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Obtencion y sintesis de porfirinil-nucleétidos neutros, su aplicacién como pro-

drogas y su uso como agentes anticancerigenos y antivirales.

Campo de la invencion.
La presente invencién se refiere al campo de la sintesis de compuestos quimicos,
especificamente a la obtenciéon de pro-drogas con aplicacion terapéutica y muy

particularmente a |la obtencién de porfirinas unidas a nucledtidos.

Antecedentes de la invencion.

La sintesis de moléculas biclégicamente activas es una de las areas mas importantes de
la investigacién en quimica, ya que ademas de aportar nuevas técnicas de sintesis,
permite contribuir al desarrollo de nuevos farmacos.

Actualmente el disefio de moléculas con actividad biolégica a nivel de los acidos nucleicos
es muy eficiente para la sintesis de compuestos Utiles para el tratamiento de diversos
padecimientos. Dentro de este campo, los analogos de nucledsidos, oligo y polinucleétidos
han resultado ser potentes antivirales y antitumorales'. Sin embargo, para hablar de la
sintesis y mecanismos de accidn de este tipo de compuestos es necesario examinar la

estructura de los acidos nucleicos asi como sus funciones.

I. La estructura del DNA y su funcion bioldgica.

Watson y Crick describieron a los genes como cadenas de acido desoxirribonucleico
(DNA) arreglados en forma de una doble hélice. El ADN es un biopolimero formado por
dos cadenas agrupadas en forma de doble hélice, como se muestra en la figura 1. Cada
cadena es un arreglo lineal de unidades similares llamadas nucleétidos (la forma
fosforilada de un nucleésido), cada nucleétido esta formado por un aztcar (desoxirribosa),
un grupo fosfato y una base nitrogenada. Hay cuatro bases nitrogenadas en el ADN: dos
bases purinicas la adenina (A) y guanina (G) y dos bases pirimidinicas la timina (T) y
citosina (C). Estas bases mantienen un orden particular o secuencia en el DNA, que da
lugar al cbdigo que guarda la informacién sobre las caracteristicas genéticas de un

organismo.
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Un nucledsido carece del grupo fosfato en posicion 5 (figura 2). Cuando la base

nitrogenada se encuentra por arriba del plano del azucar se denomina nucledsido B; los
cuatro nuclebsidos naturales encontrados en el DNA poseen nucleésidos f3, estos son
mostrados en la figura 2. La configuraciéon de los grupos sustituyentes en el anillo de
azUcar es r-1'-frans-3'-cis-4'.

Las bases nitrogenadas se reconocen especificamente por la forma complementaria de
las interacciones no-covalentes que se dan entre ellas. Estas interacciones dadas por
puentes de hidrégeno son conocidas también como puentes de Watson y Crick. La timina
se aparea con adenina formando dos puentes de hidrégeno, mientras que la citosina se
aparea con guanina formando tres puentes de hidrégeno (figura 3).

Durante la division celular (figura 4), las cadenas de DNA son separadas por rompimiento
de las interacciones débiles entre los pares de bases (Pasc |). Cada cadena dirige la
sintesis de una nueva cadena usando nucleétidos libres (Paso II), que se reconocen por
su capacidad de aparearse con la base complementaria en cada una de las cadenas
separadas. Estas reglas de apareamiento aseguran que la nueva cadena (1) sea una
copia fiel de la cadena madre (2) (Paso lll). Todo este proceso se conoce como replicacion
del DNA.

En el proceso de replicacion, un nucledtido libre es incorporado a la cadena creciente de
DNA por medio de un ataque nucleofilico del grupo OH en posicion 3° de un nucleétido de
la cadena creciente sobre el fosfato o en posicion 5 del nucledtido libre en su forma
metabdlica trifosforilada. En esta reaccién se produce la liberacién de difosfato inorganico
con la subsecuente formacion del puente fosfodiéster entre ambos (figura 5).

La inhibicion del proceso de replicacion trae como consecuencia el bloqueo de la
trasferencia de la informacién genética de una célula madre a su progenie. En este
sentido, es evidente la importancia de disefiar drogas cuya aplicaciéon terapéutica se
enfoque a detener el crecimiento de células malignas para el organismo, tales como
células cancerigenas donde el proceso de replicacién celular es acelerado, o células con
un cierto tipo de infeccién viral como la provocada por el virus de inmuno deficiencia
humana (VIH).

En éste sentido, la efectividad terapéutica de los anélogos de nucleésidos es tal, que se

consideran como las drogas mas efectivas en la terapia anticancerigena y antiviral.




10

15

20

25

30

Il. Analogos de nucleodsidos.

Los llamados anélogoé de nucledsidos son derivados de nucledsidos naturales (figura 6)
modificados en su estructura molecular con el objeto de iniciar o incrementar su actividad
terapéutica. Dichos compuestos compiten con los sustratos naturales, para actuar como
terminadores de cadena en la sintesis de DNA después de su incorporacion a la misma
(figura 5). Muchos de estos compuestos carecen del grupo 3'-hidroxilo o poseen un grupo
no nucleofilico en esa posicion, el grupo nuclecfilico es necesario para la formacién de la
unién fosfato entre los nucledsidos®. Dentro de los anéldgos de nucleésidos mas
importantes de esta clase se encuentran el AZT, D4T, DDC, DDI y Carvobir®, siendo el
AZT el que mas éxito ha tenido en el tratamiento del Sindrome de Inmunodeficiencia
Humana (SIDA) (figura 6)*.

lll. Pro-drogas de nucledsidos.

El primer regquerimiento para la actividad biolégica de un analogo de nucledsido es su
transporte eficiente en la célula infectada a través de la barrera lipofilica de la membrana
celular (figura 7).

De manera sisteméatica, después de que estas sustancias entran a la célula por difusion
pasiva sencilla® o por medio de proteinas transportadoras unidas a la membrana®, son
trifosforiladas en el grupo 5°-OH, en el citoplasma celular, por enzimas llamadas cinasas’.
El paso limitante en este proceso de fosforilacién es la conversion al monofosfato. El
trifosfato, la forma biolégicamente activa del nucleésido, termina el crecimiento de la
cadena de ADN®.

La limitacién metabdlica del primer paso de fosforilacion puede ser solucionada si el
nucledsido es administrado en forma de monofosfato; sin embargo, el grupo fosfato es
altamente polar bajo condiciones fisioldgicas lo que limita su permeacion y difusion
eficiente a través de la membrana celular. Consecuentemente, se ha propuesto una
estrategia para facilitar el transporte del nucleétido, que consiste en la modificacién del
fosfato dotandolo de un grupo hidrofébico (éster de fosfato) con lo que efectivamente se
mejora su permeacion, y su difusién a través de la membrana celular. Esta estrategia
también ayuda a mejorar la actividad de aquellos nucleésidos que expresan pobre
actividad a la fosforilacion. Las estructuras de una droga quimicamente modificadas con el

objeto de mejorar su funcién terapéutica o bioldgica son llamadas pro-drogas. Los ésteres
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de fosfato son pro-drogas de nucleésidos, los cuales pueden hidrolizarse enzimatica o

espontaneamente para liberar el monofosfato del nucledsido en el citoplasma de la célula
después de su difusion efectiva, y asi evitar el dificil primer paso de fosforilacion.

Hasta el momento, los analogos de nucledsidos son las drogas mas efectivas encontradas
en el tratamiento de personas afectadas con enfermedades de origen viral ylo
cancerigeno. Sin embargo, una de las desventajas terapéuticas mas importantes de los
analogos de nucledsidos, es su alta toxicidad ya que dichas sustancias no son selectivas
entre una célula normal y una célula infectada o cancerigena.

Las pro-drogas de nucledsidos ayudan a disminuir la toxicidad de los nucledsidos, y a
aumentar su efectividad, ya que poseen acarreadores lipofilicos eficientes y selectivos que
incrementan su transporté al ndcleo celular de las células infectadas. En resumen, las pro-
drogas de nucledsidos puede ayudar a reducir la dosis diaria de estas drogas gue son
caras y, en concentraciones altas, muy tdxicas.

Se han diseriado una gran variedad de acarreadores que son capaces de reconocer un
nucledsido o un nucledtido por puentes de hidrégeno del tipo Watson-Crick®!%'"12. por
ejemplo, Seesler'® sintetizo una serie de nucledsidos protegidos en los grupos hidroxilo del
azucar con el grupo triisopropilsililo (Tips), figura 8. De estos compuesto, C-Tips y G-Tips
transportaron selectivamente guanosina (G) y citidina (C) respéctivamente. Sin embargo,
el transporte de AZT por A-Tips fue limitado reflejando una asociacién por puente de
hidrégeno mas débil en las nucleo bases timina-adenina en comparacion con la asociacion
guanina-citocina.

Por otro lado, se han sintetizado sales de amonio hidrofébicas (estructura A, figura 9) que
trasportan monofosfatos de nucledsidos in vitro en un sistema de tres fases™. En este
caso, la especie trasportadora forma un complejo con el analogo de nucleésido como el
mostrado en la estructura B de la figura 9.

Hasta la fecha, se han hecho esfuerzos considerables por sintetizar pro-drogas lipofilicas
del monofosfato de AZT**™>'%17 Un ejemplo de ello es el fosfoéster glicosidico mostrado
en la figura 10 que puede transportar AZT al cerebro de ratones'®.

Recientemente se informdé que una serie de complejos de Zinc de tetraminas
macrociclicas con cadenas alquilicas de diferentes longitudes son capaces de extraer y
transportar selectivamente nucledsidos y nucleétidos cuya base puede ser timina 6 uracilo.

Las tetraaminas de Zinc forman un complejo que se coordina con el N-3 de la nlicleo-base
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formando la estructura de la figura 11, responsable del transporte de los analogos de

nucledsidos'®.

Con excepcion del compuesto mostrado en la figura 11, todos los acarreadores de
nucledsidos anteriormente mencionados fueron probados en un sistema de tres fases
como ¢l mostrado en la figura 12. El sistema esta formado por una solucién buffer aq1 del
nucleésido a un pH que varia entre 6-9, una solucién del transportador en cloroformo y una
fase acuosa aq2 receptora del nucledsido transportado. En este sistema el nucledsido en
la fase aq1 forma un complejo con el transportador en la fase cloroférmica, y es
trasportado a la fase aq2 después de Ia hidrdlisis del complejo transportador-nucledsido.
La eficiencia de estos acarreadores se dedujo de la cantidad de nucledsido transportado a
la fase aq2 cuantificada por medio de RMN de 'H, UV y HPLC.

Aungue los compuestos anteriores han mostrado ser buenos acarreadores de nucledsidos
in vitro, no se han hecho ensayos que pudieran sugerir una posible utilidad terapéutica en
sistemas biologicos. Adicionalmente, muchos de ellos no son efectivos como
transportadores del monofosfato de un nucledsido (MPN), lo cual da lugar a la necesidad
de desarrollar una nueva estrategia para la permeacion y liberacion intracelular del MPN.
Con este fin se han sintetizado una gran variedad de pro-drogas lipofilicas de nucleétidos.
Por ejemplo, Dinh? sintetiz6 el compuesto 31 por acilacién del monofosfato 30 (figura 13)
utilizando diciclohexilcarbodiimida. El rendimiento de esta reaccion fue de tan sélo 13 %
debido a la labilidad del enlace acil-fosfato de 31, que se hidroliza facilmente durante el
proceso de purificacion. La actividad antiviral de 31 no reveld diferencias significativas
respecto a la actividad del compuesto 30, debido también a la hidrélisis rapida del enlace
acil-fosfato en el medio de cultivo.

Alternativamente, Peyrottes® informé la sintesis (figura 14), la descomposicién cinética y
actividad bioldgica de fosfotriésteres de AZT (compuestos tipo 34). Estas pro-drogas
contienen un grupo S-f-butilacetil-2-tioetilo (fBUSATE), y un fenol p-sustituido en la regién
del fosfato, los cuales experimentan su descomposicidon mediada por la enzima
carboxiesterasa que conduce a la liberacion intracelular del monofosfato del AZT (figura
15). El compuesto 34 mostrd ser un buen acarreador de AZT al comparar los valores de
ICso de 34 y del AZT (ICsp de 34 = 0.002, ICsp del AZT = 0.003) que sugieren que la pro-

droga 34 es menos tdxica que AZT a la misma concentracion.
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Dentro de los transportadores de nucledsidos que han tenido un mayor impacto en la

actualidad son los arilfosfatos del AZT que han sido preparados por Clercq®. El andlisis
biolbgico de estas pro-drogas revelaron una pronunciada selectividad anti-VIH en células
MT4. De todos los derivados obtenidos, el compuesto 37 es el de mayor potencial
inhibitorio ya que su ICsp es alrededor de 3-4 veces menor respecto al de AZT. La
estrategia de sintesis utilizada por De Clercq se muestra en la figura 16. El material de
partida es fenol, el cual reacciona con oxicloruro de fésforo en dietil éter para dar el aril
fosforodiclorhidato 35. Este compuesto se hizo reaccionar con el éster metilico de la
alanina en diclorometano en presencia de trietilamina para dar el clorofosforamidato 36. La
reaccion de 36 con AZT en THF se condujo en presencia de N-metilimidazol usado como

base para dar el fosforamidato 37.

IV. El uso de porfirinas en quimica clinica.

La terapia foto-dinamica (siglas en inglés PDT) es un método alternativo y relativamente
nuevo en el tratamiento de ciertos tipos de cancer (principalmente de pulmén, eséfago,
tracto genitourinario, tracto digestivo, cabeza, cuello y pancreas)®. Esta técnica requiere
de una combinacién de oxigeno, luz visible y una droga (un foto sensor) para causar la
destruccion del tejido neoplasico. El principio basico en el que se fundamenta la técnica es
el efecto fotodinamico observado como una aceleraciéon de la destruccidn selectiva del
tejido dafiado bajo la accién de fotones; este principio fue descubierto por Raab®, Meyer®
descubri6é que las porfirinas son buenos fotosensores cuando se inyectd a si mismo una
solucion de hematoporfirina (figura 17) y al exponerse a la luz solar observo que se habia
provocado severos dafios en su cara y manos. Posteriormente Auler y Banzer®
observaron una gran actividad fluorescente ademas de necrosis en tumores de animales
experimentales a los que se les habia administrado una porfirina para someterlos
posteriormente a la accion de luz UV. Por su parte Lipson® encontré evidencia clara de
que una preparacion de porfirinas era selectivamente incorporada por algunos tumores.
Tuvo que pasar otra década antes de que Diamond? proporcionara informacion clara de
que tales tumores sensibilizados podian ser destruidos por irradiacién y asi, en 1976, Kelly

129

y Snell” informaron el primer ejemplo clinico del tratamiento fotodindmico en un paciente
con cancer de vejiga. Después de este Ultimo reporte, un estudio clinico detallado por

Dougherty® condujo eventualmente a la primera aprobacién de un sensibilizador
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denominado Photofrin, el cual es una mezcla compleja de oligébmeros de hematoporfirina,

para la terapia fotodinamica.

En resumen, la terapia fotodinamica (PDT) consiste de las siguientes etapas (figura 18):
un fotosensor porfirinico con alta selectividad hacia tumores se administra al paciente y
después de un intervalo de tiempo (tiempo de deposicion) en el que se permite al
fotosensor obtener la méaxima diferenciacion entre tejido normal y maligno, el tumor es
irradiado para destruir las células anormales (fotonecrosis). El fotosensor es usuaimente
administrado via intravenosa mediante una solucién buffer o por medio de liposomas,
mientras que la fuente de luz es a menudo un laser ya que éste puede ser conectado a
fibras Opticas que permiten el tratamiento de tumores profundos con buena precision.

En el proceso de foto destruccion del tejido tumoral o efecto fotodinamico, estan
involucrados dos mecanismos oxidativos, llamados de tipo | y tipo Il (diagrama de
Jablonski, figura 19). Ambos mecanismos son iniciados cuando el fotosensor P en su
estado fundamental S, es excitado a su estado singuléte Sy por absorcion de
aproximadamente 200 kJ de energia, posteriormente la especie pasa del estado S4 al
estado triplete T4. En el mecanismo de tipo |, el fotosensor en su estado T interacttia con
oxigeno mediante la trasferencia de un electrén para producir radicales libres que son
citotoxicos para la célula neoplésica. En el mecanismo de tipo Il, se genera oxigeno
singulete (el principal agente citotoxico para la célula tumoral) como resultado de la
transferencia de energia del estado T4 del fotosensor al estado fundamental triplete de la
molécula de oxigeno. El oxigeno singulete reacciona con biomoléculas esenciales tales
como lipidos no saturados (incluyendo colesterol) y residuos de a-aminoacidos como el
triptofano, histidina y metionina que son los constituyentes esenciales mas reactivos de
membranas bioldgicas®. Muchas de las porfirinas que han sido probadas in vitro e in vivo
ejercen su fotoactividad después de una asociacion preferencial con membranas
mitocondriales, nucleares o del reticulo endoplasmico, siendo el fotodafio principal en
componentes celulares tales como proteinas y lipidos de las células tumorales que
conduce a la necrosis y rompimiento de la célula tumoral.

Mientras que el proceso de fotonecrosis del tumor es conocido, la localizacion y
selectividad de las porfirinas por células tumorales no se comprende en su totalidad, pero
al parecer hay varios factores que determinan dicha selectividad®. Se sabe que las

porfirinas son transportadas por el torrente sanguineo formando un complejo con
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lipoproteinas de baja densidad (LDL). Las células con cancer, en comun con otras células

gue proliferan rapidamente, aumentan su requerimiento de colesterol para la biosintesis de
membranas, lo anterior sobre expresa un receptor (apo B/E) de lipoproteinas de haja
densidad en la membrana celular, de este modo el complejo lipoproteina-porfirina es
reconocido por el receptor antes mencionado. Puesto que la membrana en células con
cancer es mas lipofilica que en células normales, la porfirina ingresa a la célula con mayor
facilidad. Sin embargo, podria darse el caso de que la porfirina que ingreso a la célula
tumoral saliera de ella debido a esta caracteristica de lipofilicidad. Para explicar por que no
sucede lo anterior, se ha postulado que debido a que el pH en el interior de las células
tumorales es de alrededor de 6.9, este medio ligeramente acido provoca una reaccion de
protonacién en el anillo pirrdlico de la porfirina una vez que esta adentro de la célula
formando una especie catidnica que no atraviesa facilmente de regreso a la membrana
celular; de este modo la porfirina queda atrapada dentro de la célula. Esto podria explicar

la acumulacidn selectiva de porfirinas en células neoplasicas.

V. Interaccion de las porfirinas con el DNA celular.

Por otro lado, la formacion de complejos DNA-porfirina es otra de las razones a través de
las cuales se puede explicar porque estos macrociclos poseen actividad antitumoral; es
decir, el complejo inhibe la actividad de la enzima telomerasa (esta enzima replica las
partes terminales de los cromosomas llamados telomeros) que ha sido asociada con la
proliferacion e inmortalidad de células con céncer. El 90 % de las lineas celulares
tumorales expresan la enzima telomerasa y sélo unas pocas células somaticas normales
lo hacen®. Las porfirinas mas usadas en los estudios de inhibicién de Ia telomerasa son
catiénicas, ellas interaccionan con los teldbmeros (DNA de cadena cuéadruple rico en
guanina) por atracciones electrostaticas con el grupo fosfato. Por otro lado, se han
propuesto fres tipos de interacciones entre porfirinas catidnicas y la doble hélice:
intercalacion, enlace al surco exterior y enlace al surco exterior con auto-apilamiento®. El
modo de enlace depende de la naturaleza de los sustituyentes en posicidn meso de la
porfirina, la secuencia de DNA, la presencia y naturaleza de iones metalicos ligados a la
porfirina y la presencia de interacciones de apilamiento o stacking n-r entre la porfirina y
las nucleo bases del DNA. La figura 20 muestra la interaccion de porfirinas catiénicas con

DNA de cadena cuadruple (izquierda) y DNA de cadena doble (derecha). La interaccion
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con DNA de cadena cuadruple ocurre por un apilamiento de los tetrameros de guanina en
los teldmeros asi como interacciones electrostaticas de los grupos cargados positivamente
y los grupos fosfatos. La interacciéon con el DNA de cadena doble ocurre por semi-
intercalacién de la porfirina en el DNA. Recientemente, Ishikawa®™ encontré que la
insercién de cobre (1) en el macrociclo de la porfirina incrementa notablemente la unién a
telémeros. La alta afinidad fue atribuida a la naturaleza plana del compuesto de la porfirina
coordinada a Cu que facilita su intercalacion con el DNA. Niedbala observé que los
derivados con Co suprimen el crecimiento de células de melanoma maligno humano®. Por
otro lado, estudios recientes indican que algunas porfirinas aniénicas también interactian
con el DNA aunque su mecanismo de interaccién no ha sido bien establecido®.

La capacidad de las porfirinas para transportar sustancias biolégicamente activas fue
recientemente probada con los trabajos realizados por Graca38 en el area de terapia de
cancer por captura de neutrones utilizando compuestos de boro (TCNB)*%. Graca
preparé una serie de porfirinas funcionalizadas con grupos carborano (figura 21). Estos
compuestos fueron obtenidos con el objetivo de estudiar el efecto de la distribucién de
carborano sobre la toxicidad celular y su localizacién subcelular en células B16 (cancer de
piel de ratén). Un ejemplo de los compuestos obtenidos por Graca son las
carboranoporfirinas 38 y 39 los cuales resultaron ser poco téxicas y los estudios por
fluorescencia sugieren que estos compuestos se localizan en un sitio muy cercano al
nucleo celular y son capaces de liberar grandes cantidades de boro a células B16, lo cual

mostré que los compuestos nido-carboranoporfirina son buenos acarreadores de boro.

Vi. Porfirinil-nucledsidos.

Con todos los hechos presentados anteriormente se hace evidente que, de todos los
transportadores de nucledsidos conocidos hasta el momento, las porfirinas son
particularmente prometedoras debido a su facil transporte al interior de la célula y su
demostrada tendencia a acumularse en tejidos neopldsicos. Existen reportes en la
literatura de porfirinas sustituidas con monosacaridos*, estradiol*, y fulerenos®; sin
embargo, los ejemplos que a continuacién se presentan son los Unicos informados en la
literatura sobre porfirinilnucledsidos.

El primer reporte data de 1990 y fue hecho por Czuchajowski****® quien sintetizd porfirinas

covalentemente unidas a un nucledsido, compuestos que denomind porfirinilnucledsidos.
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Los compuestos sintetizados fueron el 5°-O-(5-p-fenilen-10,15,20-tri-p-tolilporfirin)uridina

40 y el 5°-0-(5-p-fenilen-10,15,20-tri-p-tolilporfirin)-2°,3 -isopropilidenuridina 41 de la figura
22. Estos compuestos fueron obtenidos al mezclar a temperatura ambiente Meso-p-
hidroximetil-tri-p-tolilporfirina, 5°-O-tosil-2°,3"-isopropiliden uridina, e hidruro de sodio en
DMF. Los compuestos fueron analizados por RMN de 'H, °C y espectrometria de masas
de alta resolucion utilizando la técnica FAB. Mas tarde se evalué la actividad antitumoral
de estos compuestos al explorar la supresiéon del crecimiento de células de melanoma
maligno humano (M21-HPB) mostrando que el compuesto 41 inhibe el crecimiento del
tumor en un 66 % respecto al control (o blanco) a una concentracion 10° M*.

A pesar de los resultados obtenidos, los porfirinil-nucledsidos no presentan desde el punto
de vista estructural las caracteristicas idéneas para actuar como pro-drogas de
nucledsidos, ya que el enlace fendlico es dificil de romper para liberar al nucledsido
intracelularmente.

Por otro lado, oligonucleésidos funcionalizados con porfirinas (figura 23) con el esqueleto
modificado a manera de proveer una orientacion paralela de las entidades de porfirina, se
comportan como croméforos de sistemas fotosintéticos naturales® .

El estudio de la manera en la cual los llamados anédlogos de nucleésidos interaccionan con
el DNA de células infectadas con cancer han tenido un gran impacto en los Ultimos arios.
Sin embargo, alguno de ellos tales como el AZT, son altamente tdxicos debido a su
interaccién igualmente importante con el DNA de las células normales. El primer
requerimiento para la actividad de estas drogas es el transporte eficiente a través de la
membrana celular. Adicionalmente, tales compuestos son sustratos pobres ante la accion
de las enzimas cinasas para producir su metabolito trifosforilado activo bioldgicamente, lo
cual conduce a una pobre actividad y aparicién de resistencia celular.

La sintesis quimica juega un papel fundamental en el disefio de drogas o farmacos que
tienen un marcado impacto en biologia y en medicina. El principal objetivo en el desarrollo
de una droga es encontrar una molécula adecuada que posea la actividad farmacolégica
deseada reduciendo al minimo la posibilidad de efectos colaterales o secundarios. En el
disefio de nuevos farmacos, las transformaciones quimicas en la estructura de una
molécula pueden inducir cambios dramaticos en las caracteristicas fisicoquimicas de las

moléculas y por lo tanto en su actividad biolégica®. Es por ello que el desarrollo de nuevos
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y mejores farmacos contra enfermedades que tienen un alto impacto en la sociedad,

continua siendo importante.

A pesar de la investigacion realizada hasta el momento, hasta antes de la presente

invencion no existian pro-drogas especificas para células cancerosas e infectadas por

virus que utilizaran porfirinas como acarreadores en conjunto con nucledsidos con probada

actividad terapéutica, tales como el AZT o semejantes, y quer*permitiera a la vez unir a la

molécula acarreadora a través de un puente de fosfato, fosforamidato o tiofosfato con una

o0 varias moléculas idénticas del analogo de nucledsido de interés o bien una combinacion

de distintas moléculas de nucleésidos.

Breve descripcion de los dibujos.

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.

Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.

Figura 15.

Representacion de la doble cadena del DNA.

Nucledsidos que constituyen el DNA.

Acoplamiento entre bases pirimidinicas y purinicas en el DNA.

Proceso de replicacion del DNA.

Crecimiento de la cadena de DNA durante el proceso de replicacion.

Andlogos de nucledsidos utilizados en el tratamiento del Sindrome de
Inmunodeficiencia Humana y otras enfermedades de origen viral.

Transporte de nucledsidos a través de la membrana celular.

Nucleédsidos protegidos de Seesler.

Sales de amonio hidrofébicas transportadoras de monofosfatos de nucleésidos
in vitro.

Pro-droga 'Iipoﬁlica del monofosfato de AZT.

Complejo de tetraamina de Zinc y nucleo base.

Sistema trifasico utilizado en pruebas in vitro de pro-drogas.

Pro-drogas de MPN.

Sintesis de fosfotriésteres de AZT. (a) tBUuSATEOP[N(iPr).]l,, 1H-tetrazol,
HN(iPr)2, CH3CN; (b) AZT, 1H-tetrazol, CH3CN, tBuOOH, Tolueno.
Descomposicion intracelular del fosfotriester de Peyrottes al monofosfato de
AZT.
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Figura 16.

Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.
Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.
Figura 28.

Figura 29,
Figura 30.
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Arilfosfatos de AZT obtenidos por Clercqg. (a) POCIs, éter etilico, N-

metilimidazol, 89%; (b) metilalanina, CH2Cl,, EtsN, 100%, (c) AZT, THF, N-
metilimidazol, 76%.

Hematoporfirina.

Etapas en el tratamiento con la terapia fotodindmica.

Diagrama de Jablonski para mostrar [os mecanismos de tipo I y Il (P = porfirina
fotosensora).

Interaccidén de porfirinas catiénicas con DNA de cadena cuadruple y doble.
Izquierda: complejo porfirina cationica-DNA de cadena cuadruple. Grupos
fosfato (color amarillo); guaninas (color ciena); adenina (verde); timina
(naranja): porfirina (azul y blanco). Derecha: interaccion de apilamiento entra la
porfirina y el DNA de doble cadena. .

Porfirinas funcionalizadas por grupos carborano. (a) 1-Litio-2-metil-o-carboran,
DME, reflujo, 10 h (75%); (b) n-Buli, THF, -78 °C, DMF; (c) solucién al 5% HCI;
(d) pirrol, TFA, CH.Cly; (e) p-cloroanil; (f) ZnCl,, CH.Cl/THF/piridina; (g)
piridina/piperidina, 36 h; (h) Dowex-50wx2-100.

Porfirinil-nucleésidos de Czuchajowski. lzquierda: 5™-0O-(5-p-fenilen-10,15, 20-
tri-p-tolilporfirin)uridina; Derecha: 5°-O-(5-p-fenilen-10, 15, 20-tri-p-tolilporfirin)-
27, 3'-isipropilidenadenosina.

Oligonucleésidos funcionalizados con porfirinas.

Sintesis de 5-hidroximetil-trifenilporfirina 93. a) Zn(OAc),, acido propiénico,
reflujo, 4 h; b) p-cloroanil, piridina, CH2Cl», temperatura ambiente, 1 h.; ¢) HCI
acuoso al 18%.; d) LiAlH4, THF, 0°C temp. amb., 3 h.

Esquema de reaccién de la porfirina 93 con dos equivalentes de AZT.

Ruta retrosintética para la sintesis de los porfirinil-nucleétidos neutros de la
invencién. |

Ruta retrosintética para la obtencion del nucledsido de la serie ribosa.

Ruta retrosintética para la obtencién del nucledsido de la serie desoxirribosa
(AZT).

Ruta retrosintética para la obtencién de la tetrafenilporfirina 50.

Ruta retrosintética para la obtencién de la porfirina 53.
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Figura 31.

Figura 32.
Figura 33.
Figura 34.
Figura 35.
Figura 36.
Figura 37.

Figura 38.
Figura 39.
Figura 40.
Figura 41.
Figura 42.
Figura 43.
Figura 44.

Figura 45.
Figura 46.

Figura 47.
Figura 48.

Figura 49.

Figura 50.

Figura 51.

Figura 52.
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Esquema de reaccion de 5-(p-aminofenil),10,15,20-trifenil-porfirina (53) con

PCla.

Esquema de reaccion del compuesto 63 con AZT.

Mezcla diastereomérica de tiofosforamidatos 74.

Acoplamiento de los complejos metélicos 54, 55 y §6 con AZT.

Reaccién de acoplamiento de 63 con el furanésido 48.

Reaccidn de acoplamiento de los compuestos 54-56 con el furandsido 48.
Esquema de sintesis de 5-(p-aminofenil),10,15,20-trifenil-porfirina (83) y sus
complejos metalicos 54, 55 y 56. (a) BFs, CH.Cly, 1 h; (b) p-cloroanil, 45°C, 1
h, (55%); (c) HNO3 fumante, CHCI3, 2 h, 0 °C (46%); (d) SnCl,, HCI conc., 2 h,
65-70 °C (94%); (e) M(OAc)z2, CH2Cl>, MeOH, 2 h.

Esquema de sintesis de las porfirinas 84-89.

Reaccion de la porfirina 85 con AZT.

Secuencia de reacciones utilizadas en la obtencién del compuesto 48.
Obtencién de la timina persililada.

RMN-'H (270 MHz, Py-ds) del compuesto 48.

RMN-"3C (270 MHz, Py-ds) del compuesto 48.

RMN-Correlacion 'H-'*C utilizando la secuencia de pulsos HMBC (270 MHz,
Py-ds) del compuesto 48.

Sintesis de AZT.

RMN-"H (400 MHz, D,0) del AZT.

RMN-"°C (400 MHz, D-0) del AZT.

Desplazamiento quimico y constantes de acoplamiento de 'H y 3p
representativos para los compuestos 74-77. Se observan singulete (s), mdltiple
(m); pseud)otriple (pseu-t), pseudoguintuple (pseudo-q), doble de triples (dt).
Desplazamientos quimicos de °C representativos para los compuestos 74-77.
lon molecular calculado, fragmento calculado y fragmento encontrado para Iosl
compuestos 75, 76 y 77.

Desplazamiento quimico y constantes de acoplamiento de 'H y 3P
representativos para los compuestos 79-82. Se obsérvan singulete (s), multiple
(m); pseudotriple (pseu-t), pseudoquintuple (pseudo-q), doble de triples (dt).

Desplazamientos quimicos de '°C representativos para los compuestos 79-82.
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Figura 53.
Figura 54.

Figura 55.

Figura 56.
Figura 57.

Figura 58.

Figura 59.

Figura 60.

Figura 61.

Figura 62.

Figura 63.
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lon molecular calculado y encontrado para los compuestos 80-82.

Condiciones de reaccién y rendimientos de 53-56 y 84 con bromuro de
bromoacetilo.

Reaccién de 95 con dos equivalentes de AZT en presencia de hidroperdxido
de terbuitilo.

Curva de calibracién para la determinacion de DNA.

Localizacion celular de la porfirina (rojo) y Sytox (verde) en células de
melanoma B16 de raton determinada por microscopia de fluorescencia
confocal. Arriba (Izquierda): células B16 tefiidas con Sytox (control), Arriba
(derecha): células B16 teriidas con el compuesto 53, centro (izquierda): células
B16 incubadas 12 h con 20 uM del compuesto 74, Centro (derecha): células
B16 incubadas 12 h con 20 uM del compuesto 79, abajo (Izquierda): células
B16 incubadas 12 h con 20 uM del compuesto 75, abajo(derecha) células B16
incubadas 12 h con 20 uM del compuesto 80.

Inhibicién de Ia replicacion de DNA en células B16 para los compuestos 48,
53,74,75,79y 80.

Localizacion celular de la porfirina (rojo) y SYTOX (verde) en células de
melanoma B16 de ratdn determinada por microscopia de fluorescencia
confocal. lzquierda: células B16 tefiidas con Sytox (control); centro: células
B16 incubadas 12 h con 20 pM del compuesto 53; derecha: células B16
incubadas 12 h con 20 pM del compuesto 86.

Inhibicién de la replicaciéon de DNA en células B16 por las porfirinas 53-56 y
84-89. Se observa cuadrado plano (cupl); piramidal (pi) y octahédrico (oc).
Localizacién celular de los compuestos (a) Control, (b) AZT, (c) 90, (d) 85, (e)
93, (f) 98 (g) 97 vy (h) 96 en Células B16 incubadas 12 h con el compuesto
correspondiente. (los nucleos fueron tefiidos con sytox en verde y en rojo
observamos a la porfirina). '

Inhibicidn de la replicacién de DNA en células B16 por las pro-drogas 93, 96-
98.

Resumen de la actividad bioldgica de los porfirinil-nucleésidos de la invencién.
Se observa el valor promedio de seis mediciones realizadas en los ensayos

con los porfirinil-nucleétidos neutros y con las porfirinas de la invencién.
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Objetivos de la invencion.

Es uno de los objetivos de la presente invencion proporcionar moléculas porfirinicas como
acarreadores novedosos para analogos de nucledsidos, que puedan penetrar de manera
selectiva la membrana celular de células cancerosas y/o infectadas por virus.

Otro de los objetivos de la invencién es proporcionar porfirinas sustituidas con grupos
donadores y aceptores de puentes de hidrégeno tales como un grupo amino y amido como
sustancias con actividad antiviral 6 anticancerigena.

Otro de los objetivos de la presente invencidn es proporcionar moléculas porfirinicas
novedosas con actividad antiviral é anticancerigena.

Otro de los objetivos de la invencién es proporcionar analogos de nucledsidos unidos con
porfirinas (& porfirinil-nucledtidos neutros) a través de un puente fosforamidato o
tiofosforamidato como pro-drogas con actividad antiviral 6 anticancerigena.

Otro de los objetivos de la invencidn es proporcionar analogos de nucledsidos unidos con
porfirinas (6 porfirinil-nucledtidos neutros) a través de un puente de acetamido como pro-
drogas con actividad antiviral 6 anticancerigena.

Otro de los objetivos de la invencién es proporcionar pro-drogas con estructura de
porfirinil-dinucledtidos en donde la porfirina y el nucledsido se unen a través de un puente
de fosfato 6 tiofosfato.

Otro de los objetivos de la presente invencidn es proporcionar métodos eficientes de
sintesis para la obtencidén de analogos de nucledsidos unidos con porfirinas (6 Porfirinil-
nucledtidos neutros) a través de puentes de fosforamidato, tiofosforamidato, fosfato,
tiofosfato y/o amido.

Otro de los objetivos de la invencidn es proporcionar composiciones farmacéuticas que
contengan los porfirinil-nucledtidos neutros novedosos obtenidos en la presente.

Otro de los objetivos de la invencidn es proporcionar composiciones farmacéuticas que

contengan las porfirinas novedosas obtenidas en la presente.

Descripcion detallada de la invencién.

La presente invencion usa a las porfirinas como transportadores selectivos de nucledsidos
denominados porfirinil-nucledtidos neutros, a células tumorales 6 infectadas por virus (pro-
drogas). La invencién contempla también la explotacion de la bioactivacion del

monofosfato del nucledsido, para lograr la acciéon requerida de cruzar eficiente y
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selectivamente la membrana celular, evitando la dependencia inicial de las cinasas y

liberando intracelularmente el analogo de nucledsido monofosforilado (nucleétido). Esta
accion proporciona un efecto terapéutico efectivo, selectivo y no tdxico debido a las bajas
concentraciones que se liberan en el interior de la célula.

Asi mismo, los porfirinil-nucleétidos de la invencion permiten proporcionar al mismo tiempo
al paciente, compuestos fotosensibilizadores para la terapia fotodinamica (PDT) gracias a
que contienen porfirinas que pueden unirse al DNA, y liberar de 'manera selectiva analogos
de nucledsidos a las células blanco. Con ello, éstas moléculas ofrecen una terapia mas
completa y evitan el uso de la aplicacién de drogas y PDT de manera conjunta. Con ello se
abaten costos y molestias innecesarias al paciente durante el tratamiento.

Por otra parte, la invencién proporciona porfirinas novedosas con actividad antitumoral y
antiviral que pueden utilizarse tanto en terapia fotodinamica por si solas, 0 bien como
acarreadores de analogos de nucledsidos para la formacion de pro-drogas.

Los porfirinil-nuclettidos neutros de la presente invencion corresponden a compuestos de
férmula 1, 11y ll.

Los compuestos de formula | tienen [a siguiente estructura:;

ﬁ
A P\ /ZI
\0/ \ o)
o— 2
donde:
Xes06S,
Z’esHOGZ,

A es una porfirina de formula:
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donde:

MesH, Zn, Ni, Cu6 Co,

Z es un analogo de nucledsido de formula:

donde:

R+ es un grupo azida (Ns), OH 6 O-isopropilideno con la condicion de que cuando
R1 es O-isopropilideno Rz es O-isopropilideno y viceversa,

RyesH, OHO O-isopropilideno,

wes O, CHy, 6 S,

B es una pirimidina de férmula:

0
HN | Rs
04%1\\T R4
donde:
Rs es H, CH3, C2H5, C3H7,6 (CH3)2CH,
Rses H 6 SCeHs,
6 una purina de férmula:
Rs
N I N\>
//l§§ N
Rg N \
donde:
Rs es NHo, O, 6 C,

Rses H, 6 NH,
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Algunos de estos nucledsidos son comerciales y los otros se pueden obtener por métodos

conocidos en la literatura, por ejemplo cuando w es CH,*® 6 cuando es S*. Los
nucledsidos de purinas se pueden obtener de métodos convencionales de Vorbriiggen®' %
es decir, por sustitucién nucledfilica sobre el carbono anomérico del azticar sustituido con
OAc como se informa en este proyecto para el caso de pirimidinas (figura 40).
Alternativamente, la sustitucion directa de las pirimidinas por purinas en los nucledsidos se
puede llevar a cabo por la accién de enzimas sintetizadas por. Enterobactor aerogenes 6

Erwinia herbicola™.

Los compuestos de férmula 1l tienen la siguiente estructura:

0]
R3

Y x N
\Z I
/ o N Ry
o)
\CH

2 0

R4 Ry

donde Y es una porfirina de férmula;
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Los compuestos de formula Il tienen la siguiente formula:

Por otra parte, las porfirinas de la presente invencién corresponden a compuestos de

férmula IV:
R
N/ 7
AN
Rs
donde:
R;es H 6 CO-CH»-Bry,
Rg es H.

Para la sintesis total de los porfirinil-nucleétidos neutros de la presente invencion, se
disefid una estrategia que permitié la obtencion de los porfirinil-nucledtidos en donde la
porfirina y el nucledsido se unieran a través de un puente fosforamidato (P-N) (ver
compuestos de férmulé II) 6 mediante un puente de fosfato (P-O) (ver compuestos de
formula 1) 6 mediante un puente de acetamido [N(CO)CH2-] (ver compuestos de férmula
).
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Sintesis de compuestos de formula I.

De manera general y para efectos de la presente invencion, para la obtencidén de los
compuestos de férmula | se utiliza la ruta mostrada en la figura 24 y 25, en donde para la
obtencién de la porfirina 92 se hace reaccionar 4-formil-benzoato de metilo, benzaldehido
y pirrol mediante el método de acoplamiento cruzado de Adler y Longo. Posteriormente la

porfirina 92 se reduce con LiAlH4 para obtener el compuesto:
A—OH

donde M es H en la porfirina A. El compuesto de férmula A-OH se hace reaccionar con

tricloruro de fésforo generando el compuesto:

Cl

"
\O N

donde M es H en la porfirina A, para posteriormente adicionar 1 o dos equivalentes del

nucledsido de férmula;

generandose el compuesto:
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donde M es H en la porfirina A. Posteriormente se hace reaccionar el compuesto anterior

con azufre elemental o hidroperéxido de terbutilo para obtener el compuesto:

W
\O/Pi\o/z

o—"2

donde M es H en la porfirina A. Finalmente el compuesto anterior, se hace reaccionar con

AcOM obteniéndose los compuestos de formula |.

Sintesis de compuestos de férmula Il.

De manera general y para efectos de la presente invencién, para la obtencién de los
compuestos de formula I se utiliza la ruta retrosintética de |a figura 26 (ejemplificada para
el ribofurancsido).

La sintesis del nucledsido 48 (figura 27) derivado de la serie ribosa se lleva a cabo a
través de la glicosidacién de timina en condiciones de Vorbriiggen®*2 Para el caso de la
obtencién del nucledsido de la serie desoxi (figura 28), se siguid la sintesis de AZT
informada por Czernecki®*. '

La sintesis de la tetrafenilporfirina 50 (figura 29) se realiza mediante la condensacién de
pirrol y benzaldehido de acuerdo al procedimiento informado por Linsay™. Posteriormente
la mononitrotetrafenilporfirina 52 fue obtenida a partir de someter a la porfirina 50 al
procedimiento informado por Kruper®, para introducir un grupo nitro en ella (figura 30). A
continuaciéon la porfirina 52 se somete a condiciones reductoras obteniéndose el
compuesto:

Y—H

donde M es H en la porfirina Y. El compuesto anterior se hace reaccionar con el

nucleodsido de formula;



10 en presencia de un reactivo fosforilante de estructura RY'P(X)Cl» donde R es
tetrafenilporfirina, y Y’ es NH, el cual puede provenir de la reaccidn entre oxicloruro de

fosforo (POCI3) o tricloruro de fésforo (PCls) y la p-aminofeniltrifenil porfirina, generando el

compuesto:
15 0
e
|
O/ F’\O/kN R4
20 \CH2 o
Ry Ry

25 donde Mes Hen laporfirina Y.
Posteriormente se hace reaccionar el compuesto anterior con azufre elemental o

hidroperdxido de terbutilo para obtener el compuesto:

30
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R3
vy, x N
\/ I
~~o N R4
o
\CH
2 o
R, R,

donde M es H en la porfirina Y.

Finalmente el compuesto anterior, se hace reaccionar con AcOM obteniéndose los
compuestos de férmula Il.

La formacién del enlace tiofosforamidato se produce de maneré estereoespecifica a través
de la reaccion de la aminoporfirina 63 con PCls, la posterior adicién del nucleésido al
intermediario formado 63, gener6 un fosforamidato ciclico que se oxidé con azufre de
manera estereoespecifica (figuras 31, 32 y 33). El producto 74 se obtiene como una
mezcla diasteomérica en donde predominé en un 80% el isbmero que tiene al grupo amino
en posicién axial, en donde el enlace 5'0-P es trans al enlace C2'-O. Los compuestos
fueron analizados como mezcla diastereomérica en el crudo de la reaccidn. Los analisis
espectroscopicos de RMN e IR asi como la espectrometria de masas utilizando la técnica
FAB concuerdan con la estructura propuesta para 74. La técnica FAB resultd ser
particularmente util en la elucidacion estructural. Utilizando la misma técnica de
acoplamiento, se unieron mediante un puente de tiofosforamidato diferentes metalo
porfirinas con los nucledsidos de AZT vy el ribofuranésido 48 generando los porfirinil-
nucledtidos 75-77 y 79-82 respectivamente (figuras 34, 35y 36).

Sintesis de compuestos de férmula [ll.

De manera general y para efectos de la presente invencion, para la obtencién de los
compuestos de férmula I se utilizé la ruta mostrada en la figura 39, en donde para la

obtencién de la porfirina de formula [V se siguié la metodologia especificada para dicho




24
compuesto. La porfirina de férmula IV cuando Ry es —CO-CHx-Br y M es H, se hizo

reaccionar en presencia de un nucledsido de férmula:

10
obteniendose el compuesto:

15

20
donde M es H.
Finalmente el compuesto anterior, se hace reaccionar con AcOM obteniéndose los
compuestos de formula 111

y Sintesis de compuestos de férmula IV.
De manera general y para efectos de la presente invencién, para la obtencién de los
compuestos de férmula IV se utilizaron las mismas condiciones de reaccién que para la
formacion de los compuestos 54-56 (figura 37). Una solucién metandlica saturada de
AcOM se hace reaccionar con una solucion de la porfirina de formula:

30 Y—H

donde M es H en la porfirina Y, obteniéndose el compuesto de férmula IV cuando R7 es H
(ver compuestos 54-56 y 84, figura 38). El compuesto anterior se hacen reaccionar con
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BrCH2COBr obteniéndose el compuesto de formula IV cuando Ry es —CO-CHz-Br (ver

compuestos 86-89, figura 38). Alternativamente, tanto el compuesto de formula IV cuando
Rz es H (ver compuesto 53) 6 cuando R; es —CO-CHz-Br (vef compuesto 85), se hacen
reaccionar con AcOM obteniéndose los compuestos de férmula IV (ver compuestos 54-56,
84 y 86-89, figura 38).

Los detalles de la sintesis se mencionan a continuacion:

Una solucion metandlica saturada de acetato metalico se mezcld con una solucién de
porfirina 53 en cloruro de metileno, dejandose en agitacién durante 12 h (figura 32). La
reaccion de las porfirinas correspondientes 53-56 con 1.2 equivalentes de bromuro de
bromoacetilo usando piridina como base en THF (en tiempos de reaccidon de 2.5 a 4 h,
dieron como resultado los compuestos 86-89. El progreso de la reaccidon se siguid por
cromatografia en placa fina utilizando silica gel como soporte. Los compuestos de férmula
[V fueron también obtenidos a partir del compuesto 85 por reaccidon con una solucién

metandlica saturada del acetato metalico correspondiente.

Al igual que las porfirinas que se conocen a la fecha, Ias.porfirinas de la presente
invencion ya sea por si solas, como porfirinil-nucleétidos neutros o como sus complejos
metdlicos, son altamente fluorescentes; esto provee una ventaja significativa sobre otros
acarreadores de nucledsidos ya que es posible la deteccion de células tumorales
utilizando microscopia de fluorescencia y la consecuente deteccion de la localizacién del
nucledsido en tumores y tejidos que lo rodean. Esto permite dar un seguimiento del
tratamiento en pacientes con afecciones tumorales o virales.

Asi mismo los porfirinil-nucledtidos neutros de la invencion tienen la capacidad de formar
puentes de hidrégeno actuando a nivel de los &cidos nucleicos, aumentando con ello el
numero de contactos con componentes celulares tales como las bases purinicas o
pirimidinicas en el DNA blanco. y

Otra ventaja de los compuestos de la invencidn, es que las porfirinas son altamente
selectivas hacia células tumorales lo que las hace acarreadores ideales de drogas
antivirales o anticancerigenas. Ademas las porfirinas no son téxicas en el organismo ya
que pueden ser extraidas facilmente del torrente sanguineo y tejidos.

Por otra parte, las porfirinas 53-56 y 84-89 de la invencién resultan ser por ellas mismas

compuestos inhibidores del DNA tumoral. Esto hace que los porfirinil-nucleétidos neutros
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de la presente invencién sean pro-drogas muy activas y poco toxicas en terapias contra

enfermedades de origen viral y/o cancerigeno.

Con la finalidad de ilustrar la invencion se incluyen |0s siguientes ejemplos, sin que estos

sean limitantes del alcance de la misma.

l. Obtencidon de nucledsidos de la serie ribosa.

Sintesis del furandsido 48.

Para la sintesis del nucleésido de la serie ribosa 48 se exploraron dos rutas de reaccion en
donde se emplea como material de partida D-B-ribosa. Ambas rutas conducen a la
formacion del grupo O-isopropilideno entre los vic-dioles de las posiciones 2 y 3 de la D-
ribosa. Las secuencias de reacciones utilizadas en ambas rutas se muestran en la figura

40.
En la primera ruta, la D-ribosa fue transformada en el ribofuranésido 42° en un 50% de

rendimiento por reaccién con acetona en medio &acido a reflujo por 12 h. Bajo las
condiciones de reaccién para la formacion de 42, se observé la epimerizacion
(mutarotacién) del carbono anomérico debido la apertura del anillo de cinco miembros.
Debido a la mutarotacion ocurrida, el compuesto 42 fue obtenido como una mezcla de
anomeros o/ en una proporcion 3:7.

La subsecuente proteccion de los grupos OH libres en las poéiciones 1y 5 de la mezcla
anomérica 42 con anhidrido acético y piridina permitié obtener el compuesto 43% en su
forma f en 98% de rendimiento.

La preparacion del compuesto 48 se realizé a través del acop'lamiento de 43 con timina
bajo condiciones de Vorbriiggen®*2. Previo al acoplamiento del compuesto 43 con timina,
se funcionalizé calentandola a reflujo con un exceso de hexametildisilazano (HMDS) y
cloruro de trimetilsilano toda la noche para dar el derivado 2,4-bis(trimetilsililoxi)-5-
metilpirimidina o timina persililada (figura 41).

El exceso de HMDS fue removido mediante evaporacion al vacio con ligero calentamiento
(50 °C).

Por ofro lado y como esquema alterno (figura 40) de sintesis del compuesto 48, la D-
ribosa fue tetraacetilada mediante métodos convencionales utilizando anhidrido acético
como agente acilante y piridina para dar el compuesto 45 en buen rendimiento (96%). Bajo
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condiciones de Vorbriiggen, 45 proporcioné de manera regio y diasteroselectiva el

nucledsido beta 46 (89% de rendimiento). El compuesto 46 fue desprotegido con hidréxido
de amonio para dar el nucleésido 47 en 6% de rendimiento (figura 40). De esta manera,
los grupos 2-OH y 3-OH de 47 fueron protegidos con 2,2-dimetoxipropano para obtener el

furandsido 48 requerido en un 85% de rendimiento.

Ejemplo 1. Obtencion de 2,3-O-isopropiliden-D-ribofuranésido (42).

A una solucién de 5 g (33.30 mmol) de D-ribosa en acetona (19 mL) se le adicionaron 0.05
mL de HCI al 35%. La solucién fue refluida por 12 h y entonces se enfrié y neutralizd con
una solucién acuosa saturada de bicarbonato de sodio. La solucién acuosé se extrajo con
CH2Clz (3 x 50 mL). La fase organica se seco con Na>SQ4 anh. y se concentrd dando un
aceite incoloro que fue purificado por destilacion (110 °C, 0.5 mm Hg).

El espectro de RMN de 'H de 42 en CDCl; a 300 MHz, mostré la presencia de una mezcla
anomérica o/p en una proporcion 3:7. Para el anémero B, H-1 aparece como una sefial
sencilla en 5.43 ppm. Las sefales para H-2 y H-3 se muestran como una sefial doble en
481 y 4.54 ppm respectivamente con constantes de acoplamiento de Jz, s= 5.9 Hz.
Mientras que para el andmero aH-1 se encuentra en 5.28 ppm.como una sefial sencilla y
H-2 y H-3 se encuentran en 4.81y 4.48 ppm respectivamente. No se observd ninguna
sefial a frecuencias més altas por lo que el espectro de 'H esté de acuerdo con la forma
ciclica furanosa 42 que es la termodinamicamente favorable. La estructura asignada para
el compuesto 42 es apoyada por el espectro de 3C en donde no se observé sefial en la

region de grupos carbonilo que indicaria la presencia de una estructura abierta.

Ejemplo 2. Obtencién de 2,3-O-isopropiliden-1,5-diacetil-g-D-ribofuranésido (43).

A una solucién de 0.5 g (2.63 mmol) de 42 en piridina (5 mL) se le adicionaron 2 mL de
anhidrido acético (21.22 mmol) y la mezcla se agité a temperatura ambiente por 5 h. El
disolvente se evaporé a sequedad y el producto se purificé por cromatografia en columna
de silica gel utilizando una mezcla 8:1 Hexano/acetato de etilo para obtener 0.7 g (98%)
de 43 como un aceite incoloro.

El espectro de RMN de 'H de 43 en solucion de CDCls, mostré una sefial ddd en 3.97-4.01
( Jgem = 11.5 Hz, Jye = 6.6 Hz, ) que integra para dos protones y fue asignada a los

protones H-5, la sefial para H-4 deberia de ser una sefial compleja debido a los
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acoplamientos con los protones diasterotépicos H-5 y el protdn H-3; sin embargo, esta

sefial se encuentra traslapada en forma de un pseudotriple en 4.32 ppm con una
constante de acoplamiento vicinal de 6.6 Hz, por lo que se puede decir que el
acoplamiento con H-3 no es observado. Las sefiales para H-2 y H-3 presentaron
equivalencia magnética apareciendo como una sefial simple en 4.6 ppm y la sefial para el
protén del carbono anomérico fue identificada como una sefal sencilla en 6 ppm. El
espectro de ©°C fue asignado mediante una correlacion heteronuclear 'H-"3C utilizando la
secuencia de pulsos HETCOR; los que se obtuvieron fueron [os siguientes:

EM (m/z) 274 [M'], 215 [M*-59], 142 [M*-132], 127 [M*-147], 112 [M*-162], 99 [M*-175]
RMN 'H (300 MHz, CDCls) § 1.2, 1.4 (2s, 2Me-isopropilideno) 1.9, 1.96 (Me-acetilo), 3.97-
4.01 (dd, 2H, Jgem = 11.5 Hz, Juic = 6.6 Hz, H-5), 4.32 (pseudo-triplete, 1H, J = 6.6, H-4),
46 (s, 2H, H2, H-3), 6.1 (s, 1H, H-1). |

RMN °C (300 MHz, CDCls) § 21.0, 21.4 (Me-acetilo), 25.2, 26.8 (Me-isopropilideno), 64.31
(C-5), 81.8 (C-3), 85.3 (C-2), 85.6 (C-4), 102.3 (C-1), 113.3 (C-cuaternario), 169.5-170.4
(CO-acetilo).

Ejemplo 3. Obtencion de 5"-acetil-2°, 3"-O-isopropiliden-desoxitimidina (44).

A una solucién de timina (396 mg, 3.14 mmol) y hexametildisilazano (6 mL, 28.50 mmol)
se le adiciond cloruro de trimetilsilano (1 mL, 7.88 mmol) y la mezcla fue refluida toda la
noche. El exceso de hexametildisilazano se elimind al vacio y posteriormente se agregd
una solucion de 43 (0.86 g, 3.14 mmol) en 1, 2-dicloroetano seco (10 mL). A la solucion
resultante se le adicionaron 0.68 mL de triflurometansulfonato de trimetilsilo (3.77 mmol)
calentandose a continuacién a 60 °C durante toda la noche. Después de enfriar, se
adicionaron 20 mL de cloruro de metileno y la reaccién se lavé con una solucién acuosa
concentrada de bicarbonato de sodio (3 x 100 mL). Las fasés organicas se juntaron y
secaron con sulfato de sodio. El disolvente se evapord y el aceite obtenido se purifico por
cromatografia en columna utilizando una mezcla 7:3 hexano/cloruro de metileno para dar
54 mg (5%) de 44.

Los datos de RMN de 'H y "*C del compuesto 44 se muestran a continuacion:

IR (KBr) u cm™ 3173 (m), 2851 (m), 1689 (f), 1106 (d), 1086 (d).

EM (m/z) 341 [M*+1], 325 [M*-15], 215 [M*-99], 157 [M*-183], 127 [M*-213], 97 [M*-243]",
69 [M*- 271), 43 [M*- 297].
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RMN-'H (300 MHz, CDCls) & 1.40 (s, 3H, Me-O-isopropilidenc), 1.66 (s, 3H, Me-O-

isopropilideno), 1.91 (s, 3H, 5-Me), 2.15 (s, 3H, Me-acstilo), 4.04-4.24 (ddd, 2H, J = 5.5,
10. 8 Hz, H-5"), 4.24-4.63 (dd, 1H, J = 3.81, 8.6 Hz, H-2"), 4.86 (pseudo-triple, 1H, J = 4.2,
H-3%), 5.2 (ddd, 1H, J=3.9, 5.9, 10.58 Hz, H-4"), 5.73 (d, 1H, J=8.6, H1"), 7.1 (s, 1H, H-
6) 9.55 (sefal ancha, 1H, NH).

RMN-'3C (300 MHz, CDCls) 6 12.91 (5-Me), 21.3 (Me-acetilo), 26.7 (Me-O-isopropilideno),
28.0 (Me- O-isopropilideno), 67.51 (C-57), 66.23 (C-4"), 73.7 (C-37), 74.8 (C-2") 81.8 (C-17),
112.4 (C-5, C-cuaternario), 135.4 (C-6), 151.0 (C-4), 164.0 (C-2), 170.6 (CO-acetilo).

El espectro de RMN de 'H muestra la sefial caracteristica de los metilos del grupo
isopropilideno en 1.40 y 1.66 ppm mientras que el grupo acetilo se encuentra en 1.91 ppm.
Se observaron todas las sefiales caracteristicas de la ribosa y es de especial interés
puntualizar que la sefial para el H1” se identificé como una sefial doble en 5.73 ppm por su
acoplamiento con el H2 con una >J(H1", H2")= 8.6 que es caracteristico de nucledsidos en

su forma B con una conformacién C2"-endo™.

Ejemplo 4. Obtencién de 1,2,3,5-Tetraacetil-D-Ribosa (45). ‘

A una soluciéon de 5 g de D-ribosa en piridina (10 mL) se le adicionaron 30 mL de
anhidrido acético y se dejé en agitacion toda la noche a temperatura ambiente. La solucién
se concentro al vacio y el aceite resultante se disolvié en acetona y después de un tiempo
el producto cristalizé. Los cristales se lavaron con MeOH para dar 9.4 g (96%) de 45; pf 98
°C.

Ejemplo 5. Obtencion de 27, 3°, 5"-Triacetil-desoxitimidina (46).

A una solucién de timina (396 mg, 3.14 mmol) y hexametildisilazano (6 mL, 28.50 mmol)
se le adiciond cloruro de trimetilsilano (1 mL, 7.88 mmol) y la mezcla se puso en reflujo
toda la noche (figura 41). El exceso de hexametildisilazano se eliminé al vacio y al residuo
se le adiciond una solucién de 45 (1 g, 3.14 mmol) en 1,2-dicloroetano seco (10 mL). A la
solucién  resultante se le adicionaron 068 mL (3.77 mmol) de
trimetilsiltriflurometansulfonato y la solucion se calenté a 60 °C durante toda la noche.
Después de enfriar, se le adiciond cloruro de metileno (20 mL) y la reaccién se lavé con
una solucién acuosa concentrada de bicarbonato de sodio (3 x 100 mL). Las fases

organicas se juntaron y secaron con sulfato de sodio. El disolvente se removié al vacio y al
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aceite obtenido se le adicionaron 5 mL de acetato de etilo y hexano (50 mL). El precipitado

se filtr6 para dar 46 (1.07 g, 89%); pf 109-111°C.

El espectro de rmn de 'H muestra tres sefales sencillas en 1.86, 7.04 y 8.88 ppm que
fueron asignados a los protones 5-Me, H-6 y NH de Ia timina respectivamente, asi como la
presencia del protén anomérico a 5.98 ppm que presenta un acoplamiento con el protén
H-2" con una J= 9.7 Hz lo que confirma la presencia del estereoisémero f3. Los tres grupos

acilo son observados a 1.92, 1.98 y 2.16 ppm.

Ejemplo 6. Obtencion de 2°,3°,5", trihidroxi-desoxitimidina (47).

A 100 mg (0.261 mmol) de 46 se le adicionaron 5 mL de una solucién de NH4OH al 36% y
la mezcla se calenté a 60 °C durante toda la noche. El disolvente se evapor6 al vacio y el
producto se precipité con 1 mL de AcOEt y 10 mL de Hexano. El producto se filtré para dar
64.7 mg (96%) de 47; pf 120°C.

Los espectros de RMN de 'H y *C del compuesto 47 se muestran a continuacion:

IR (KBr) u cm™ 3401 (m, a), 2902 (m) 1701 (f), 1463 (m), 1044 (m), 883 (d), 600 (d).

EM ( m/z, int. Rel) 258 [M*], 155 [M*-103], 126 [M*-132], 112 [M"-146), 73 [M"-185], 60 [M"-
198], 43 [M™-215]. )

RMN-'H (300 MHz, MeOH-d4) & 1.87 (s, 3H, 5-Me), 3.71-3.86 (m, 4H, H-2", H-4", H-5),
4.18-4.19 (m, 1H, H-3"), 5.78 (d, 1H, J =9.49 Hz, H-1"), 7.51 (s, 1H, H-6).

RMN-'3C (300 MHz, MeOH-d,) 6 11.31 (5-Me), 65.67 (C-5), 67.13 (C-4"), 68.76 (C-2"),
71.85 (C-37) 80.53 (C-17), 110.80 (C-5), 137.29 (C-6), 152.14 (C-4), 165.28 (C-2).

En RMN de "H el metilo en posicién 5 fue identificado como una sefal sencilla en 1.87.
Las sefiales para los protones H-2", H-4", y los dos protones H-5" fueron traslapados en
una sefial multiple en la region de 3.71-3.86. La sefial para H1" se identifico como una
sefial doble en 5.78 ppm por su acoplamiento con el H2” con una 3J(H1, H2")= 9.5 Hz que

es caracteristico de nucle6sidos en su forma 8 con una conformacién C2’-endo.

Ejemplo 7. Obtencién de 2°,3"-O-isopropiliden-desoxitimidina (48).

A una solucién de 47 (500 mg, 1.93 mmol) disueltos en MeOH seco (6 mL), se le
adicionaron 20 mL de 2,2-dimetoxipropano y dos gotas de HCI. La solucién se agitd a
temperatura ambiente toda la noche, se filtré y el sélido remanente se lavé con MeOH. El
solido blanco obtenido se secd al vacio para abtener 48 (489 mg, 85%); pf 264°C.



10

15

20

25

30

31
Las figuras 42 y 43 muestran los espectros de 'H y "°C del compuesto 48. En el espectro

de 'H se apreciaron todas las sefiales esperadas, incluyendo las sefiales en 1.4y 1.8 que
corresponden a los metilos del grupo O-isopropilideno. Mediante un espectro HVIBC se
observd que los metilos del O-isopropilideno correlacionaron con la sefial en 110.7 ppm

mientras que el 5-Me correlacion6 con la sefial en 111.3 ppm (figura 44).

Il. Obtencion de nucleésidos de la serie desoxirribosa.

Sintesis de 3'-Azido-3 -desoxi-timidina (AZT). ,

El nucledsido AZT se sintetiz6 mediante la estrategia de sintesis reportada por Czernecki
(figura 45).

Una solucién de timidina en DMF se tratd con azodicarboxilato de diisopropilo (DIAD) en

54

presencia de ftrifenilfesfina y acido 4-metoxibenzoico por 20 minutos. La trasformacion
completa al derivado 2,3 -anhidro 49 se logré por la adiciéon de una segunda cantidad
equimolar de trifenilfosfina y DIAD. La ciclacion ocurrié después de agitar la mezcla de
reaccion por 40 min. El compuesto ciclico se precipité poniendo la mezcla de reaccidon en
éter etilico. Despues de filtrar y secar, el compuesto ciclico se obtuvo con buena pureza en
un 90% de rendimiento.

La apertura del derivado 2,3 -anhidro se logré de manera muy limpia con azida de sodio
en dimetil formamida a 125-130 °C en un rendimiento del 88% para dar el compuesto 50
sin rompimiento de la funcionalidad éster del grupo protector. Para la desproteccion del
grupo 5-éster se utilizé una reaccion de transesterificacién con metanol en presencia de
metdxido de sodio en el compuesto 50 sin previa purificacion. El 4-metoxibenzoato de
metilo formado se extrajo con éter etilico después de la adicion de agua. Las fases
acuosas fueron neutralizadas con amberlist H50 y el AZT se obtuvo en 90% de
rendimiento précticamente puro. Las figuras 46 y 47 muestran los espectros de RMN de

"H y '3C respectivamente del AZT.

Ejemplo 8. Obtencién de 2,3 -anhidro-3"-desoxi-5-O-(4-metoxibenzoil)-timidina (49).

A una solucién de timidina (3.63 g, 15 mmol) y PhsP (5.9 mg, 22.5 mmol) en DMF (30 mL),
se adiciond gota a gota una soluciéon de azodicarboxilato de diisopropilo (4.4 mL, 22.5
mmol) y acido 4-metoxibenzoico (3.42 g, 22.5 mmol) en DMF (15 mL). La mezcla se agitd

por 20 min. antes de volver a agregar otros 4.4 mL de azodicarboxilato de diisopropilo
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(22.5 mmol) y 5.9 mg de PhsP (22.5 mmol). Después de agitar por 40 min. adicionales, la

solucién se transfirié a un matraz que contenia 300 mL de éter etilico y la suspension
resultante se dejé reposar toda la noche a 0°C. Ei sélido blanco cristalino que se formd, se
filtr6 y lavé con éter para dar 4.9 g de 49 (90%); pf 262 °C.

Ejemplo 9. Obtencién de 3"-Azido-3"-desoxi-5"-0O-(4-metoxibenzoil)timidina (50).

Una solucién de 49 (2.0 g, 2.5 mmol) y azida de sodio (545 mg, 8.4 mmol) en DMF (30
mL), se calentdé a 130°C por 5 h. La solucién se virtié a un matraz que contenia una
solucién de HCI al 5% (4.1 mL, 2.5 mmol) y se agité por 10 min. La fase acuosa se extrajo
con AcOEt (3 x 50 mL) y los extractos organicos se lavaron con agua (3 x 100 mL) y con
una solucion saturada de NaCl (3 x 100 mL). Las fases organicas se juntaron y se secaron
con Na;SOg4.anh. La solucidn se concentrd y seco al vacio. Se obtuvieron 1.9 g (88%) de

un sélido blanco amorfo; con punto de descomposicidn de 165 °C.

Ejemplo 10. Obtencién de 3"-Azido-3"-deoxitimidina (AZT). |

A una solucion de 50 en MeOH seco (20 mL) se le adiciond una solucién de MeONa 1 M
en MeOH (5.75 mL, 1.15 equiv) y la mezcla se agitd toda la noche a temperatura
ambiente. Posteriormente se adicionaron 20 mL de H,0 y el MeOH se evapord al vacié. A
la solucion acuosa se le adiciond Amberlist H50 (5 x 2 g) y la mezcla se extrajo con éter
etilico (5 x 50 mL). Las fases organicas se juntaron y se dejaron evaporar hasta sequedad.
Los cristales obtenidos se lavaron con agua destilada (100 mL) y la fase acuosa se
evaporo al vacio. Se obtuvieron 1.0 g (90%) de AZT; pf 120°C.

lil. Sintesis de la porfirina.

Sintesis de 5 (p-aminofenil),10,15,20-trifenil-porfina (53) y sus complejos metélicos
54, 55y 56. |

La condensacion de pirrol y benzaldehido utilizando BF3 como catalizador y p-cloroanil
como agente oxidante, condujo al compuesto 50 en un 55% de rendimiento, el cual fue
regioselectivamente nitrado en posicién para respecto al macrociclo®, por reaccién con 17
equivalentes de acido nitrico fumante dando el compuesto mononitrado 52 en un 46% de
rendimiento. Cuando se aumento la cantidad de &cido nitrico fumante a 22 equivalentes se

obtuvo regio-especificamente el compuesto 52 en un 28% de rendimiento. La reduccion
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del grupo nitro se llevé a cabo con &cido clorhidrico y cloruro de estafo para dar la p-

aminofeniltrifenilporfirina 53 en un 94%, la cual fue facilmente metalada utilizando el
acetato de Zn, Ni o Cu para obtener los compuestos 54, 55 y 56 respectivamente (figura
37).

Ejemplo 11. Obtencién de 5, 10, 15, 20-meso-tetrafenil-porfina (50).

A una solucién de benzaldehido (1.52 mL, 15 mmol), y pirrol (1.04 mL, 15 mmol) en
CH.CI, seco (1000 mL) se le adicionaron 0.4 mL de etearato de BF; (solucién 2.5 M en
CH.Cl,) y se agité a temperatura ambiente por 1 h protegida de la luz. A la solucién roja
resultante se le adicion6 p-cloroanil (2.77 g, 11 mmol) y se calenté a 45 °C por 1 h. El
disolvente se evaporé a sequedad y el polvo oscuro resultante se lavé con MeOH (500
mL). El sélido purpura se purificé por cromatografia en columna sobre silica gel (eluyente

cloroformo) para dar 1.4 g de tetrafenilporfirina (65%).

Ejemplo 12. Obtencién de 5 (p-nitrofenil), 10, 15, 20-trifenil-porfina (52).

A una solucién de tetrafenilporfirina 50 (1 g, 1.63 mmol) en cloroformo (100 mL) se
adicion6 gota a gota acido nitrico fumante (1.06 mL, 17 mmol) a 0 °C. La solucién se agitd
a temperatura ambiente por 2 h tornandose verde oscura. Pasado este tiempo, se lavé con
H,O destilada (3 x 100 mL) y la fase organica se secd con sulfato de sodio y concentrd
hasta un volumen de 20 mL. Al matraz se le adicion6 una pequefia cantidad de silica gel
para reducir el volumen hasta sequedad. La nitrofeniltrifenilporfirina se purificé por
cromatografia en columna (eluyente cloroformo) para dar 0.54 g (46%) del producto

deseado.

Ejemplo 13. Obtencién de 5 (p-aminofenil), 10, 15, 20-trifenil-porfina (53).

A una solucion de nitrofeniltrifenilporfirina 52 (250 mg, 0.38 mmol) en HCI (10 mL) se
adiciond cloruro de estafio dihidratado (260 mg, 1.15 mmol) y la mezcla se agité a 65-70
°C por 2 h. Después de enfriar, se adicioné a la mezcla agua destilada (30 mL) e hidréxido
de amonio hasta un llegar a un pH de 8. La fase acuosa se extrajo con cloroformo (3 x 50
mL) y las fases organicas se juntaron y concentraron. E! producto se purificd por
cromatografia en columna con soporte de silica gel (eluyente hexano-CH,Cl, 7:3) para dar
248 mg (94%) de la aminofeniltrifenilporfirina.
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V. Sintesis de Porfirinil-nucleétidos neutros.

Acoplamiento nucledsido-porfirina a través de agentes fosforilantes del tipo
P(X’)(Y’)s, donde X’=O 6 par de electrones, Y’=Cl, OAr, N(CHs)..

Una vez llevada a cabo la sintesis del ribofurandsido, el AZT y la porfirina-NH,, se
sintetizaron los porfirinil-nucleétidos mediante el acoplamiento porfirina-nucledsido a través

de un agente fosforilante.

Ejemplo 14. Reaccion de 5 (p-aminofenil), 10, 15, 20-trifenilporfirina (53) con PCl;.

Se hizo reaccionar una solucién de un equivalente de la aminofeniltrifenilporfirina 53 en
THF y una solucién de un equivalente de PCls en el mismo disolvente utilizando como
base piridina obteniéndose la porfirina fosforilada 63 de la figura 31. Dicho compuesto
mostrd, a través del espectro de RMN de ¥'P, una sefial a 151 ppm que se encuentra
desplazada a frecuencias bajas comparadas con el desplazamiento esperado para un
sustrato de férmula CLPNR, (5P ~ 165 ppm). Adicionalmente en el espectro de *'P
acoplado la sefal se observa como un doble con una constante de acoplamiento de 2 o
=25.7 Hz.

Ejemplo 15. Reaccion del compuesto 63 con AZT.

La porfirina fosforilada 63 se hizo reaccionar in situ con un equivalente de AZT con la
finalidad de obtener el compuesto 64 (figura 32). El producto de esta adicidn fue analizado
por RMN de *'P mostrando en el espectro desacoplado dos sefiales muy cercanas en
139.81 y 139.68 ppm con una relacion 3.7 respectivamente. La presencia de estas dos
sefiales fue indicativa de un compuesto diastereomérico y efectivamente el compuesto 64
se puede presentar como una mezcla de diasteredmeros debido a la formacién de un

centro de quiralidad en el fésforo.

Ejemplo 16. Reaccion del compuesto 64 con metanol.

El compuesto 64 se hizo reaccionar a temperatura ambiente con un equivalente de
metanol; para evitar la hidrélisis del intermediario diastereomérico 64, se decidié entonces
adicionar metanol seguido de azufre elemental y se incrementd la temperatura de la
reaccion a 65 °C por un tiempo de 12 h, obteniéndose una mezcla diastereomérica de

tiofosforamidatos 74 a partir de 73 que es el compuesto de rearreglo con fdsforo
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tricoordinado. La mezcla de 74 mostrd en RMN de *'P dos sefiales muy préximas en 69.77

y 69.56 ppm en una proporcién 8:2 respectivamente. La sefial mas intensa se presentd
como una sefal pseudoquintuple con constantes de acoplamiento 7.4 y 17.4 Hz como se
muestran en la figura 33. ‘

En el espectro de RMN de 'H (figura 48) se observé un desplazamiento de casi 0.5 ppm
de los protones H-5" a frecuencias bajas respecto a su desplazamiento quimico en el AZT
libre, debido al efecto protector de la porfirina y a una posible interaccion por puente de
hidrégeno débil con el nitrégeno de la porfirina como se observa en la estructura 74a. El
espectro de °C (figura 49) mostré un acoplamiento entre el C-2 de la timina con el fésforo
(2J[P-C2] = 5.3 Hz), mientras que el acoplamiento de C-5" del azticar con el fésforo no fue
observado; sin embargo, debido a la presencia del fésforo,. este ultimo carbono fue
desplazado 1 ppm a frecuencias altas referente a su desplazamiento quimico en el AZT.
Las sefiales restantes del producto de la reaccidn permanecieron sin cambio aparente. El
espectro de IR mostré la presencia del grupo azida en 2100 cm™.

Adicionalmente, el compuesto 74 fue analizado por espectrometria de masas utilizando la
técnica FAB®. La espectrometria de masas arroj6 un ién molecular de 913.9876 que
corresponde al fragmento molecular [M*-43], el cual se atribuyé a la pérdida del grupo
azida en forma de acido hidrazdéico (HN3). De igual forma se identificd un idn fragmento de

m/z 896 que corresponde a la pérdida de Hx0 a partir del ion m/z = 913.

Ejemplo 17. Acoplamiento de los complejos metélicos 54, 55 y §6 con AZT.

Se sintetizaron los complejos metélicos 54, 55 y 56 de la porfirina 53 y su uso en la
formacion de pro-drogas anédlogas a 74. La secuencia de reacciones se muestra en la
figura 34, el acoplamiento de las metalo porfirinas y el AZT con PCl; se llevé a cabo bajo
las mismas condiciones de reaccion que para la obtencién de 74.

Los productos de cada reaccion mostraron ser semejantes a 74 en sus espectros de 'H
(figura 48), estando ausente la sefial en —2.7 ppm perteneciente a los NH pirrélicos, debido
a la coordinacion con el metal. En el caso del compuesto con Cu 77 las sefiales para la
porfirina fueron anchas debido al efecto paramagnético del metal. Como puede apreciarse
en la figura 48, al igual que en el caso del compuesto 74a, el desplazamiento quimico de
los protones H-5' en los compuestos 75, 76 y 77 fueron desplazados 0.5 ppm a

frecuencias bajas respecto a su desplazamiento quimico en el AZT. Adicionalmente, cada
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uno de estos protones tiene una multiplicidad doble en las pro-drogas correspondientes ya

que solo se observé el acoplamiento geminal y no con el fésforo o con el protén H-3'. Sin
embargo, para el caso del compuesto 75, el acoplamiento 2J(P-H5') fue encontrado en el
espectro de 3P acoplado y resultd ser de 6.6 Hz. Este acoplamiento es muy semejante al
encontrado para el compuesto 74a y fue indicativo de que la conformacién en los
compuestos 74a y 75 es la misma; es decir la conformacion en la cual el enlace P-N es
trans al enlace C2-0. Por ofra parte, los espectros de *'P desacoplados para 75, 76 y 77
mostraron respectivamente una sefial sencilla , indicativo de la presencia de un solo
esterecisdmero. Los espectros acoplados para los compuestos 76 y 77 mostraron una
sefial ancha para cada caso. Los espectros de "°C (figura 49) mostraron desplazamientos
quimicos semejantes a las sefiales encontradas en 74a. En el espectro de IR se encontrd
la sefial en 2100 cm™ perteneciente al grupo azida para todos los casos.

En la figura 50 se compara el i6n molecular esperado con el fragmento molecular
encontrado por la técnica de bombardeo atémico rapido (siglas en inglés FAB) para los
compuestos 75, 76 y 77. Como puede apreciarse, no se observéd el ién molecular en
ninguno de los casos; sin embargo, el pico mas abundante corresponde al fragmento [M'-
61] que proviene de la pérdida de HN3 seguida de la pérdida de H,0O, como se encontrd
también en el caso de 74. La figura 50 también resume la masa exacta calculada para el
fragmento [M*-61]. La desviacién esténdar de los valores calculados es de 0.0007 en

promedio lo cual soporta la caracterizacion de las estructuras propuestas.

Ejemplo 18. Sintesis de 5 (p-aminofenil), 10, 15, 20-trifenil-porfina Zn (I), 54; Ni (Il),
55; y Cu (l1), 56.

A 200 mg de aminofeniltrifenilporfirina en 20 mL de CH»Cl, se adicion6 una solucién de
400 mg del acetato correspondiente en metanol 20 mL. La solucién se agitd 12 h a
temperatura ambiente. La reaccién fue monitoreada por cromatografia en capa fina
utilizando una mezcla CH.Cl,:Hexano 7:3 como eluyente. Durante la evaporacion en el
rotavapor de la solucion de CH.Cl,, se fue adicionando gradualmente metanol. De la
solucién metandlica se obtuvo un precipitado rojo para el caso del compuesto de Cu y azul
para el compuesto de Zn que después de su purificaciéon por cromatografia en columna de
silica gel y utilizando una mezcla CH,Clx:Hexano 7:3 como eluyente se obtuvo la porfirina

coordinada en 90%-94% de rendimiento.
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Ejemplo 19. Sintesis de 5 (p-aminofenil), 10, 15, 20-trifenil-porfina Zn (11), 54.

Se sintetizé tal como se muestra en el gjemplo 18. Los datos espectroscdpicos se
muestran a continuacion:

IR (KBr) v cm™ 3698 (d), 3448 (f, a), 2924 (d), 1619 (m), 1352 (m), 1007 (a), 795 (d), 750
(m), 702 (m).

RMN-'H (300 MHz, CDCls) & 4.79 (ancha, 2H, amino), 6.90 (d, 2H, J= 8.1 Hz, aminofenilo),
7.72 (m, 9H, metalpara fenilos), 7.87 (d, 2H, J= 8.3 Hz, aminofenilo), 8.2 (m, 6H, orto
fenilos), 8.82 (m, 6H, B-pirrol), 9.0 (d, 2H, J= 4.83 Hz, B-pirrol).

FABMS (m/z) Calc. 693.1266; Enc. 693.1152.

Ejemplo 20. Sintesis de 5 (p-aminofenil), 10, 15, 20-trifenil-porfina Ni (ll), 55.

Se sintetiz6 de la misma forma que los compuestos de Zn y Cu solo que la solucion se
dejo refluir por 5 dias. Los datos espectroscopicos se muestran a continuacion:

IR (KBr) v cm™ 3782 (d), 3719 (d), 3446 (f, a), 3051 (m), 2861 (m), 1616 (m), 1352 (m),
1005 (m), 794 (m), 749 (m), 702 (m)

RMN-"H (300 MHz, CDCls) & 3.96 (s, 2H, amino) 6.97 (d, 2H, J= 8.06 Hz, aminofenilo),
7.69 (m, 9H, meta/pafa fenilos), 7.78 (d, 2H, J= 8.6 Hz, aminofenilo), 8.01 (m, 6H, orfo
fenilos), 8.75 (m, 6H, B-pirrol), 8.84 (d, 2H, J= 4.83 Hz, B-pirrol).

FABMS (m/z) Calc. 686. 4366; Enc. 686.4352.

Ejemplo 21. Sintesis de 5 (p-aminofenil), 10, 15, 20-trifenil-porfina Cu (ll), 56.

Se sintetiz6 tal como se muestra en el ejemplo 18. Los datos espectroscopicos se
muestran a continuacion:

IR (KBr) v em™ 3721 (d), 3447 (f, a), 3053 (d), 2920 (m), 1619 (m), 1346 (m), 1001 (f), 800
(m), 769 (m), 705 (m). '

RMN-H (300 MHz, CDCls) 6 3.76 (ancha, 2H, amino), 6.7 (ancha, 2H, aminofenilo), 7.5
(ancha, 11H, aminofenilo, metalpara fenilos), 8.22 (ancha, 14H, B-pirrol, orfo fenilos).
Como se observa, todas las sefiales fueron anchas y no fue posible observar en ninguna,
multiplicidad.

FABMS (m/z) Calc. 691.2926; Enc. 691.2187.
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Ejemplo 22. Procedimiento general para la sintesis de los compuestos 74-77 (figura

34).

A una solucion de PCls (0.1272 mmol) y piri'dina (0.1 mL) en THF seco (2 mL) se agregd
una solucion de la porfirina 53 o de las metalo porfirinas §4-56 (0.1272 mmol) en THF seco
(5 mL). La mezcla asi formada se dej6 en agitacion a temperatura ambiente bajo
atmésfera de nitrégeno durante 5 min., pasados los cuales se agregd una solucion de AZT
(0.1272 mmol) en THF (3 mL). La mezcla se agitd por 5 min. adicionales y posteriormente
se agregaron (0.1272 mmol) de azufre elemental, procediendo a calentar a 65°C por 12 h.
E| disolvente se eliminé bajo presién reducida y el residuo se agité en hexano por 15 min.

y se filtrd. El polvo se disolvié en CH2Cl, y se precipitd varias veces con hexano.

Ejemplo 23. Reaccién de acoplamiento de 63 con el furandsido 48.

Se describe la preparacién y caracterizacién de los porfirinil nucleétidos de la serie ribosa,
obtenidos en la reaccién del compuesto 63 con el furanésido 48.

Las reacciones realizadas se llevaron a cabo en una mezcla THF-piridina en una
proporcion 50:50. La secuencia de reacciones que conducen a la obtencién del porfirinil-
nucleétido 79 se presentan en la figura 35. La reaccién del compuesto 63 con el
furandsido 48 fue monitoreada por RMN de *'P. La desaparicion de la sefal en 151 ppm
perteneciente a 63 y la aparicion de una sefal sencilla en 139.44 ppm fue indicativa del
consumo total de la porfirina fosforilada y de la presencia de un solo esterecisémero. La
multiplicidad de esta sefial en el espectro acoplado es ddd, en forma de septeto debido al
translape parcial de este sistema, con constantes de acoplamiento J(P-H) 25.1, 13.8, 6.8
Hz. La configuracién sobre el atomo de fosforo en el intermediario 78 generado en la
reaccion, es tal que el enlace P-N es trans al enlace C2-O. Cuando se agregd un
equivalente de metanol al producto 78, no se observd cambio en el desplazamiento
quimico de la sefal en 139.44 ppm, 10 que es consistente con los experimentos realizados
con el AZT. Después de la reaccion estereoespecifica con azufre a 65°C por 5 h, el
producto se analiz6 en el crudo de reaccion, después de eliminar el disolvente al vacio, por
medio de la RMN de *'P, 'H y ™C. En la RMN de ¥'P se observé una sefial sencilla en
68.85 ppm que tiene una multiplicidad dt (seis sefiales) con constantes de acoplamiento
J(P-H) 34.7 y 10.7 Hz. La constante de acoplamiento mas grande se encuentra dentro del

rango esperado para un acoplamiento P-NH, mientras que el acoplamiento méas pequefio
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se debe al acoplamiento 3J(P-H) con los protones en posicion 5' ya que en compuestos

tetracoordinados de fésforo los acoplamientos vecinales J(PH) con los protones del anillo
son més cercanos. En el espectro de 'H, la integracion de la sefial doble en 5.62 ppm
perteneciente al protén anomérico del nucledsido y la sefial perteneciente a los protones
pirrélicos en —2.73 ppm de la porfirina, mostraron una relacién 1:2 respectivamente,
indicando que el compuesto 63 y 48 se acoplaron. Los protones H5' fueron protegidos
0.12 ppm a frecuencias bajas respecto a su desplazamiento quimico en el furanésido 48.
El espectro de RMN de "C mostré una sefial doble para C-5 debido a su acoplamiento
con el fésforo (J[P-C5]= 4.6 Hz) y se desplaz6 2 ppm a frecuencias altas respecto a su
desplazamiento quimico en el furanésido 48 indicando que el fésforo se encuentra unido al
oxigeno en posicién 5'.

El andlisis por espectrometria de masas mediante la técnica FAB, arroj6é un ién molecular
abundante en m/z 988.0632. La masa de este idn corresponde perfectamente bien con la
masa exacta calculada para el ion molecular m/z 988.0674. Estos resultados corroboraron

la estructura de 79.

Ejemplo 24. Reaccion de acoplamiento de 63 con los compuestos 54-56.

Siguiendo este mismo procedimiento, se ensayaron las reacciones con los complejos
metalicos 54-56 (figura 36). :

Los espectros de RMN de 'H (figura 51) y '°C (figura 52) para los derivados 80-82 son
semejantes a los del compuesto 79. Como puede apreciarse de |a figura 51, la RMN de 'H
de los derivados 80-82 no presentan la sefial para el NH de pirrol debido a la coordinacion
con el metal. La figura 52 resume algunos desplazamientos quimicos seleccionados de
13C para los compuestos 79-82. Como puede apreciarse, en el compuesto 79 el atomo de
fosforo presenta acoplamiento con los atomos de carbono C-4'y C-5' con valores de 4.6 y
9.6 Hz respectivamente. Para los compuestos 80-81, se pudo apreciar una sefial doble
para C-5' que es indicativo de que el atomo de fosforo se encuentra unido al oxigeno en
posicion 5'. En el compuesto 82 no se observd acoplamiento con C-5'. Los productos
obtenidos fueron analizados por espectrometria de masas utilizando la técnica FAB y fue

posible observar el idbn molecular en todos los casos como se resume en la figura 53.
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Ejemplo 25. Procedimiento general para la sintesis de los compuestos 79-82.

A una solucién de PCls (0.1272 mmol) y piridina (0.1 mL) en THF seco (2 mL) se agregd
una solucion de la porfirina 53 o de las metalo porfirinas 54-56 (0.1272 mmol) en THF seco
(5 mL) a temperatura ambiente y bajo atmésfera de nitrégeno. Después de 5 min. de
agitacion, se agrego una solucién del furanésido 48 (0.1272 mmol) en piridina seca (5 mL).
La mezcla se agité bajo atmdsfera de nitrégeno por 5 min. adicionales y después de
agregar azufre elemental (0.1272 mmol) se calentd a 65°C por 5 h. El disolvente se
elimind bajo presién reducida. El residuo se agité en hexano por 15 min. y se filtro. El

disolvente se evaporé y el sdlido resultante precipité varias veces de Hexano:CH.Cla.

V. Sintesis de porfirinas.

Sintesis de la porfirina 85 y sus derivados 86-89 (figura 38).

De la misma manera que se realizé la sintesis de las porfirinas 63 y sus complejos
metalicos 54-56 y 84, se realiz6 |a sintesis de las porfirinas 86-89 a partir de 85. Mientras
53-56 y 84 contienen un grupo amino en la periferia de la porfirina capaz de actuar como
un grupo donador en interacciones por puente de hidrégeno, las porfirinas 85-89 poseen
un enlace amidico que contiene ademas, un sitio aceptor de puentes de hidrégeno.

La introduccién de los derivados 85-89 en este estudio es de importancia debido a la
susceptibilidad del atomo de bromo a ser sustituido por un nucledfilo que facilitaria la
formacion intracelular de metabolitos activos, asi como también el conocimiento de que la
presencia de un haldégeno incrementa notablemente la actividad bioldgica de algunos
compuestos quimicos®!, un ejemplo de ello es el 5-flurouracilo que se utiliza en el
tratamiento de personas con cancer.

El complejo de coordinaciéon 84 fue sintetizado en un 98 % utilizando las mismas
condiciones de reaccidén que para la formacién de los compuestos 54-56. Una solucién
metanglica saturada de acetato de cobalto (il) se mezcld con una solucion de la porfirina
53 en cloruro de metileno, dejandose en agitacion durante 12 h (figura 38). Los
compuestos 85-89 fueron obtenidos a partir de la reaccion de la porfirina correspondiente
53-56 con 1.2 equivalentes de bromuro de bromoacetilo usando piridina como base en
THF. El progreso de la reaccion se siguidé por cromatografia en placa fina utilizando silica
gel como soporte. La figura 54 muestra los rendimientos aislados de los productos, todos

ellos fueron superiores al 86%, mientras que los tiempos de reaccion fluctuaron de 2.5 a 4
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h. Los compuestos 86-89 fueron también obtenidos a partir del compuesto 85 por reaccion

con una solucién metandlica saturada del acetato metalico correspondiente.

Los espectros RMN de 'H para los compuestos 85-89 son similares entre ellos, con la
diferencia de que la sefial en —2.73 ppm asignada a los protones NH pirrélicos en 85 esté
ausente en los compuestos 86-89 debido a la coordinacidn con el metal. Los protones o al
carbonilo se observaron a 4.14 ppm como una sefial sencillg, la presencia de los metales
no tiene ningun efecto sobre el desplazamiento quimico de esta sefial ya que todos ellas
presentaron la misma frecuencia. La correlacion de esta sefial con el pico a 29.7 ppm en el
espectro de dos dimensiones HETCOR permitid la asignacion de la senal de B¢ al
carbono a al carbonilo. El carbono carbonilico se encuentra desplazado aproximadamente
a 164 ppm. En 8.4 ppm se observd una sefial ancha que es intercambiable con deuterio y
fue asignada al NH amidico.

Ejemplo 26. Sintesis de 5 (p-aminofenil), 10, 15, 20-trifenil-porfina Co (Il) 84.

A 200 mg del compuesto 53 en 20 mL de CHxCl; se le adicionié una solucién de 400 mg
de acetato de cobalto (II) en 20 mL de metanol. La solucién se agité por 12 h a
temperatura ambiente. El curso de la reaccién se monitoreo por cromatografia en capa
fina utilizando una mezcla CHxClx:Hexano 7:3 como eluyente. El CH2Cl se evapord en el
rotavapor y al residuo se le agregd metanol. De la solucidn metandlica se obtuvo un
precipitado que después de su filtracién y purificacién por cromatografia en columna de
silica gel y utilizando una mezcla CH.Cl,:Hexano 7:3 como eluyente, se obtuvo la porfirina
84 en 90% de rendimiento. Debido al paramagnetismo de la muestra todas las sefiales en
RMN-"H fueron anchas y no fue posible observar en ninguna, multiplicidad. IR (KBr) v cm™
3421 (f, a), 2930 (m), 1625 (m), 1346 (m), 1001 (m), RMN-"H (CDCls, 400 MHz) 9.56-9.87
(a, 8H, pirral), 8.98-9.12 (a, 6H, orto), 7.33-8.56 (a, 13H, fenilo ‘sustituido, meta/para), 4.21
(a, 2H, NH) . FABMS m/z calc. 686.6798, enc. 687.6763.

Ejemplo 27. Procedimiento general para la sintesis de los compuestos 85-89.

Una solucién de 0.16 mmol de la porfirina correspondiente y 0.015 mL (0.19 mmol) de
piridina en THF anhidro (3 mL) se enfri6 a 0°C. Posteriormente se le adicioné una solucion
de 0.017 mL (0.19 mmol) de bromuro bromoacetilo en THF anhidro (2 mL) en un periodo

de 10 min. La solucién verde resultante se agité a temperatura ambiente por 3 h. La
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reaccion se detuvo con 5 mL de H,0 y el disolvente se removid bajo presién reducida. El

precipitado resultante se disolvié en CH.Cl, (50 mL) y se lavo con H,O destilada (5 x 25
mL). El extracto orgdnico se secd sobre Na,SO4 anhidro y concentré bajo presion
reducida. El crudo de la reaccién fue eluido en una columna cromatogréfica utilizando
silica gel como soporte, y una mezcla CH,Cl:MeOH (9:1) como eluyente, para obtener la

correspondiente amida analiticamente pura.

V1. Sintesis de porfirinil-dinucleétidos de AZT.

Ejemplo 28. Sintesis de la 5-hidroximetil-trifenilporfirina 93.

La sintesis de la porfirina sustituida con un alcohol (porfirina 93) en lugar de una amina se
realizd a través de la reduccion de la porfirina 92, que contiene como sustituyente un éster
aromatico, la cuél se muestra en la figura 24. La porfirina 92 se obtuvo por el método de
acoplamiento cruzado de tipo Adler y Longo® refluyendo un equivalente de 4-formil-
benzoato de metilo, 3 equivalentes de benzaldehido, y 4 equivalentes de pirrol en medio
acido®. De la reaccion se obtuvo una mezcla de porfirinas las cuales fueron separadas
por cromatografia en columna. En una de las fracciones poco polares se encontré la
porfirina 92 cuyos datos espectroscdpicos concordaron con los informados previamente®.
El rendimiento final del producto después de volverlo a pasar por columna cromatografica,
resultd ser del 7%. L.a porfirina 92 se redujo al alcohol 93 por reaccion con LiAlHs en 95%
de rendimiento (figura 24). El espectro de RMN de 'H, mostré una sefal sencilla que
integra para dos protones en 4.84 ppm que fue atribuida al grupo metileno, mientras que
para el grupo hidroxilo su sefial se desplazd a campo alto en 1.75 ppm apareciendo como
una sefial ancha que es intercambiable con deuterio tras la adicion de D,0. Las sefiales
en la region aromatica resultaron ser las esperadas para el compuesto 93. Por otro lado, la
resonancia magnética nuclear de "C para el grupo metileno fue asignada a la sefial que

aparecio en 65.27 ppm.

Ejemplo 29. Sintesis Ade 5-(4 -metoxicarbonilfenil)-10,15,20-trifenilporfirina 92%

A una mezcla de 4.10 g (25 mmol) de p-formilbenzoato de metilo, 7.62 mL (75 mmol) de
benzaldehido y 5.48 g (25 mmol) de Zn(OAc), en acido propidnico (500 mL) a 100°C, se
adiciond 6.94 mL (100 mmol) de pirrol durante 1 h bajo agitacién vigorosa. La solucién

negra resultante fue refluida por 4 h adicionales y después se enfri6 a temperatura
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ambiente. El disolvente se evapor¢ a presion reducida (0.5 mmHg, 80 °C) y el sélido

resultante se pasd por una columna cromatografica usando cloruro de metileno como
eluyente para eliminar los componentes polares. Se colectaron todas las fracciones y el
volumen se redujo a 100 mL y se adiciond piridina ( 2 mL) y un exceso de p-cloroanil (2, 3,
5, 6-tetraclorobenzoquinona) (2 g) a temperatura ambiente. La mezcla resultante se dejo
en reflujo durante 1 h y después de enfriar a temperatura ambiente, la solucion se filtro, se
extrajo con una solucién acuosa de HCI al 18% (3 x 100 mL) y se neutraliz6 con una
solucidn saturada de NaHCO3 (3 x 100 mL), se sec6 sobre Na;S04 anh. y se evapord para
dar 11.5 g de un sélido purpura. La segunda porfirina recuperada por cromatografia en
columna de silica gel (CH.Cl,) resulté ser la porfirina 92. Debido a que el compuesto no
estaba puro, se volvié a pasar por columna cromatografica tres veces (SiO2, CH2Cl2)
obteniendo 1.10 g de 92 (6.7% de rendimiento).

Ejemplo 30. Sintesis de 5-(4"-hidroximetilfenil)-10,15,20-trifenilporfirina 93.

A una solucién de 0.14 g (3.566 mmol) de LiAIH4 en THF seco (5 mL) a 0°C, se le adiciond
lentamente una solucion de 0.6 g (0.892 mmol) de la porfirina 92 en THF seco (5 mL). El
bafio de hielo se removié y la mezcla de reaccién se dejé agitando a temperatura
ambiente por 3 h. La reaccion se detuvo en un barfio de hielo por adicion de agua destilada
hasta que el LiAlH4 sin reaccionar se neutralizé. El crudo de reaccion se extrajo con CHCl3
y se lavd con agua destilada (3 x 100 mL). La fase orgénica se secé con Na;S0O4 anhidro y
se concentré a presion reducida. El solido resultante se purificé por cromatografia en silica
gel usando CH,Cl; corho eluyente para obtener 0.55 g (95% de rendimiento) de la porfirina
93.

Ejemplo 31. Reaccion de 93 con dos equivalentes de AZT.

El acoplamiento de 93 y AZT ocurrié mediante la secuencia de reacciones presentadas en
la figura 25. En primer término, la reaccién de un equivalente de 93 con un equivalente de
tricloruro de fésforo proporciond el derivado 94 el cudl fue identificado en el crudo de
reaccién por medio de RMN de 3P arrojando una serial sencilla en 178.4 ppm. La
estructura de 94 fue determinada por correlacion con un fosforodiclorhidrito derivado del p-

hidroxianisol obtenido anteriormente®®.
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La adicion de dos equivalentes de AZT al compuesto 94 proporciond el fosfito

intermediario 95 cuya resonancia magnéetica nuclear de 3P en el crudo de reaccion mostro
una sefial en 140.7 ppm. El compuesto 95 se estabilizd agitando la solucién con azufre
elemental durante 12 h a temperatura ambiente, para dar el compuesto 96 en un 85% de
rendimiento. Se sintetizé el analogo oxidado de 96 con oxigeno. Para ello se prepard de
nueva cuenta el intermediario 95 y se le adiciond 1.3 equivalentes de hidroperdxido de
terbutilo, la mezcla se agité a temperatura ambiente durante 12 h (figura 55). Como

producto de esta reaccidn se obtuvo el compuesto 97 en un 80% de rendimiento.

Ejemplo 32. Sintesis del compuesto 96 (figura 25).

A una solucién de 0.013 mL (0.1467 mmol) de PCl3 y piridina (0.1 mL) en THF seco (2 mL)
a temperatura ambiente y bajo atmésfera de nitrégeno se le agregd bajo agitacion una
solucion de 0.0945 g (0.1467 mmol) de la porfirina 92 en THF seco (5 mL). Después de 5
min., se agregd una solucion de 0.097¢ g (0.3668 mmol, 2 equiv.) de AZT en THF seco (3
mL). La mezcla se agitd bajo atmbsfera de nitrogeno por 5 min. adicionales. Después de
agregar azufre elemental (0.01g, 0.2934 mmol.), la mezcla se agitd a temperatura
ambiente por 12 h bajo atmdsfera de nitrégeno. El disolvente se removié bajo presion
reducida, el sélido obtenido se disolvid en CH2Clz y se lavd con agua destilada (3 x 50
mL). La fase organica se secd con Na,SO; anhidro y se concentré a sequedad. El
producto se purificd por cromatografia en columna de silica gel usando la siguiente
secuencia de disolventes como eluyente [Hexano-CH,ClL~(CH.Cl:MeOH 9:1)] para
obtener 0.15 g (85 % de rendimiento) de 96.

Ejemplo 33. Sintesis del compuesto 97 (figura 55).

Se prepar6 siguiendo el mismo procedimiento que para 96 utilizando 0.020 mL (0.176
mmol, 1.2 equiv.) de hidroperdxido de ferf-butilo como agente oxidante de fésforo. La
mezcla de reaccidn se agitd a temperatura ambiente por 12 h. Se obtuvieron 0.15 g (80 %
de rendimiento) de 97.

Ejemplo 34. Evidencias espectroscoépicas de los compuestos 96 y 97.
La estructura de los compuestos 96 y 97 se determinbé baséndose en sus espectros de

resonancia magnética nuclear de 'H, °C, ®'P, IR y espectrometria de masas de alta



10

15

20

25

30

resoluciéon. Ambos compuestos presentan e:;ectros de RMN de 'H muy similares. Uno de
los protones en posiciéon 5” del fragmento de AZT, se identificd como una sefial multiple en
3.73 ppm y 4.06 ppm para 96 y 97 respectivamente, mientras que el otro protén 5" se
traslapé con la sefial de los protones H-3" y H-4" en una sefal multiple en 4.14 y 4.39 ppm
para 96 y 97 respectivamente. La sefial para los protones del grupo metileno de la porfirina
resulté ser una sefial doble en ambos casos debido a su acoplamiento con el fésforo en
5.40 ppm (3Jp.y = 8.7 Hz). La sefial se desplazd 0.54 ppm a frecuencias altas respecto al
desplazamiento quimico de la porfirina de partida 93%. Cabe sefialar que la relacién de las
sefiales de la porfirina:AZT en ambos compuestos es de 1:2 en la integracion del espectro
de RMN de 'H.

Por otro lado, el espectro de RMN de *C de 96 y el de 97 mostré que la resonancia
atribuible a C5” del fragmento del AZT y CH; de la porfirina se desplazan a 6 y 5 ppm
respectivamente a frecuencias altas con respecto a las materias primas. Adicionalmente la
resonancia magnética nuclear de 3'P es como se espera, una sefial sencilla en 70.4 y 0.5
ppm para 96 y 97 respectivamente, mientras que en el espectro acoplado estas senales
aparecen como un septuplete con una constante de acoplamiento 3Jpy = 8.0 Hz. El
espectro de infrarrojo para ambos compuestos muestra una sefial intensa en 2100 cm™
atribuible a la frecuencia de estiramiento del grupo azida. Por otra parte, el analisis para 96
y 97 por espectrometria de masas de alta resolucién (FAB) muestra el ién molecular m/z
1239.2657 y 1223.1965 respectivamente.

Ejemplo 35. Reaccion de la porfirina 85 con AZT (figura 39).

En éste ejemplo se describe un método para la sintesis del porfirinilnucleésido 98 derivado
del AZT, bajo condicidnes mas suaves en menor tiempo y mayor rendimiento. La sintesis
de 98 ocurrid mediante una reaccion de tipo Williamson entre el compuesto 85 y AZT
utilizando como base carbonato de potasio en una solucion de DMF con agitacion a 40 °C
por 6 h. El rendimiento de esta reaccion fue del 95% después de la purificacion por
cromatografia en columna con soporte de silica gel.

El andlisis del producto obtenido por RMN de 'H, *C, IR y espectrometria de masas de
alta resolucion (FAB) es consistente con la estructura propuesta para el compuesto 98. En
RMN de 'H se identificaron todas las sefiales esperadas; contrario a lo que puede

esperarse |la resonancia para el grupo metileno alfa al carbonild fue identificada como una
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sefial sencilla en 4.14 ppm. La correlacién en dos dimensiones "°C-'H usando la

secuencia de pulsos HETCOR para 98, confirmé la asighacion hecha para este grupo
metileno. El espectro de infrarrojo mostré una sefial intensa en 2100 cm™ asignada a la
frecuencia de estiramiento para el grupo azida del fragmento de AZT. La estructura 98 fue
totalmente confirmada por la observacion del i6n molecular m/z 937.0239 en

espectrometria de masas de alta resolucion.

Ejemplo 36. Sintesis de 98.

A una solucién de 0.03 g (0.04 mmol) de 85 y 0.017 g (0.12 mmol, 3 equiv.) de K,COs en
DMF (3 mL) se adiciond 0.012 g (0.044 mmol. 1.1 equiv.) de AZT y la mezcla se calentd a
40 °C por 6 h. Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla se vertié sobre agua
destilada (50 mL) y se extrajo con cloroformo (3 x 20 mL). La fase orgdnica se lavo con
agua destilada (3 x 50 mL), se secd sobre Na;SO4 anhidro y se concentrd a sequedad. El
producto se purificé por cromatografia en columna utilizando silica gel como soporte y
CH:Cl; como eluyente hasta que todo el compuesto 85 sin reaccionar se recuperd. La
polaridad del eluyente se aumenté utilizando una mezcla CH2Clo:MeOH 9:1, obteniendo
0.036 g (95% de rendimiento) de 98 analiticamente puro.

Vi. Ensayos bioldgicos.

El principal objetivo en el desarrollo de una droga es encontrar una molécula adecuada
gue posea la actividad farmacoldgica deseada reduciendo al minimo la posibilidad de
efectos colaterales o secundarios; es por ello que la evaluacion de la actividad
farmacoldgica 6 efectividad de la droga es relacionada con el efecto bioldgico que esta
provoca in vitro 6 in vivo, tal como la inhibicién selectiva de la sintesis de DNA en células
con cancer y células infectadas con virus propuesta para los compuestos sintetizados en
el presente trabajo. En este sentido, la efectividad de los Porfirinil-nucledtidos neutros se
determind por la cantidad de DNA que ellos inhibieron expresada como el porcentaje de
inhibicion. Si el porcentaje de inhibicion es alto, la efectividad de la droga es buena y seria

un buen candidato para su uso terapéutico.
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Ejemplo 37. Fluorescencia.

La localizacion celular de los compuestos probados fue evaluada mediante microscopia de
fluorescencia-confocal aprovechando las caracteristicas fluorescentes de las porfirinas.
Para este estudio se utilizaron células tumorales B16 de piel de ratén debido a su facilidad
de cultivo y adherencia a portaobjetos, lo que facilita el proceso de obtencién de
imagenes. Para ello fue necesario marcar las células con el colorante Sytox que tifie
exclusivamente los ntcleos celulares dando una coloracion verde, a diferencia de las
porfirinas cuya fluorescencia emitida es roja. La incidencia de ambos colores en la misma
regién celular proporciona una coloracién amarilla.

Las células de melanoma B16 de ratén se obtuvieron de la coleccidén de cultivo tipo
americano (MDCK, CCL34). Las células entre 60 y 90" pases se crecieron a 36.5 °C en
botellas de plastico (Costar 3151, Cambridge, MA) con una atmésfera de 95% aire, 5%
CO; (Stericult 200, Forma Scientific, Marrieta, OH) y 20 mL of Dulbeccao’s modified Eagle’s
basal medium (DMEM; D1152 Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) con penicilina (100
IU/ml; Eli Lilly, México) y 10% de suero fetal bovino (Gibco BRL, 10371-029, Grand Island,
NY). Las células se recolectaron con tripsina-EDTA (In Vitro, México) y se esparcieron
sobre portaobjetos (1x10° cells/cm?).

Las células esparcidas sobre portaobjetos se incubaron por 12 h con 20 uM de las
correspondientes porfirinas, se lavaron en PBS y se fijaron en p-formaldehido al 2% por 30
min. a 4 °C. Las monocapas se tifieron por 20 min. a 4 °C con una solucién 1 uM del
colorante Sytox (S-720, Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) y se lavaron 5 veces
con PBS y agua destilada y filtrada. Las monocapas sobre los portaobjetos se montaron
con el reactivo antidecolorante "Vectashield" (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA).
La fluorescencia de las monocapas se examind usando un microscopio confocal (MRC-

600, Bio-Rad) con un laser de Kriptén-argén.

Ejemplo 38, Determinacién de la cantidad de DNA en cultivos celulares.

La determinacion de la cantidad de DNA presente en un cultivo celular pudo ser obtenida
por el método normalizado desarrollado por Leyva y Burton®. Esta técnica se basa en la
separacion de DNA de los nucleos celulares y su cuantificacion colorimétrica con
difenilamina. Para estandarizar la técnica se midié la absorbancia de diferentes alicuotas

de DNA estandar de ternera en presencia de difenilamina (croméforo). La cantidad de
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DNA presente en cada alicuota fue determinada mediante la formula empirica ugDNA =

absorbancia X 0.05 X factor de dilucion. El factor 0.05 es una constante universal utilizada
para DNA de doble cadena. Los datos de absorbancia se graficaron en funcién de la
cantidad en pg de DNA resultando una recta con coeficiente de correlacién de 0.99 (figura
56).

Ejemplo 39. Determinacion del porcentaje de inhibicién.

El porcentaje de inhibicién se determiné mediante el método de incorporacion de timidina-
®H, el cual se basa en el siguiente fundamento. Las células se crecen en un medio de
cultivo adecuado, posteriormente se agregan los compuestos candidatos a drogas.
Después de un tiempo, se agrega timidina->H. Los compuestos que inhibieron en mayor
proporcion la replicacién de DNA incorporaran menos timidina-*H que aquellos que
inhibieron en menor proporcion. El DNA se hidroliza con &cido perclérico; la cantidad de
nucledtidos presentes en una alicuota de DNA hidrolizado se determina mediante la
absorbancia de la muestra en presencia de difenilamina. Por otro lado, la cantidad de
timidina->H incorporada se determina en un contador de radiaciones B que son emitidas en
la desintegracion de *T — 2D por lo que las cuentas obtenidas son expresadas en
unidades DPM (desintegraciones por minuto). La cantidad de DNA determinada por el
método de la difenilamina y las cuentas de radiaciones B se ajustan a la relacion DPM/ug
de DNA mediante una regla de tres. Con estos datos se obtiene el porcentaje de eficiencia
de incorporacion de timidina->H mediante la ecuacién 1, mientras que el porcentaje de

inhibicion o eficiencia de la droga se obtiene mediante la ecuacién 2,

Yeeficiencia = DPMeompuesto X100 [1]
DPMecontrol
Y%inhibicion =100 — Yeeficiencia 2]

Las células de melanoma B16 de ratén se crecieron a semiconfluencia en cajas P-15 con
2 mL de “Dulbecco’s medium eagle modified” con 10 % de suero fetal bovino. Las células
se lavaron 2 veces con PBS (buffer salino de fosfatos) y los derivados de porfirina se

colocaron en una concentracién de 20 uM en DMSO durante 12 horas. Las células se
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lavaron 2 veces con PBS y se agregd a cada una de las cajas 1.5 mL de medio de cultivo

con. timidina-tritio (1.5 mCi/mL). Las células se incubaron durante 4 horas y se lavaron 2
veces con 2 mL de PBS y después se desprendieron con 500 pL de tripsina; éstas fueron
empaquetadas con la ayuda de una centrifuga eppendorf a 5000 rpm durante 5 minutos, la
pastilla se lavé con 1 mL de PBS. Enseguida, esta pastilla se incub6 con 200 pl de acido
perclérico 0.4 M y 15 ul de PBS con 0.1 % de suero fetal bovino a —=20 °C por una hora.
Posteriormente se centrifugaron a 5000 rpm durante 2 minutos, y se realiz6 una hidrolisis
con 250 pl de acido perclérico 1 M. Cada una de las muestras se sonicd (tres pulsos de
30 segundos) y se incubaron durante 30 minutos a 70 °C. Después de centrifugar las
muestras a 3000 rpm (revoluciones por minuto) durante dos minutos, se tomaron 200 pL
de cada una de ellas mas 200 pL del cromégeno y se incubaron por 18 horas. Se tomaron
300 pL de cada una de estas muestras y se sacd su absorbancia a 600 nm.
Posteriormente se colocaron 200 ul. de cada una de las muestras en viales que contenian
liquido de centelleo y se cuantificd la incorporacién de timidina->H .

Para preparar el cromogeno, se disolvieron 1.5 g de difenilamina en 100 mL de acido
acético glacial y 1.5 mL de acido sulfurico (solucion A). Por otro lado se disolvieron 0.5 mL
de acetaldehido en 25 mL de agua (solucion B). Se colocaron 0.1 mL de la solucién B por

cada 20 mL de la solucién A.

Ejemplo 40. Ensayos biolégicos con los compuestos 74, 75, 79 y 80.

A. Fluorescencia (localizacién celular).

Para todos los compuestos estudiados las pruebas se hicieron en concentraciones de 20
uM a diferentes tiempos de incubacion. De estos estudios cinéticos, se obtuvo un tiempo
optimo de 12 h para obtener la maxima concentracion de fluorescencia intracelular. Las
imagenes presentadas en la figura 57 muestran la fluorescencia para las células control
tefiidas con Sytox y células incubadas con el compuesto 74, 75, 79, y 80, todos ellos
arrojaron resultados similares. La fluorescencia puntual fue predominantemente
perinuclear con trazas de concentracion que parecen ser adyacentes a la membrana
nuclear. Las imagenes de fluorescencia para los compuestos 74 y 79 mostraron que entre

96-98% de las células lograron acumular estos compuestos en el citoplasma, mientras que
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el porcentaje de incorporacion para los compuestos coordinados a zinc 75 y 80 indicaron

que sélo el 80% de las células lograron acumular estos compuestos en el citoplasma.

B. Incorporacién de Timidina-*H (porcentaje de inhibicién).

La figura 58 muestra los resultados de los ensayos de inhibicion en la replicacion de DNA
en presencia de los compuestos 74, 75, 79 y 80. El AZT inhibi6 el crecimiento de DNA; la
inhibicién se presentd en un 23.5%. Todos los Porfirinil-nucledtidos neutros (74, 75, 79 y
80) inhibieron el crecimiento de DNA mas que el AZT, siendo el compuesto 74 el mas
activo con un porcentaje de inhibicion de 41.77% (figura 58). Los Porfirinil-nucledtidos
neutros presentaron una actividad significativa y mayor que AZT y se encontré que la
porfirina 53 fue el compuesto mas activo en este estudio.

Como puede observarse de los estudios de inhibicion del crecimiento del DNA de células
tumorales de ratdn, los porfirinil-nucleétidos son mejores como drogas anticancerigenas.
Inesperadamente se encontrd que la porfirina 63 inhibe por si sola el crecimiento del DNA

tumoral con un doble de eficiencia que el AZT.

Ejemplo 41. Actividad biolégica de las porfirinas 53-56, 84 y 85-89.

Se muestran las propiedades inhibitorias de DNA en células tumorales B16 de melanoma
de ratén de las porfirinas 53 y sus complejos metalicos 54-56 y 84, asi como de las
porfirinas 85-89.

A. Fluorescencia (localizacién celular).

Los ensayos bioldgicos de las porfirinas 53, 54-56, y 84-89 se llevaron a cabo mediante
microscopia de fluorescencia-confocal para determinar su localizacién celular. Para ello
fue necesario marcar las células con el colorante Sytox que tifie exclusivamente los
nucleos dando una coloracién verde a diferencia de las porfirinas cuya fluorescencia
emitida es roja. La incidencia de ambos colores en la misma regién celular proporciona
una coloracién amarilla. En la figura 59 se muestran las imagenes de fluorescencia para
los compuestos con menor y mayor actividad inhibitoria de DNA en células tumorales
(compuesto 53 y compuesto 86 respectivamente) deducida en los experimentos de
incorporaciéon de timidina-tritio. Como puede apreciarse de las micrografias, la
acumulacién de la florescencia para ambos compuestos fue predominantemente
perinuclear, teniendo un area local adicional de concentracion adyacente a la membrana

nuclear (color amarillo) lo cual es indicativo de la incorporacién de ambas porfirinas al
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nucleo celular. La acumulacion de la porfirina 86 en el nucleo celular es aparentemente

mejor que la de la porfirina 53.

B. Incorporacién de Timidina-°H (porcentaje de inhibicién). ‘

Todos los derivados de porfirinas (a concentracion de 20 um) mostraron efecto inhibitorio
respecto al control, sobre la sintesis de DNA en células B16 de melanoma de ratdn. Esto
se observa por la cantidad de timidina-’H presente en la sintesis de &cidos nucleicos
(figura 60). El grado de inhibicién en la sintesis de DNA para cada compuesto, asi como la
geometria mas comun observada en los complejos de los metales se presenta en la figura
60. Para la serie de los derivados metalicos de 53, los de los metales de transicion 55, 56
y 84 son mas activos que el compuesto de Zinc 54. En las micrografias mostradas en la
figura 59, efectivamente se nota que las porfirina 86 derivada de 85 tiene mejor

penetracion al nlcleo celular que la porfirina 53.

Ejemplo 42. Actividad biolégica de los compuestos 96, 97 y 98.

A. Fluorescencia (localizacion celular).

Los ensayos de localizacion intracelular realizados con los compuestos 96, 97, y 98 se
presentan en la figura 61. A manera de comparacién, estos estudios fueron realizados
también con los compuestos 85 y 93 incubando células B16 (cancer de piel de ratén) por
12 h con los compuestos respectivos. La incorporacion de estos compuestos a la célula
fue determinada mediante microscopia de fluorescencia. Como puede apreciarse todos los
compuestos probados, en especial 96, 97 y 98 pueden incorporarse en altas
concentraciones en el citoplasma celular alrededor del ndcleo como lo muestran las
imagenes de fluorescencia (color rojo) respectivas. Estos resultados indican que la
presencia del nucledsido no afecta la incorporacion de la porfirina en la célula. Como es
notable de las iméagenes, todos los compuestos lograron incorporarse a los nucleos
celulares como lo muestra la presencia de color amarillo en ellos. Para confirmar si estos
compuestos realmente se habian incorporado al ndcleo celular y no estaban dando un
falso positivo, fue necesario observarlos longitudinalmente como se gjemplifica en las
imagenes €' y f, que son nucleos de células incubadas con los compuestos 93 y 98, los

cuales muestran claramente la presencia de estos compuestos en el nucleo.
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B. Incorporacion de Timidina-*H (porcentaje de inhibicion).

La figura 62 resume los resultados obtenidos en los estudios de la eficiencia de los
compuestos 96-97 en la inhibicidén de la replicacién de DNA de la linea celular B16 de
melanoma de ratén. Como es apreciable, el compuesto 97 resulté ser 5 veces mas
eficiente que el compuesto 98. El compuesto 96 resulté ser 4 veces mas activo que 98
pero menos activo que 97.

En resumen, la figura 63 hace una recopilacibn de la actividad biolégica de los
compuestos probados en los ensayos con timina tritiada. Los compuestos con mayor
efecto inhibitorio de la sintesis de DNA en células B16 de melanoma de raton son las
porfirinas 84, 86, el porfirinil-nucledtido 74, y el porfirinil-dinucledtido 97. Estos cinco
compuestos inhibieron la replicacién de DNA en una proporcién igual o mayor al 40%.
Otros compuestos tales como 79, 80, 89 y 96 tuvieron una actividad antitumoral en un
rango de 30-40%. Los compuestos 74, 79, 80, 96 y 97 poseen estructuras de porfirinil-
nucledtidos neutros y representan el 62.5% de los compuestos con mayor actividad

biologica observada.
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Reivindicaciones.

1. Un porfirinil-nucléotido de férmula

i(\
A P\ /Z'
\0/ \ 0
O/Z

caracterizado porque Xes 0 6 S,

Z'esHGSZ,

A es una porfirina de férmula:

CH2~

donde M es H, Zn, Ni, Cu 6 Co,
Z es un andlogo de nucledsido de férmula:

donde Ry s un grupo azida (Ns), H, OH & O-isopropilideno con la condicién de que
cuando Ry es O-isopropilideno Ry es O-isopropilideno y viceversa,

Rz es H, OH & O-isopropilideno,

wes O, CH,, 6 S,

B es una pirimidina de férmula:
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donde R3 es H, CH3, C2H5, C3H7,é (CH3)2CH,
Rses H 6 SCgHs,

6 una purina de formula:

donde Rs es NHp, O, 6 Cl, y
Rses H, 6 NH..
El porfirinil-nucleétido de la reivindicacion 1 caracterizado porque Z' es H.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacion 2 caracterizado porque B es una pirimidina

de férmula

donde Rz es H, CHs, C2Hs, C3H7,0 (CHs).CH, y

R4 es H 6 SCeHs,

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacion 3 caracterizado porque w es O.

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacion 4 caracterizado porque Ry s un grupo
azida (Ns), R, es H, Rs es CHs, y Rges H.

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacion 5 caracterizado porque X es O.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacidn 5 caracterizado porque X es S.

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacion 6 a 7 caracterizado porque M es H.
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10.
1.

12.

13.
14.
18.
16.
17.

18.
19.

20.
21,

59 .
El porfirinil-nucleétido de la reivindicacion 2 caracterizado porque B es una purina de

férmula;

donde Rs es NHy, O, 6 Cl, y

Rses H, 6 NHa,

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacidn S caracterizado porque w es CHy,

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacion 10 caracterizado porque Ry es OH, Rz es
H, Rses NH,y Rges H.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacién 10 caracterizado porque Ry es OH, R es
H, Rses Cly Rg es H.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacién 11 a 12 caracterizado porque X es O.

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacién 11 a 12 caracterizado porque X es S.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacion 13 a 14 caracterizado porque M es H.

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacion 1 caracterizado porque Z’ es Z.

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacidon 16 caracterizado porque B es una

pirimidina de férmula:

R
HN 3

PR |
0 T R

donde Rz es H, CHs, C2Hs, CsHy7,6 (CHs).CH, y
R4 esHO SCsHs,
El porfirinil-nucleétido de la reivindicacion 17 caracterizado porque w es O.

4

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacion 18 caracterizado porque Ry €s un grupo
azida (Ns), Rz es H, R3es CHs, y Rs es H.
El porfirinil-nucleétido de la reivindicacion 19 caracterizado porque X es O.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacion 19 caracterizado porque X es S.
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22.
23.

24,
25.

26.

27.
28.
29.
30.
31.

32.
33.
34.
35.
36.

37.
38.
39.

60
El porfirinil-nucledtido de la reivindicacion 20 a 21 caracterizado porque M es H.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacion 16 caracterizado porque B es una purina

de férmula:
Rs
NZ l N\>
)\N "\‘

donde Rses NH,, O, 6 Cl, y

Rses H, 6 NH,.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacion 23 caracterizado porque w es CHy.

El porfirinil-nucleédtido de la reivindicacién 24 caracterizado porque Rq es OH, Rz es
H, Rses NHzy Rges H.

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacion 24 caracterizado porque R; es OH, Ry es
H, Rses Cly Rg es H.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacién 25 a 26 caracterizado porque X es O.

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacion 25 a 26 caracterizado porque X es S.

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacién 27 a 28 caracterizado porque M es H.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacién 3 caracterizado porque w es CHa.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacion 30 caracterizado porque Ry es Hy Rz es
OH. )

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacién 31 caracterizado porque X es O.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacion 31 caracterizado porque X es S.

E! porfirinil-nucleétido de la reivindicacién 32 a 33 caracterizado porque M es H.

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacién 17 caracterizado porque w es CH»

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacion 35 caracterizado porque R1 es Hy Ra es
OH. ’

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacién 36 caracterizado porque X es O.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacién 36 caracterizado porque X es S.

El porfirinil-nucledtido de Ia reivindicacién 37 a 38 caracterizado porque M es H.
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40.

41.

42.

43.

44,

61
Una composicién farmacéutica caracterizada porque comprende una cantidad

terapéuticamente efectiva del compuesto de la reivindicacién 1 a 39 en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. |

El uso del compuesto de la reivindicacién 1 a 39 como agente antiviral y antitumoral.
El uso del compuesto de la reivindicacion 1 a 39 para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de enfermedades virales.

El uso del compuesto de la reivindicacién 1 a 39 para la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de cancer.

Un porfirinil-nucléotido de formula

(0]

Y x N e
\/ 1|
/ o N Ry
9]
\CH

2 0

R R,

caracterizado porque Xes 0 6 S,

R: es un grupb azida (Ns), H, OH 6 O-isopropilideno con la condicién de que
cuando R; es O-isopropilideno R, es O-isopropilideno y viceversa,

Rz es H, OH 6 O-isopropilideno,

Rs es H, CHs, C;Hs, CgH7,6 (CHa3)2CH,

Rses H 6 SCeHs, y

Y es una porfirina de férmula:
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45.
46.

47.

48.
49.
50.
51.
52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62
donde M es H, Zn, Ni, Cu 6 Co.

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacion 44 caracterizado porque X es S.

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacion 45 caracterizado porque R; es CHzy Ry es
H.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacién 46 caracterizado porque Ry es un grupo
azida (N3) y Rz es H.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacién 47 caracterizado porque M es H.

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacion 47 caracterizado porque M es Zn.

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacién 47 caracterizado porque M es Ni.

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacion 47 caracterizado porque M es Cu.

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacion 46 caracterizado porque R; es O-
isopropilidenc y Rz es O-isopropilideno.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacién 52 caracterizado porque M es H.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacién 52 caracterizado porque M es Zn.

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacion 52 caracterizado porque M es Ni.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacion 52 caracterizado porque M es Cu.

Una composicion farmacéutica caracterizada porque comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva del compuesto de la reivindicacion 44 a 56 en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

El uso del compuesto de la reivindicacion 44 a 56 como agente antiviral y
antitumoral.

El uso del compuesto de la reivindicacion 44 a 56 para la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento de enfermedades virales.

El uso del compuesto de la reivindicacién 44 a 56 para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de cancer.

Un porfirinil-nucléotido de férmula
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caracterizado porque M es H, Zn, Ni, Cu 6 Co, y

Z es un andlogo de nucledsido de formula:

N

CHa
W.

R4 Ro

donde Ry es un grupo azida (Ns), H, OH & O-isopropilideno con la condicién de que

cuando R, es O-isopropilideno R es O-isopropilideno y viceversa,

Rz es H, OH & O-isopropilideno,
wes O, CHy, 6 S,
B es una pirimidina de férmula:

donde R3 es H, CH3, C2H5, C3H7,() (CHa)gCH,
R4 esHo SCsHs,

6 una purina de férmula:
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62.

63.
64.

65.
66.
67.

68.
69.
70.
7.

72.

64
donde Rses NHz, O, 6 Cl, y

Rses H, 6 NH;
El porfirinil-nucledtido de la reivindicacién 61 caracterizado porque B es una

pirimidina de férmula:

donde Rz es H, CHs, C;Hs, CsH7,6 (CH3).CH, y

R;es H 6 SCeHs,

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacion 62 caracterizado porque w es O.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacion 63 caracterizado porque Ry es un grupo
azida (N3), Rz es H, Rz es CHs, y Rg es H.

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacién 64 caracterizado porque M es H.

El porfirinil-nucledtido de |a reivindicacion 62 caracterizado porque w es CHo,

El porfirinil-nucleétido de la reivindicaciéon 66 caracterizado porque Ry es Hy R; es
OH.

El porfirinil-nucleétido de |a reivindicacion 67 caracterizado porque X es O.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacion 67 caracterizado porque X es S.

El porfirinil-nucleétido de Ia reivindicacion 68 a 69 caracterizado porque M es H.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacién 61 caracterizado porque B es una purina

de férmula;
Rs5

NF | N\>
/K N
Re N \
donde Rses NH,, O, 6 Cl, y

RseS H, 0 NHQ,

; :
El porfirinil-nucleétido de la reivindicacioén 71 caracterizado porque w es CHa,
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73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

81.

82.

83.
84.
85.
86.
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El porfirinil-nucleétido de la reivindicacién 72 caracterizado porque Ry es OH, Rz es

H, Rs es NH, y Rg es H.

El porfirinil-nucledtido de la reivindicacion 72 caracterizado porque Ry es OH, Ra es
H, Rses Cly Rses H.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacién 73 a 74 caracterizado porque X es O.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacion 73 a 74 caracterizado porque X es S.

El porfirinil-nucleétido de la reivindicacion 75 a 76 caracterizado porque M es H.
Una composicion farmacéutica caracterizada porque comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva del compuesto de la reivindicacién 61 a 77 en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

El uso del compuesto de la reivindicacién 61 a 77 como agente antiviral y
antitumoral. |

El uso del compuesto de la reivindicacion 61 a 77 para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de enfermedades virales.

El uso del compuesto de la reivindicacion 61 a 77 para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de cancer.

Una porfirina de formula:

caracterizada porque:

Rz es H 6 CO-CHz-Br,

RsesH,y

M es H, Zn, Ni, Cu 6 Co.

La porfirina de la reivindicacion 82, caracterizada porque Rg es H.
La porfirina de la reivindicacion 83, caracterizada porque Ry es H
La porfirina de la reivindicacién 84 caracterizada porque M es H.

La porfirina de la reivindicacion 84 caracterizada porque M es Zn.
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80.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.

9r7.

98.

99.

100.
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La porfirina de la reivindicacion 84 caracterizada porque M es Ni.

La porfirina de la reivindicacién 84 caracterizada porque M es Cu.

La porfirina de la reivindicacidn 84 caracterizada porque M es Co.

La porfirina de la reivindicacion 83, caracterizada porque ‘R7 es CO-CHz-Br.

La porfirina de la reivindicacién 90 caracterizada porque M es H.

La porfirina de |a reivindicacion 90 caracterizada porque M es Zn.

La porfirina de la reivindicacién 90 caracterizada porque M es Ni.

La porfirina de la reivindicacion €0 caracterizada porque Mes Cu.

La porfirina de la reivindicacién 90 caracterizada porque M es Co.

Una composicién farmacéutica caracterizada porque ‘comprende una cantidad
terapéuticamenté efectiva del compuesto de la reivindicacion 82 a 85 en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

El uso del compuesto de la reivindicacién 82 a 95 como agente antiviral y
antitumoral.

El uso del cohpuesto de la reivindicacion 82 a 95 para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de enfermedades virales.

El uso del compuesto de la reivindicacién 82 a 95 para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de cancer.

Un método para la obtencion de los porfirinil-nucledtidos de la reivindicacion 1,
caracterizado porque comprende los pasos de: |

a) Hacer reaccionar 4-formil-benzoato de metilo, benzaldehido y pirrol mediante

acoplamiento, obteniéndose el compuesto de férmula:

b) Reducir el compuesto obtenido en el inciso a) con LiAlH4 para obtener el

compuesto de férmula:
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A—0OH
donde M es H en la porfirina A.
Hacer reaccionar el compuesto de férmula A-OH con fricloruro de fosforo para

obtener el compuesto de formula:
Cl

"
\, N

donde M es H en la porfirina A.
Hacer reaccionar el compuesto obtenido en el inciso ¢) con uno o dos

equivalentes del nucledsido de formula:

HO
\CH2
w

Ry Ry

para obtener el compuesto de férmula:

Z

o

A
P
\0 - \O/Z.

donde M es H en la porfirina A.
Hacer reaccionar el compuesto obtenido en el inciso d) con azufre elemental o

hidroperdxido de terbutilo para obtener el compuesto de formula:
< :
A I

\ _— P.\O/Z

o] \ '

5 __—Z

donde M es H en la porfirina A.
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108.

109.
110.

111.

112.
113.
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f)  Hacer reaccionar el compuesto obtenido en el inciso €) con AcOM obtenieéndose

los porfirinil-nucledtidos de la reivindicacién 1.
El método de la reivindicacion 100 caracterizado porque Z' es H.
El método de la reivindicaciéon 101 caracterizado porque B es una pirimidina de

férmula

donde R; es H, CH3, CoHs, CsH7,6 (CH3)2CH, y Rses H 6 SCqHs,

El método de la reivindicacién 102 caracterizado porque w es O.

El método de la reivindicacién 103 caracterizado porque Ry es un grupo azida (Ns),
R2es H, R3 es CH3, y Rges H.

El método de la reivindicacion 104 caracterizado porque X es O.

El método de la reivindicacion 104 caracterizado porque X es S.

El método de la reivindicacion 105 a 106 caracterizado pbrque Mes H.

El método de la reivindicaciéon 101 caracterizado porque B es una purina de férmula:
Rs
q :
/L)I >
X N
Rg N \
donde Rses NH,, O, 6 Cl, y
Rs es H, 6 NH2_

El método de Ia reivindicacién 108 caracterizado porque w es CHa,

El método de la reivindicacién 109 caracterizado porque Ry es OH, Rz es H, Rs es
NH2y Rs es H.

El método de la reivindicacién 109 caracterizado porque Ry es OH, Roes H, Rses Cl
y Rs es H.

El método de la reivindicacién 110 a 111 caracterizado porque X es O.

El método de la reivindicacion 110 a 111 caracterizado porque X es S.
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124.

125.
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El método de la reivindicacién 112 a 113 caracterizado porque M es H.

El método de la reivindicacién 100 caracterizado porque Z' es Z.
El método de la reivindicacion 115 caracterizado porque B es una pirimidina de

féormula:

donde Rz es H, CHs, CzHs, CsH7,6 (CH3).CH, y

Rses H 6 SCsHs, _

El método de la reivindicacién 116 caracterizado porque w es O.

El método de la reivindicacién 117 caracterizado porque Ry es un grupo azida (Ns),
Roes H, Rzes CHs, y Rges H.

El método de la reivindicacién 118 caracterizado porque X es O.

El método de la reivindicacién 118 caracterizado porque X es S.

El método de la reivindicacion 119 a 120 caracterizado porque M es H.

El método de la reivindicacién 115 caracterizado porque B es una purina de férmula:
Rs
N
)N\/E/L \>
A
N
Re N \
donde Rs es NH,, O, 6 Cl, y
Reses H, 6 NH,,

El método de la reivindicacién 122 caracterizado porque w es CHa,

El método de la reivindicacion 123 caracterizado porque Ry es OH, Ro es H, Rs es
NH; y Re es H.

El método de la reivindicacién 123 caracterizado porque Ry es OH, Ry es H, Rs es Cl
y Rs es H.

El método de la reivindicacién 124 a 125 caracterizado porque X es O.

El método de la reivindicacion 124 a 125 caracterizado porque X es S.



10

15

20

25

30

128.
129.
130.
131.
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
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El método de la reivindicacion 126 a 127 caracterizado porque M es H.

EIAmétodo de la reivindicacion 102 caracterizado porque w es CH,

El método de la reivindicacion 129 caracterizado porque Ry es Hy Ry es OH.
El método de la feivindicacién 130 caracterizado porque X es O.

El método de la reivindicacién 130 caracterizado porque X es S.

El método de Ia reivindicacion 131 a 132 caracterizado porque M es H.

El método de la reivindicacion 116 caracterizado porque w es CHa

El método de la reivindicacion 134 caracterizado porque Ry es Hy Ry es OH.
El método de la reivindicacion 135 caracterizado porque X es O.

El método de la reivindicacion 135 caracterizado porque X es S.

El método de la reivindicacion 136 a 137 caracterizado porque M es H.

Un método para la obtencion de los porfirinil-nucleodtidos de la reivindicacion 44,

~ caracterizado porque comprende los pasos de:

a) Someter a condiciones reductoras el compuesto de formula:

para obtener el compuesto de formula:
Y—H
donde M es H en la porfirina Y.
b) Hacer reaccionar el compuesto obtenido en el inciso a) con el nucledsido de

formula
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con un reactivo fosforilante de estructura RY’P(X)CIz donde R es

tetrafenilporfirina, y Y’ es NH para obtener el compuesto de formula:

(0]
. T NI I Rs
P— OJ\N R
(0]
\
CHy
R4 R2

donde M es H en la porfirina Y.
c) Hacer reaccionar el compuesto obtenido en el inciso b) con azufre elemental o

hidroperdxido de terbutilo para obtener el compuestc de formula:

0
Y x N &
\/ J_ |
/ o N R4
0
\CH

2 0

R R,

donde M es H en la porfirina Y.
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d) Hacer reaccionar el compuesto obtenido en el inciso ¢) con AcOM obteniéndose

los porfirinil-nucledtidos de la reivindicacion 44.
El método de la reivindicacion 139 caracterizado porque X es S.
El método de la reivindicacién 140 caracterizado porque Rz es CHay R4 es H.
El método de la reivindicacion 141 caracterizado porque R es un grupo azida (Na) y
Rz es H.
El método de la reivindicacién 142 caracterizado porque M es H.
El método de la reivindicacién 142 caracterizado porque M es Zn.
El método de la reivindicacién 142 caracterizado porque M es Ni.
El método de la reivindicacién 142 caracterizado porque M es Cu.
El método de la reivindicacion 141 caracterizado porque Ry es O-isopropilideno y Rz
es O-isopropilideno.
El método de la reivindicacion 147 caracterizado porque M es H.
El método de la reivindicacién 147 caracterizado porque M es Zn.
El método de la reivindicacion 147 caracterizado porque M es Ni.
El método de la reivindicacién 147 caracterizado porque M es Cu.
Un método para la obtencién de las porfirinas de la reivindicacion 82, caracterizado
porque comprende los pasos de:
a) Hacer reaccionar con una solucién metandlica saturada de AcOM, el compuesto
de férmula:
Y—H

donde M es H en la porfirina Y, para obtener el compuesto de formula:

donde R7esHy
Mes Zn, Ni, Cu 6 Co.
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153.

154.
155.
156.

73 :
b) Hacer reaccionar el compuesto obtenido en el inciso a) con BrCH,COBr para

obtener el compuesto de formula:

donde Ry es —CO-CHz-Br, y
M es Zn, Ni, Cu 6 Co.
obteniéndose las porfirinas de la reivindicacion 82.
Un método para la obtencion de las porfirinas de la reivindicacion 82, caracterizado
porque comprende los pasos de:
a) Hacer reaccionar con BrCH2COBr, el compuesto de férmula:
Y—H

para obtener el compuesto de férmula:

donde R7 es —CO-CHy-Br, y
Mes H.

b) Hacer reaccionar el compuesto obtenido en el inciso a) con una solucidn
metandlica saturada de AcOM obteniéndose las porfirinas de la reivindicacién
82.

El método de la reivindicacion 152 a 153 caracterizado porque Rg es H.

El método de la reivindicacion 154, caracterizado porque Ry es H

El método de la reivindicacion 155 caracterizado porque M es H.
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157. El método de la reivindicacion 155 caracterizado porque M es Zn.

158. El método de la reivindicacién 155 caracterizado porque M es Ni.

159. El método de la reivindicacion 155 caracterizado porque M es Cu.

160. El método de la reivindicacién 155 caracterizado porque M es Co.

161. El método de la reivindicacion 154, caracterizado porque Ry es CO-CHx-Br.

162. El método de la reivindicacién 161 caracterizado porque M es H.

163. El método de la reivindicacion 161 caracterizado porque M es Zn.

164. El método de la reivindicacién 161 caracterizado porque‘M es Ni.

165. El método de la reivindicacién 161 caracterizado porque M es Cu.

166. El método de la reivindicacién 161 caracterizado porque M es Co.

167. Un método para la obtencion de los porfirinil-nucleétidos de la reivindicacion 61,
caracterizado porque comprende los pasos de:

a) Hacer reaccionar la porfirina de formula:

N/R7
\R8 |
donde R7 es ~CO-CH2-Br, y M es H.
con un nucleodsido de formula;
B
HO
\CH2
w
R4 R

para obtener el compuesto de formula:
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168.

169.
170.

171.
172.
173.
174.
175.
176.
177.

donde M es H.

b) Hacer reaccionar el compuesto obtenido en el inciso a) con AcOM obteniéndose
los porfirinil-nucleétidos de la reivindicacién 61.

El método de la reivindicacién 167 caracterizado porque B es una pirimidina de

férmula;

donde Rz es H, CHs, C2Hs, C3H7,6 (CH3)2.CH, vy

Rses H 6 SCeHs,

El método de la reivindicacion 168 caracterizado porque w es O.

El método de la reivindicacién 169 caracterizado porque R; es un grupo azida (Ns),
R, es H, Rz es CHsz, y Ry es H.

El método de la reivindicacion 170 caracterizado porque M es H.

El método de la reivindicacién 168 caracterizado porque w es CHa.

El método de la reivindicacion 172 caracterizado porque Ry es Hy Rp es OH.
El método de la reivindicacion 173 caracterizado porque X es O.

El método de la reivindicacién 173 caracterizado porque X es S.

El método de la reivindicacién 174 a 175 caracterizado porque M es H.

El método de la reivindicacién 167 caracterizado porque B es una purina de férmula:
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178.
179.

180.

181.

182.
183.

donde Rs es NH,, O, 6 Cl, y

Rses H, 6 NH,.

El método de la reivindicacién 177 caracterizado porque w es CH».

El método de la reivindicacion 178 caracterizado porque Ry es OH, Ry es H, Rs es
NH2 y Rs es H.

El método de la reivindicacién 178 caracterizado porque Ry es OH, Rz es H, Rs es Cl
y Rges H.

El método de la reivindicacion 179 a 180 caracterizado pdrque Xes O.

El método de la reivindicacion 179 a 180 caracterizado porque X es S.

El método de la reivindicacion 181 a 182 caracterizado porque M es H.
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Resumen.

La invencion describe porfirinil-nucleétidos neutros como pro-drogas que permiten
transportar de manera selectiva nucledsidos con actividad terapéutica a células tumorales
6 infectadas por virus. Los porfirinil-nucledtidos contienen puentes de fosfato,
fosforamidato o tiofosfato que permiten unir una o varias moléculas idénticas del analogo
de nucledsido de interés o bien una combinacién de distintas moléculas de nucledsidos.
Asi mismo la invencién proporciona porfirinas novedosas con actividad antitumoral y/o
antiviral que pueden utilizarse tanto en terapia fotodinamica bor si solas, o bien como

acarreadores de analogos de nucleosidos para la formacion de pro-drogas.
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lon 6n lon Desviacion
Compuesto | molecular | fragmento | fragmento estandar
calculado | calculado | encontrado
75 1020.3804 | 959.3372 | 959.3369 0.0003
76 1013.6904 | 952.6472 | 952.6467 0.0005
17 1018.5464 | 957.5032 | 957.5018 0.0014
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. . % de 0 s
Porfirina Geo?}f{;gjl fon incorporacién de L dezlg hll?nlcmn
timidina-"H (20 uM)

Control _ 100.00 0.00
53 NH; _ 92.94 7.06
54 Zn Pi 93.47 6.53
55 Ni cupl, oc 76.69 23.31
56 Cu cupl 88.10 11.90
84 Co cupl, pi, oc 56.64 43.36
85 NHCOCH2Br . 84.81 15.19
86 Zn pi 46.93 53.07
87 Ni cupl, oc 88.84 11.16
88 Cu cupl 89.20 10.80
89 Co cupl, pi, oc 65.91 34.09
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% de incorporacion de

% de inhibicion (20 pM)

Compuesto timidina-"H
03 93.29 6.1
o6 66.72 33.28
o7 59.99 40.71
98 91,62 8.38

FIGURA 62




Compuesto 7 de INCOrPOraeion A€ | o, de inhibicién (20 M)

AZT 76.50 23 50

53 50.86 28.1

54 Zn 93.47 6.53

55 Ni 76.69 23 31
56 Cu 88.10 11.90
74 58.23 BT 0

75 Zn 72.92 27.08
79 68.37 | 31.63

80 Zn 67.39 326

84 Co 56.64 4336
85 NHCOCH,Br 84.81 15.19
86Zn 46.93 53.07
87 Ni 88.84 11.16

88 Cu 89.20 10.80
89 Co 65.91 34.09
93 93.29 . &7

96 66.72 - 33.28

o7 59.29 40.71

98 91.62 8.38
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