activo ND

32h 150 uM No activo ND

32i 122 uM No activo ND

32j 120 uM No activo ND
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50a 100 uM No activo ND

SERIE
c 50b 167 uM No activo ND
50c 157 uM No activo ND

IND: No Determinada

Tabla 9.2: Evaluacion in-vitro de las series A, By C.

De los compuestos evaluados, se determin6é que el compuesto 18 se presenta
citotéxico a nivel celular, presentando un valor de CC50 de 17 uM. Con respecto

a la actividad de los compuestos, estos no presentaron actividad antiviral frente

al virus del dengue, serotipo 2 en el testeo inicial.

441







Capitulo 9:

Parte Experimental

B



Capitulo 9: Parte experimental.

Protocolo del ensayo de actividad in-vifro frente la NS5-Mtasa-
Den2, suministrado por la Dra. Priscila Sutto-Ortiz. (Traduccion)

La transferencia del grupo metilo tritiado desde [*H]SAM al sustrato de ARN fue
monitoreada mediante un ensayo de union a filtro (filter-binding assay), realizado
segun el método descrito previamente (PMID: 26549102). EI dominio
metiltransferasa recombinante de la proteina no estructural NS5 del serotipo 2
del virus del dengue (NS5MTaseDV2), correspondiente a los residuos 1-296 de
NS5, fue expresado y purificado como se describié anteriormente (PMID:
12032088).

El ensayo FBA se llevo a cabo en una mezcla de reaccion que contenia [40 mM
Tris-HCI (pH 8.0), 1 mM DTT, 2 yM SAM y 0.1 uM 3H-SAM (Perkin Elmer)] en
presencia de 0.7 yM de ARN sintético 7TmGpppAC4 y 500 nM de la proteina
NS5MTaseDV2. La enzima se mezclo primero con los compuestos suspendidos
en DMSO (o en agua, en el caso de Sinefungin) antes de afiadir el sustrato de
ARN Yy el SAM, y luego se incubd a 30 °C. Las mezclas de reaccion se detuvieron

después de 30 minutos mediante una dilucion 10 veces en agua fria.

Las muestras se transfirieron a filtros de dietilaminoetilo (DEAE, Perkin Elmer)
utilizando un recolector de filtros (Filtermat Harvester, Packard Instruments). Las
membranas que retenian el ARN se lavaron dos veces con formiato de amonio
10 mM pH 8.0, dos veces con agua y una vez con etanol antes de ser secadas.
Posteriormente, se empaparon con liquido de centelleo (Perkin Elmer), y la
transferencia de *H-metilo a los sustratos de ARN se determiné utilizando un
contador de centelleo liquido Wallac MicroBeta TriLux (Perkin Elmer). La
actividad relativa se determiné estableciendo la actividad enzimatica en ausencia

del compuesto como el 100%.
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Protocolo del ensayo de actividad in-vitro frente frente a células
infectadas con el virus del dengue, serotipo 2, Dra. Jaquelline
Germano de Oliveira (Traduccion)

Evaluacioén de la actividad antiviral mediante la reduccion del efecto citopatico y
el método MTT

Se evaluaron los compuestos para determinar su citotoxicidad y actividad
antiviral contra el DENV en células Vero, en placas de cultivo de 96 pocillos,
observando la reduccién del efecto citopatico viral (CPE, por sus siglas en inglés)
y luego midiendo mediante el método MTT. Los compuestos se disolvieron en
DMSO, y su concentracion se normalizé a 50 ug/ml con medio esencial minimo
de Eagle (MEM) suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 2%.
Posteriormente, se sembraron 1 x 10* células Vero por pocillo en una placa de
96 pocillos e incubaron durante 24 h a 37 °C en una atmadsfera con 5% de CO,.
La solucion del compuesto y la suspensién viral, a una multiplicidad de infeccidn
(m.o.i.) de 2, se anadieron simultdneamente sobre monocapas confluentes al

70%. Cada compuesto se evalud por duplicado.

Se incluyeron controles de células infectadas no tratadas y células no infectadas
no tratadas, incubadas con o sin DMSO. El interferén-a 2B, en concentraciones
de 500 y 1000 Ul/mL, se utiliz6 como control antiviral positivo en todos los
ensayos. Después de tres dias post-infeccion (p.i.) con DENV-2, la reduccion del
CPE viral se verificd por microscopia optica usando un sistema de puntuacion
segun lo descrito por Kudi y Myint (1999) y mediante el método MTT.
Posteriormente, se eliminaron los sobrenadantes y se afnadieron 30 pyL de una
solucion stock de MTT (2 mg/ml) disuelta en solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) a cada pocillo. Tras 90 minutos de incubacién a 37 °C, se
afiadieron 130 pL de DMSO a cada pocillo y las placas se homogeneizaron
durante 5 minutos a 500 rpm. Los valores de absorbancia de cada reaccion se
midieron en un lector ELISA (Spectra Max, Molecular Devices, EE.UU.) a As40 nm.
Se consideraron activos aquellos compuesto que mostraron al menos un 50%

de proteccidbn o una reduccion del CPE viral de al menos el 50%. Los
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experimentos de citotoxicidad (CC50) y de actividad antiviral contra DENV-2

(CE50) se realizaron por duplicado y se repitieron al menos tres veces.

Determinacion de CC50

La concentracion citotoxica media (CC50) se calculé como la concentracién del
compuesto a la cual solo el 50% de las células permanecen vivas, en
comparacion con los controles de células no tratadas. Los compuestos
seleccionados que dieron resultados positivos frente al DENV-2 en la etapa de
cribado tuvieron su CC50 determinada utilizando una gama de 8
concentraciones en placas de microtitulaciéon de 96 pocillos con monocapas de
células Vero.

La viabilidad celular se observo por microscopia optica y se midi6 mediante el
método MTT como se describid previamente. Los experimentos se realizaron por

duplicado y se repitieron al menos tres veces.

Determinacion de EC50

El efecto citopatico viral y la viabilidad celular se observaron por microscopia
Optica y se midieron mediante el método MTT como se describié anteriormente.
La concentracion efectiva media (EC50) se calculé como la concentracion del
compuesto a la cual el 50% de las células permanecen vivas, en comparaciéon
con los controles de células no infectadas. Los compuestos que mostraron
actividad antiviral contra DENV-2 en la etapa de cribado tuvieron su EC50
determinada usando una gama de 8 concentraciones en placas de
microtitulacién de 96 pocillos con monocapas de células Vero.

Los experimentos se realizaron por duplicado y se repitieron al menos tres veces.
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Capitulo 10: Conclusiones y Perspectivas.

Como objetivo general del presente trabajo planteamos el desarrollo vy
optimizacion del disefo racional de inhibidores de la NS5-Mtasa-Den2, con el fin
de obtener una estructura lider con actividad antiviral. Se realizé la propuesta
racional de los analogos al SAM y SFG como analogos estructurales a partir del
estudio detallado del bolsillo de la NS5-Mtasa-Den2. Para lo cual, se
desarrollaron y optimizaron las rutas sintéticas pertinentes para la sintesis total
de tres series de compuestos (Serie A, B y C, ver figura 10.1). Se sintetizaron
en total 20 compuestos finales, los cuales fueron caracterizados por

espectroscopia de RMN y HMRS. Su pureza fue determinada por HPLC a 220

nmy 250 nm.
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Figura 10.1: Estructuras de los compuestos sintetizados.
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De la serie C de compuestos, no fue posible la sintesis de los compuestos finales
51a-c, por lo que, se plantea una ruta alternativa para la sintesis de estos
compuestos donde primero se realizaria la eliminacion del grupo bencilo del
triazol antes de la desproteccién del diol (ver figura 10.2). Adicionalmente como
perspectiva a futuro se plantea la optimizacidon de la obtencion y purificacion del

compuesto 49c¢, ya que presentd muy bajo rendimiento.
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Figura 10.2: Ruta sintética propuesta para la obtencion de los compuestos 51a-c
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Los compuestos sintetizados de las series A, B y C fueron evaluados en dos
ensayos de actividad biolégica. Uno de estos fue un ensayo in-vitro frente a la
NS5-Mtasa-Den2, donde los compuestos no presentaron actividad inhibitoria.
Sin embargo, estos datos nos permitieron proponer pequefas variaciones en los
compuestos ensayados con el fin de sintetizar estos y evaluarlos. El otro ensayo
in-vitro fue realizado frente a células infectadas con el virus del dengue, serotipo
2, donde el compuesto 18 se presentd citotdxico frente a células Vero con un
CC50 de 17 pM. Con respecto a la actividad antiviral frente al virus del dengue
serotipo 2, los compuestos resultaron inactivos. La obtencion de estos resultados
nos permite proponer futuros cambios en los compuestos evaluados a nivel

estructural y poder asi proponer una nueva serie de compuestos.

Se realizaron grandes avances en el modelo computacional, en el cual se puso
a punto el modelo de docking realizando la validacién de este modelo a partir de
re-docking y docking cruzado. Sin embargo, no fue posible el estudio del poder
predictivo del mismo. Se presume que los compuestos seleccionados para el
estudio del poder predictivo no fueron adecuados para nuestro modelo. Se
decidié entonces, utilizar los datos de los ensayos bioldgicos obtenidos para la
enzima de interés NS5-Mtasa-Den2 de los analogos sintetizados, para el estudio
del poder predictivo del modelo. Al momento de obtener los resultados de
actividad biologica y determinar que los compuestos evaluados no presentaron
actividad inhibitoria frente a la NS5-Mtasa-Den2, estos no podran ser utilizados
en el estudio del poder predictivo del sistema ya que no se cuenta con valores
positivos de actividad. Sin embargo, las colaboraciones establecidas para la
evaluacién de los compuestos frente al a la NS5-Mtasa-Den2 y el virus del
dengue, nos permiten continuar con el testeo de otros analogos permitiendo a
futuro continuar con el desarrollo del modelo computacional con el fin de obtener

los datos necesarios para la optimizacién de nuestro disefio racional.

Adicionalmente, se plantea evaluar la permeabilidad celular de los compuestos
finales, tanto los sintetizados como los planteados a futuro, en un ensayo in-silico

apropiado para este fin.
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En cuanto a los estudios de interaccion proteina-ligando, se selecciono la técnica
de STD-RMN para dicho estudio, donde aplicando un modelo sencillo, se
realizaron las optimizaciones necesarias para la utilizaciéon del mismo. Se estudio
la forma de adquirir el espectro de STD-RMN, la influencia en los cambios de la
concentracion de proteina y ligando y como éstos influyeron en los espectros
obtenidos. No se pudo realizar el estudio de la interaccion proteina-ligando en el
sistema NS5-Mtasa-Den2 y los analogos al SAM y SFG sintetizados debido a
que no obtuvimos la proteina de interés de forma activa. Como perspectiva a
futuro se plantea continuar con distintos ensayos para la produccion de la NS5-
Mtasa-Den2 empleando distintas condiciones tanto en la lisis como en la
posterior purificacion. Se plantean las siguientes pruebas donde se podrian
ensayar: (i) disminuir la concentracion del buffer Tris-HCI de 50mM a 20mM o a
una concentracion menor; (ii) utilizar otro buffer que sea mas compatible con la
produccion y purificacion enzimatica de interés; (iii) evaluar el uso de otro agente
reductor al DTT. Adicionalmente, a partir de la colaboracién con el Dr. Etienne
Decroly y la Dra. Priscila Sutto-Ortiz, quienes producen la NS5-Mtasa-Den2,
seria posible obtener asistencia en la produccion enzimatica, con el fin de
obtener la enzima NS5-Mtasa-Den2 en su forma activa y poder continuar con el
estudio de las interacciones proteina-ligando por STD-RMN, con los parametros

ya optimizados en este trabajo.

Se concluye que se realizaron grandes avances en el desarrollo del disefio
racional planteado inicialmente para el desarrollo de inhibidores de la NS5-
Mtasa-Den2. El desarrollo y aplicacidon de técnicas utilizadas en el disefio
racional de compuestos con actividad antiviral nos permiten entender como los
ligandos se posicionan en el sitio de unién y qué interacciones ocurren entre el
ligando y el receptor. Esto sumado a los datos de actividad biolégica promueven
la propuesta de nuevos analogos guiando racionalmente la busqueda hacia un
compuesto lider con actividad antiviral. En nuestro caso, a partir de la puesta a
punto del disefio racional para la busqueda de analogos al SAM y SFG con
actividad antiviral frente al virus del dengue del serotipo 2, logramos la sintesis
total de 20 analogos estructurales al SAM y SFG. Si bien estos no presentaron
actividad antiviral frente al virus del dengue serotipo 2 y no fueron capaces de
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inhibir la enzima de interés, este fue el primer paso para el desarrollo de nuestro
disefio racional enfocado en 4 herramientas principales. Logramos asi disefiar y
optimizar las rutas sintéticas necesarias para la obtencion de estos compuestos
finales, lo que facilitara la propuesta y sintesis de nuevos compuestos analogos

para continuar con la busqueda de un compuesto antiviral adecuado.

Asi mismo, la implementacion y optimizacién de los estudios de STD-RMN en el
laboratorio de RMN de la Facultad de Quimica es un desarrollo novedoso ya que
es la primera vez que se realizan este tipo de experimentos en el pais. Esto
permitira a futuro utilizar esta técnica para el estudio de interacciones proteina-
ligando en este y otros sistemas de interés. La aplicacion de esta técnica a otros
sistemas proteina-ligando permitiria establecer futuras colaboraciones y ampliar

el conocimiento sobre distintos sistemas proteina-ligando.

Es importante resaltar que las colaboraciones establecidas a lo largo del
presente trabajo de tesis permitieron abarcar varias disciplinas para ser incluidas
en el disefo racional. Estas colaboraciones junto al trabajo realizado sentaron
las bases del disefio racional para futuros estudios de este tipo de inhibidores
por las técnicas empleadas, lo que adicionalmente puede aplicarse a otros

flavivirus, asi como a otros sistemas de interés.
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