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Resumen

RESUMEN

Una biotoxina de origen cianobacteriano de relevancia toxicoldgica es la anatoxina-a,
esta puede ser producida por cianotoxinas tanto de agua dulce como salobre. En
condiciones ambientales especificas, dichos organismos de tamafio microscopico tiene la
capacidad de reproducirse de forma intensa, dando paso a fendmenos conocidos como
floraciones o blooms cianobacterianos, derivando en la produccion de esta potente
neurotoxina en concentraciones elevadas. Existen numerosos reportes de eventos de
intoxicacion humana, asi como de numerosas muertes de ganado, animales domésticos y
salvajes, acontecidos en cuerpos de agua dulce contaminados con esta potente
neurotoxina.

Esta investigacion esta orientado a generar por sintesis quimica anatoxina-a
derivatizada como potencial hapteno para la generacion de anticuerpos de mayor afinidad
y especificidad que aquéllos de disponibilidad comercial, que permitan, por consiguiente,
implementar métodos inmunoanaliticos de mayor sensibilidad para esta biotoxina. Esta
investigacion se elabord bajo la hipdtesis que la derivatizacidon quimica de la anatoxina-a
incrementa la posibilidad de obtener anticuerpos monoclonales con mayor afinidad por la
biotoxina, en escala subnanomolar.

Para alcanzar los objetivos marcados en esta investigacion, se partio de la experiencia
generada por nuestro grupo de investigacidon hacia la sintesis de este tipo de toxinas. Por lo
gue el presente trabajo agrupa las transformaciones sintéticas para acceder a la
(*)-anatoxina-a, asi como su proceso de derivatizacién con el reactivo de Sanger y
finalmente la obtencién de un analogo estructural capaz de mimetizar a la biotoxina
derivatizada, que eventualmente pudiera conducir a la obtenciéon de anticuerpos con

elevada afinidad y alta especificidad hacia la misma.




Abstract

ABSTRACT

Anatoxin-a is a potent biotoxin of cyanobacterial origin, which is produced by both fresh
and brackish water cyanotoxins. Under specific environmental conditions, these
microscopic organisms have the capacity to reproduce in a massive way, giving way to
phenomena known as cyanobacterial blooms, releasing concentrations of anatoxina-a of
toxicological relevance. There are numerous reports of human poisoning events, as well as
numerous deaths of livestock, domestic and wild animals, occurred in fresh water bodies

contaminated with this powerful neurotoxin.

This research is aimed at obtaining by chemical synthesis anatoxin-a derivatized as a
potential hapten for the generation of antibodies of greater affinity and specificity than
those of commercial availability, and consequently could develop immuno-analysis
methods of greater sensitivity for this cyanotoxin. This research was carried out under the
hypothesis that the chemical derivatization of anatoxin-a increases the possibility of
obtaining monoclonal antibodies with greater affinity for biotoxin, on a subnanomolar

scale.

To achieve the objectives set in this research, we started from the experience generated by
our research group towards the synthesis of this type of toxins. So the present project
groups the synthetic transformations to access the (+) anatoxin a, as well as its
derivatization process with the Sanger reagent and finally obtaining a structural analog
capable of mimicking the derivatized biotoxin, which could eventually lead to the

production of antibodies with high affinity and high specificity towards it.




Introduccion

1. INTRODUCCION

Las biotoxinas son un amplio grupo de sustancias quimicas de origen biolégico, de tipo
no infeccioso, producidas como metabolitos secundarios por la mayoria de los organismos
vivos.! Representan un riesgo potencial para humanos y animales cuando estan contenidas
en alimentos, agua o piensos, lo que deriva en relevantes pérdidas econdmicas en la
ganaderia, agricultura y en el sector acuicola, lo que pude repercutir de manera severa en
la sanidad del agua destinada al consumo humano. Las toxinas de origen bioldgico mas
relevantes debido a su toxicidad y prevalencia destacan las generadas como metabolitos
secundarios por las cianobacterias.

Estos organismos procariotas, aérobicos, foto autdtrofas fueron inicialmente
clasificados como algas debido a producen clorofila y/u otros pigmentos bioldgicos. Las
cianobacterias estan consideradas dentro de los organismos mas antiguos presentes en
nuestro planeta, su ascendencia se remonta a 3500 millones de afios;? son organismos muy
versatiles, capaces de proliferar en ambientes tanto terrestres como acudticos, su presencia
ha sido reportada en entornos extremos del planeta; como los polos articos y desiertos.3En
presencia de condiciones ambientales favorables, las cianobacteria son capaces de
reproducirse de manera exacerbada, dando lugar a eclosiones repentinas, conocidas en la
literatura cientifica como floraciones masivas de algas. Estos afloramientos o blooms
cianobacterianos, se presentan con elevada frecuencia y mayor intensidad en la actualidad
debido al calentamiento global y a la eutrofizacién de los recursos hidricos consecuencia de
la actividad humana.* No obstante, se han registrado floraciones cianobacterianas
altamente patdgenas en determinados lagos alpinos, con aguas de caracter oligotréfico
que presentan bajo contenido de nutrientes.”

Las cianobacterias poseen un metabolismo secundario muy activo, se han identificado
hasta 300 compuestos bioactivos, de los cuales, de la mayoria se desconoce su funciéon. De
estos metabolitos secundarios, las cianotoxinas debido a su importancia toxicolégica han

recibido la mayor parte de la atencidon por diversos grupos de investigacion.
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Las cianotoxinas poseen estructuras quimicas diversas, donde se agrupan alcaloides,
péptidos ciclicos 0 aminoacidos no proteicos. Las cianotoxinas por el dafio que ocasionan o
el érgano diana que afectan en animales y humanos se clasifican en tres grandes grupos:
neurotoxinas, hepatoxinas y dermotoxinas.®

La presencia de estas biotoxinas en cuerpos de agua destinados al abastecimiento
publico, areas recreativas y uso agroindustrial, representan un riesgo sanitario potencial. En
paises desarrollados como Canadd, EUA, Nueva Zelanda, Australia e ltalia, entre otros,
destinan anualmente millones de dodlares para tratar los recursos hidricos de
abastecimiento de agua potable y/o uso recreativo por presencia de cianobacterias.” La
cantidad de naciones donde se ha registrado la presencia de cianobacterias, y por ende de
cianotoxinas, es cada vez mayor. De los casos mds notables, donde se han presentado
intoxicaciones agudas o decesos, se tienen registrados en paises como Portugal, Australia,
China y Brasil. Por citar alguno de ellos, en Brasil, se documentaron 2 casos de intoxicacion
humana masiva por cianotoxina. En el primero, una cianotoxina hepatica generada por
Anabaena y Microcystis, desencadeno una epidemia gastrointestinal donde 2,392 personas
resultaron intoxicadas, lo que derivd, en la muerte de 88 personas luego de ingerir agua que
contenia esta toxina. El segundo evento, donde se suscitaron fatalidades humanas por
Microcystis se presentd en la ciudad de Caruaru a mediados de los 90’s, cuando pacientes
con afecciones renales presentaron una intoxicacion via venosa mientras se sometian a un
tratamiento de hemodialisis.®

En México, la mayoria de las masa de agua dulce se encuentran eutrofizados, algunos
en condicion extrema, que favorecen la formacién de florecimientos algales nocivos (FAN).
En los ultimos afios, se han documentado eventos de FAN en diversos estados de la
republica principalmente en aquellos ubicados en el centro del pais, como Michoacan,
Guanajuato, Querétaro, San Luis Potosiy el Estado de México, entre otros, en periodos que
han coincidido con veranos muy calurosos. Las principales especies de cianobacterias
reportadas en dichos eventos corresponden a los géneros de Anabaena, Anabaenopsis,
Cylindrospermopsis, Lyngbya, Microcystis, Nodularia, Phormidium, Planktothrix y

Pseudanabaena. Si bien es cierto, que se han identificado y documentado la presencia de
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diversas especies en los eventos de FAN en el pais, la identificacion de cianotoxinas
asociadas con tales florecimientos, es escasa o nula en la mayoria de los casos. Los eventos
mejor documentados son los ocurridos en el sistema hidrolégico del rio Cutzamala en el
2007 y el del lago de Patzcuaro Michoacdn en el 2011, en donde se encontraron valores de
microcistinas-LR y cilindrospermopsina, respectivamente, superiores a los recomendados
por la OMS para cuerpos de agua destinados al consumo humano y uso recreativo.®

En lo general, en los paises latinoamericanos incluido México, las investigaciones
dirigidas a la deteccidn de cianotoxinas, por el riesgo potencial que estas representan, son
escasas y se precisa al respecto, orientar investigaciones en este rubro, sobre todo en
regiones donde ya se han documentado muertes masivas de fauna silvestre, que
probablemente tengan un origen cianotéxico.*?

Del grupo de las cianotoxinas, tres de ellas destacan por su frecuencia de aparicion en
los afloramientos cianobacterianos nocivos, la cilindrospermopsina, las microcistinas y la
anatoxina-a (figura 1).** En lo particular, dentro de este grupo, la anatoxina-a es una de las
cianotoxinas de mayor ocurrencia en agua dulce destinada al consumo humano, lo que
unido a criterios toxicoldgicos y epidemioldgicos ha llevado a la US Environmental
Protection Agency (USEPA) a considerarla como un contaminante prioritario, promoviendo
estudios adicionales que permitan evaluar los riesgos y establecer regulaciones y

directrices.1?

ZT

O
S CHj

Anatoxina-a

’?W

Rq
MC-LR Leu (L) Arg (R)
MC-RR  Arg (R) Arg (R) HN
MC-YR T Al
G
Rz
cilindrospermopsina Microcistina - LR

Figura 1. Estructuras de las cianotoxinas de mayor ocurrencia.
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1.1 Anatoxina-a

La anatoxina-a (2-acetil-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-eno) estructuralmente conformada
por una amina biciclica secundaria y un resto lateral metilcarbonilico a-p insaturado, es una
molécula de bajo peso molecular(165.12g/mol), con un pka de 9.36, razén por la que, en los
cuerpos de agua que esta presente, normalmente tienen un pH entre 6-9, la molécula

protonada de la biotoxina es la forma predominante (Figura 2).

H
H.
No §

CHs

\

Figura 2. Molécula de anatoxina-a protonada.

La antoxina-a presenta dos centros asimétricos en C(1) y C(6), pero sdlo el enantiomero
(+)-anatoxina-a ha sido encontrado en fuentes naturales, y ademas tambien se ha reportado
gue éste enantiomero presenta hasta 150 veces mayor potencia toxicoldogica que el
enantiomero levégiro. La molécula de la anatoxina-a presenta isomeria cis-trans asociada
al libre giro en torno al enlace sencillo C(2)-C(10), presentando igualdad de poblacién de

ambos isdmeros en disolucidn a temperatura ambiente (Figura 3).13

a) s-trans b) s-cis
Figura 3. Isémeros conformacionales, a) s-trans y b) s-cis de anatoxina-a.
Las principales especies de cianobacterias productoras de anatoxina-a son las
pertenecientes a los géneros Anabaena, Planktothrix, Oscillatoria, Microcystis,
Aphanizomenon y Cylindrosperum.** Los valores de anatoxina-a en aguas superficiales es
baja, entre 0.1y 10 pg/L. No obstante, debido a que la anatoxina-a es una endotoxina, estos
valores se incrementan cuando las poblaciones de cianobacterias envejecen y mueren,
condicidn que coincide hacia el final de los veranos calientes, en los meses de octubre y

noviembre.?®
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Las rutas de exposicion con mayor trascendencia para los humanos y la fauna a la
anatoxina-a son por medio de agua con presencia de esta biotoxina, ya sea por ingesta
voluntaria (agua potable de origen superficial) o accidental (actividades recreativas y
deportivas). Un riesgo de exposicidon que se ha presentado recientemente, es el consumo
de pescado y ostras desarrollados en masas de aguas afectadas por cianobacterias y por el
consumo de suplementos alimenticios a base de algas, principalmente de Spirulina que,
aungue esta no ha sido reportada como productora de anatoxina-a, en el momento de la
seleccion muy a menudo es confundida con el género Arthrospira potencial productora de
esta potente neurotoxina.'®’

El primer evento corroborado de envenenamiento con anatoxina-a se presentd en
Canada en la década de los 60’s, cuando provocod el deceso de ganado bovino, y en ese
momento, debido a su elevado poder toxico, se le llamo VFDF (Factor de muerte muy
rdpida), debido a que después de ser administrada al ser aplicada intraperitonealmente en
ratones, estos perecian en un lapso de tiempo menor a 5 minutos. Se ha determinado su
potencia neurotdxica via intraperitoneal en ratones (250 pg/kg), y esto es debido a que es
un agonista del neurotransmisor acetilcolina, la anatoxina-a, se une al receptor nicotinico
de acetilcolina y al no ser degradada por la enzima acetilcolinesterasa, bloque el canal de
sodio y evita la relajacion muscular, provocando sobre estimulacién derivando en
convulsiones, paralisis y por ultimo la muerte por paro cardiaco (Figura 4).*®

Existen registro de numerosos eventos de mortandad de animales domésticos, ganado
y fauna salvaje que consumieron agua que contenian anatoxina-a, en las cuales se han
llegado a encontrar concentraciones mayores a 1mg/L, concentraciones que son 100 veces
mayores a las que recomiendan diversas instituciones oficiales.’® Un evento reportado en
Canada, hacia Julio de 2018, registrd la muerte de 3 perros que después de estar cerca del
rio Saint John, presentaron sintomas caracteristicos al envenenamiento con anatoxina-a,
vomitos, convulsiones y finalmente muerte por paro cardiorrespiratorio, lo que
posteriormente se confirmo tras el andlisis forense en el Consejo Nacional de Investigacion
de dicho pais.?® En diversas zonas del planeta, la presencia de anatoxina-a en

concentraciones de relevancia para la salud publica es recurrente y se repite cada afio. No
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obstante que no se cuenta con registros de fatalidades humanas, se conocen casos de
cuadros clinicos incapacitantes graves con el riesgo potencial de intoxicacion letal en
poblaciones cuya principal fuente de abastecimiento de agua potable son masas de agua

superficiales con problemas de eutrofizacién.?!
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Figura 4. Mecanismo de union de la anatoxina-a al receptor nicotico de acetilcolina

(recuperada de Osswald et al., 2007).
1.2 Estabilidad de la anatoxina-a

Los primeros en estudios de la estabilidad de la anatoxina-a fueron realizados por
Stevens y Krieger (1991), con el fin de comprender cdmo esta potente biotoxina seria capaz
de degradarse. Se conocen cuatro vias naturales de desintegracion de esta biotoxina:
dilucién, la adsorcion, la fotélisis y la descomposicién no fotoquimica. Las primeras
investigaciones concluyeron que la anatoxina-a es degrada facilmente, especialmente en la
luz solar y por efecto de un pH alto. Dependiendo de las condiciones, ésta cianotoxina
puede ser parcial o totalmente convertida por degradacion en sus metabolitos no téxicos:
dihidroanatoxina-a y epoxianatoxina-a (Figura 5). En este mismo estudio también los
autores concluyeron que, la anatoxina-a en su forma libre presentaba una de vida media

de menos de 24 hrs.??
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Figura 5. Productos de degradacidn de anatoxina-a

Sin embargo, trabajos posteriores indicaron que el tiempo de vida media de Ia
descomposicién de la biotoxina en valores de pH 8-10 en condiciones de fotoperiodo
natural es de aproximadamente 14 dias, otros estudios, reportaron estabilidad de la
biotoxina en muestras mantenidas en la oscuridad a pH 6 durante 4 meses.

Dada la variabilidad de los resultados encontrados en las diversas investigaciones
acerca de la estabilidad de anatoxina-a, el grupo de Kaminski retomé el tema evaluando los
efectos producidos en la estabilidad por varios factores como pH, temperatura y luz.
Encontrando que la estabilidad de la anatoxina-a es dependientes del pH. A valores de pH
acidos en periodos de hasta 9 semanas la concentracion de ANTX-a solo disminuyd en un
3%; sin embargo, a pH neutros y alcalinos disminuyd la concentraciéon de manera gradual a
63% y 52% del valor inicial.?

Por otro lado, se han realizado investigaciones a nivel laboratorio orientadas al
tratamiento de agua con presencia de anatoxina-a y que se emplean para el consumo
humano. En éstas, a razén de degradar la cianotoxina, se utilizaron agentes oxidantes como
permanganato, Os, AOP, rayos UV, Cl;, NH, y ClO,. Los estudios concluyeron que, la
anatoxina-a es degradada de manera eficiente por permanganato, ozono y por procesos de
oxidacion avanzada (AOP), pero resistente a los tratamientos con cloro y derivados, asi
como también a la luz ultravioleta. Procesos estos ultimos, los mas utilizados en muchos

paises como tratamientos de eleccién en la potabilizacién del agua.?
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1.3 Métodos de deteccion de anatoxina-a

Debido a la inestabilidad de la anatoxina-a y de otras biotoxinas en diversos ambientes,
ademas de la dificultad de contar con estandares analiticos o materiales de referencia, y el
requerimiento de detectar concentraciones muy bajas de la cianotoxina, derivado de las
reglamentaciones impuestas por organismos internacionales debido a su toxicidad, el
analisis de estas toxinas representa un reto importante.?

Los métodos instrumentales de analisis, especialmente aquéllos basados en
procedimientos cromatograficos, gracias a la incorporacién de tecnologias mejoradas que
han impactado positivamente en sensibilidad, selectividad y reproducibilidad, han
abordado este reto con excelentes resultados. Ello ha conducido a que estos
procedimientos instrumentales, se elijan por organismos gobernativos como metodologias
de referencia para monitorear a estas biotoxinas.

Las metodologias cromatograficas mas empleadas para la deteccion de anatoxina-a son
la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) con detector de UV o FL, la cromatografia

de gases (GC) acoplada a espectrometria de masas (MS) o la HPLC-MS.2®
1.3.1 Derivatizacién quimica

A pesar de las excepcionales prestaciones analiticas que otorgan los novedosos
equipos cromatograficos, las biotoxinas y principalmente la anatoxina-a presenta dificultad
para ser analizada mediante estas técnicas debido a las caracteristicas estructurales
particulares de la molécula como su tamafio molecular pequefio, alta polaridad, ausencia
de grupos cromoéforos, estabilidad quimica y foto-térmica baja, entre otras. En este
contexto, la derivatizacién quimica del analito podria proporcionar caracteristicas que
contrarresten aquéllas que afectan la estabilidad de la molécula y, ademds proporcionen
elementos que coadyuven a mejorar la sensibilidad para detectar a la toxina por la
incorporacion de elementos que aporten propiedades de fluorescencia y/o incrementen su

tamarno molecular.
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En la siguiente tabla se mencionan algunas metodologias empleadas en la
determinacién de anatoxina-a, donde se emplea la derivatizacion de la cianotoxina, como

una etapa previa para su analisis (tabla 1).

Tabla 1. Metodologias cromatograficas que emplean derivatizacidon para deteccién de anatoxina-a.

Metodologia Tipo de muestra Agente derivatizante Referencia
HPLC/FLD agua NBDF 27
GC/ECD agua Ac. tricloroacético anhidro 28
GC-MS agua N-butilo 29
LC-ESI-MS/MS agua Fluorenilmetil-cloroformiato 30
Tejido muscular
de pescado

Aunque la derivatizacién de las biotoxinas, incluyendo la anatoxina-a, ha permitido
mejoras notables en la identificacion instrumental de éstas, aln se tiene que lidiar con
procedimientos propios de éstas técnicas, en donde el tiempo que se emplea en cada
anadlisis resulta importante. Ejemplo de ello, son el pretratamiento de la muestra
(extraccion, concentracidn y/o purificacion), la limpieza de la columna cromatografica entre
cada analisis, el costo de operacion de cada equipo y la necesidad de personal bien
calificado para el manejo de los equipos.

Ante lo expuesto, existe la necesidad de acceder a métodos analiticos rapidos,
econdmicos y fiables que permitan evaluar de manera eficaz y oportuna una eventualidad
ambiental por la presencia cianotoxinas en agua de consumo; donde tanto personas como
animales domésticos y/o fauna silvestre, se encuentren en riesgo inminente.

En este escenario, los métodos inmunoanaliticos se posicionan como una alternativa
eficaz para la identificacién de moléculas de tamaino molecular pequeiio como la
anatoxina-a. Son metodologias que se basan en el empleo de anticuerpos altamente
sensibles y especificos, que compiten en tales rubros con aquéllos métodos de indole
instrumental. Debido a alta sensibilidad de dichos anticuerpos, se han desarrollado diversas

plataformas inmunoquimicas que se han convertido en opciones analiticas muy sensibles,
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rapidas y confiables en la deteccion de toxinas, entre las que se encuentran los
inmunoensayos enzimaticos en soporte sélido de tipo ELISA.31,3233 34

Los inmunoensayos ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) son técnicas sencillas
y rapidas para la deteccién de analitos, donde la sefial analitica es generada por una enzima
marcada. Se han desarrollado inmunoensayos ELISA para un numero considerable de
analitos, convirtiéndose en una herramienta analitica para laboratorios de investigacion,
diagndstico y control de calidad en diversas industrias.3®> En la actualidad existen en el
mercado kits de Inmunodeteccién para un gran nimero de cianotoxinas, con sensibilidad y

especificidad que compite con la que exhiben equipos instrumentales.
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2. JUSTIFICACION

De las numerosas biotoxinas cianobacterianas, la anatoxina-a debido a su toxicidad fue
la primera de la cual se identificd su estructura quimica. Desde ese momento, las técnicas
analiticas para su deteccidn cada vez son mas diversas y con mayor capacidad de deteccion.
En este sentido, las técnicas instrumentales se han posicionado como las metodologias de
referencia y han permitido que autoridades garanticen la salud de la poblacién.3® Son
metodologias que tienen la capacidad de identificar multiples analitos de interés a la vez,
esto es posible ya que cada vez son mas sensibles y selectivos, ademds que su capacidad

de deteccién es inmejorable cuando se acoplan a detectores de masas.

Dada la polaridad que presentan casi todas las biotoxinas, la cromatografia de liquidos
es la metodologia, que ha sido utilizada con mayor frecuencia como estrategia quimica de
identificacion y separacion, en comparacion con otras técnicas cromatograficas, siendo la
metodologia de HPLC-MS/MS la que hasta el momento presenta mayor sensibilidad y
debido a ello, ha sido aprobada y utilizada como procedimiento de deteccién oficial por la
USEPA.%’

Aun con las formidables caracteristicas de las novedosas técnicas instrumentales, la
anatoxina-a es un compuesto que presenta dificultad para ser analizado. Esto se debe a las
caracteristicas propias de la molécula, como bajo peso molecular y ausencia de grupos
fluorescentes, uno de los procesos analiticos que se utilizan para solventar esta
problematica, es la derivatizacion de la anatoxina-a. La derivatizacion quimica de analitos,
al objeto de facilitar o incrementar su deteccién, es amplia e intensamente utilizada en
métodos instrumentales.3®3%40 Sin embargo, en los métodos bioldgicos o bioquimicos,
basados en algun tipo de receptor celular, la derivatizacion de la molécula diana no es una
practica habitual, aunque los pocos casos documentados donde se ha derivatizado el analito
para obtener anticuerpos altamente sensibles hacia éste han sido reportados como
exitosos.*! Una posible razén a ello, pudiera ser que dirigir la generacién de anticuerpos

altamente especificos a través de haptenos derivatizados y los correspondientes
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bioconjugados inmunizantes implica agregar una etapa previa de derivatizacion del analito
en el desarrollo posterior de un inmunoensayo.

Existen algunos antecedentes para moléculas como la anatoxina-a que son
relativamente pequeiias, de bajo perfil inmunogénico y dificiles de generar anticuerpos de
alta especificidad, donde la derivatizacion del analito representd una alternativa viable en
términos de la obtencién anticuerpos de mayor especificidad y selectividad que aquéllos
que reconocen directamente al analito.*?43444> Ejemplo de lo anterior, fue la derivatizacion
del glifosato, un herbicida del cual ya existia un inmunoensayo, pero que, gracias a su
derivatizacién, permitioé obtener anticuerpos con una sensibilidad de hasta 100 veces mayor
que aquéllos que reconocian al analito sin derivatizar.*®

En este contexto, creemos que la derivatizacién quimica de la anatoxina-a es una
estrategia factible para producir anticuerpos de mayor afinidad y selectividad que aquéllos
anticuerpos que detectan al analito libre y que nuestro mismo grupo de investigacién ha

generado previamente.
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3. OBJETIVOS
El presente proyecto de investigacidon se situa dentro de la linea de investigacion
denominada “Sintesis de moléculas con aplicaciones biotecnoldgicas y analiticas”, adscrita

a la Unidad Académica de Ciencias Quimicas de la Universidad Auténoma de Zacatecas. El

proposito principal de este trabajo fue sintetizar (+)-anatoxina-a derivatizada como

potencial hapteno para la generacion de anticuerpos, elemento clave que permita la
implementacidon de métodos inmunoanaliticos para la identificacidn de esta cianotoxina.

Para conseguir lo anterior, se han establecido un conjunto de objetivos a cumplir,
mismos que se enlistan a continuacion:

1. Acceder por sintesis quimica a la (t)-anatoxina-a.

2. Explorar la reactividad quimica de la anatoxina-a hacia el reactivo de Sanger, a razéon de
evaluar las prestaciones analiticas que proporcionen el contexto del desarrollo
posterior de un inmunoensayo.

3. Obtener por sintesis quimica un andlogo estructural de la biotoxina modificada por
derivatizacién como metodologia principal permitiendo obtener anticuerpos con
caracteristicas analiticas superiores a aquéllos anticuerpos que reconocen al analito libre

(sin derivatizar).
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4. Resultados y Discusion

En el presente proyecto, el desarrollo de la sintesis quimica para construir la molécula
de la cianotoxina anatoxina-a y su derivatizacion, se apegd al descrito por Quifiones y Cols
(2016) a partir de la cual se ajustaron condiciones y concentraciones en las reacciones
correspondientes a razon de reproducir la ruta de sintesis en nuestras instalaciones y
recursos. En este sentido, las secciones siguientes describen el desarrollo de las reacciones y
su caracterizacion quimica desde un escenario particular que aportdé mejoras y perspectivas
diferentes de abordaje quimico para mejorar rendimientos de reaccion. En todo momento
se reconocid el antecedente ya descrito en la literatura con referencia a ésta linea de

investigacion de nuestro grupo de trabajo.*’*8
4.1 Etapas sintéticas para la obtencion de (t)-anatoxina-a

Las caracteristicas estructurales de la anatoxina-a, en conjunto con la importancia
neurotdxica y las necesidades analiticas de contar con estandares analiticos de la mayoria
de las cianotoxinas, han conducido al desarrollo de un vasto nimero de aproximaciones
sintéticas reportadas en la literatura para su obtencién. A la fecha, estdn disponibles dos
importantes revisiones bibliograficas que describen diversas estrategias de sintesis para
acceder a la construccidn estructural de un aza-esqueleto biciclico caracteristico de la
anatoxina-a. La primera compilacién bibliografica de métodos de sintesis dirigidas para la
obtencion de anatoxina-a tanto en su forma racémica como enantiomérica, ademas de
incluir estrategias quimicas para la adquisicion de analogos estructurales de la misma, la
reporté Mansell y Cols en 1996 y la amplié Brenneman y Cols en 2005 al objeto de describir
una ruta enantiomérica de sintesis para la obtencién de anatoxina-a via metatesis de eninos

por cierre de anillos.*>°0
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En este sentido, el abordaje quimico planteado para acceder a la biotoxina anatoxina-a,
se basd en las diversas rutas reportadas en la literatura tanto para anatoxina-a,
homoanatoxina-a y otros analogos estructurales.”* Una vez que se accedi6 sintéticamente
a la (x)-anatoxina-a como sal de acido trifluoroacético se explord la derivatizacion de ésta,
con 2,4-Dinitrofluorobenceno (Reactivo de Sanger) en presencia de buffer de boratos (pH
9.6) y acetonitrilo, condiciones que permitieron obtener la (+)-anatoxina-a derivatizada,
proceso que fue verificado por HPLC. Finalmente se accedid sintéticamente a un hapteno
de la anatoxina-a derivatizada, lo que permitié alcanzar los objetivos propuestos en la
presente investigacion.

A efecto de explicar el abordaje de la estrategia quimica y la ruta de sintesis empleada
para acceder a la biotoxina anatoxina-a, inicialmente se planted la construccién del sistema
anular 9-azabiciclico caracteristico de la biotoxina, partiendo de la obtencién de un
compuesto clave formado por dicha estructura y una funcionalidad quimica idénea a partir
de la cual, se pudieran realizar transformaciones subsecuentes que llevaran a la
construccion final de la cianotoxina y eventualmente permitieran un punto de acceso

quimico para su derivatizacién (Figura 6).

N X N e
12 GF
CH,R y
\ — 2
7 6
4
anatoxina-a: X = O; R=R"'=H GP: grupo protector

GF: grupo funcional
Figura 6. Intermedio estructural para el acceso a la molécula de anatoxina-a.
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La idea anterior surgié del desarrollo de un analisis retrosintético de la molécula de
anatoxina-a, a través del cual, la sintesis de la anatoxina-a podria ser viable partiendo de
reactivos de facil disposicion comercial. Como se puede apreciar en la figura 7, la propuesta
fue la construccién del anillo 9-azabiciclico (1) tomando como material de partida al
1,5-ciclooctadieno (3) o su derivado oxiranico que, por transformaciones posteriores,
eventualmente podrian conducir a la formacidon de un aminoalcohol N-protegido (2) y a la
construccion del sistema aminobiciclico buscado llevando a (2) por un proceso de ciclaciéon
intramolecular (Figura 7). Una vez accedido al anillo homotropdnico buscado, este seria

clave para continuar con la ruta sintética en la obtencién de la cianotoxina.

PG
GF NH  OH

— —

1 2 3
PG= grupo protector

GF= grupo funcional

Figura 7. Esquema retrosintético para la formaciéon del esqueleto azabiciclico.

A continuacién, se describen las etapas sintéticas desarrolladas en la obtencién de
anatoxina-a racémica, su posterior proceso de derivatizacion y la obtencién del hapteno de
la biotoxina derivatizada; se expone en perspectiva cada etapa sintética.

La primera transformacion quimica, consistié en realizar una apertura nucleofilica tipo
Sn2 del anillo oxirdnico (4) con dos equivalentes de bencilamina en MeOH en condiciones
de reflujo a 110°C para obtener el trans-amino-alcohol (8) con un rendimiento del 83%
luego de 18 dias de reaccion. La purificacién del producto obtenido se realizé de manera

sencilla por recristalizacién de hexano del crudo de reaccion.
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Esquema 1. Obtencion de alcohol bencilico.

Con el propdsito de disminuir el tiempo de reaccién, ésta se montd bajo condiciones
similares, pero ahora el reflujo fue asistido por microondas. El resultado fue un incremento
del rendimiento un 93% con la reduccidon significativa de tiempo de reaccion a 22h

(Esquema 2).

o) P >NH OH
S BnNH,, MeOH,MW, 3
Q 110 °C, 22 h.
93 %
4 5

Esquema 2. Obtenciéon del amino-alcohol bencilico asistida por microondas (5).

La obtencidn del amino-alcohol por las dos distintas metodologias se confirmé después
de someterlo a Resonancia de Carbono y protén y ensayos 2D-RMN. En el espectro de
protén se presenté un multiplete a campo bajo del espectro tipico de nucleos bencénicos
hacia 7.35 ppm, dos conjuntos de sefiales de los protones correspondientes al doble enlace
a 6 5.66 y 5.66 ppm respectivamente, y la sefial correspondiente los hidrégenos del
metileno unido al grupo bencilo hacia 6 3.82 ppm, presentando un sistema de acoplamiento
tipo AB.

La segunda trasformacion quimica, consisti6 en generar el anillo 9
azabicilco[4.2.1]nonano perseguido, se realizé mediante una oximercuracion con Hg(OAc)2,
a temperatura baja, seguida de una reduccion del intermedio organomercurado con

NaBH4, procedimiento que permitié la obtencion del alcohol aza-biciclico (6) (Esquema 3).
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Ph” NH OH

Ph™™N OH Ph™N OH
1). Hg(OAc),, THF/H,0,0°C, 1 h B B
2). NaOH 3M, NaBH, Lb Lb
5 85 % AcOHg 6

Esquema 3. Transformacion sintética para la obtencidn del amino-alcohol biciclico (6).

Es importante resaltar que en esta etapa de reacciéon, cuando se utilizaron las
condiciones antes mencionadas no se formd otro producto de reaccién en cantidades de
relevancia, caso que si se sucedié cuando los tiempo de reaccidon eran mayores, lo que se
explicd gracias a la revisién de procedimientos descritos en la literatura para estrategias
quimicas semejantes.>?>3>4 Particularmente, cuando la reaccién de ciclacion intramolecular
se realizd a temperaturas superiores a la antes descrita o por tiempos de reaccion mas
largos, se obtuvo el hidroxi-acetato (7) (Figura 8) en concentraciones variables , hasta llegar
a ser mayoritario, cuando el proceso de ciclacion se mantiene por un lapso de tiempo
suficiente, esto ha sido observado en procesos de ciclacion semejantes, la formacion de
este compuesto es posiblemente debido al rompimiento del grupo aceto en el producto

organomercurado formado al inicio de esta reaccién de mercurizacidn.>> 6

o
CH; 7
Figura 8. Producto secundario de la ciclacién intramolecular en la obtencidn de anillo biciclico.

Los datos espectroscopicos de RMN *H y la correlacion mostrada con algunos
experimentos bidimensionales confirmaron la obtencidn del alcohol azabiciclico (6).

Por RMN de protdn, se encontré a un desplazamiento de 3.86 ppm un sistema de picos
desdoblados como un ddd correspondientes al protén geminal con el hidroxilo en C-2; un
sistema complejo de acoplamiento de spines a campo alto correspondientes a los protones
alifaticos de la molécula. Adicionalmente, se observd dos sistemas de picos atribuibles a
los protones aromaticos y diasterotdpicos del metileno bencilico descritos en la molécula

de partida y retenidas en el producto de ciclacion (6).
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La adquisicion de (6), que contenia el esqueleto hidrocarbonado caracteristico de
alcaloides homotropanicos que comparte con anatoxina-a, ya disponia de una
funcionalidad quimica adecuada que permitiera continuar con las transformaciones
necesarias para la formacion del sistema estructural de la molécula buscada. Por una parte,
el grupo amino puente se encontraba protegido por una agrupacion bencilo, y por otro lado,
se contaba con un grupo hidroxilo en C-2, que permitié la formacion del resto metil
carbonilico caracteristica de la biotoxina.

De cara que seria necesaria la eliminacién del grupo protector del grupo amino casi al
final de la ruta sintética, y dado a que este proceso se llevaria a cabo ya formada Ila
insaturacién entre los carbonos C2 y C3 del anillo biciclico caracteristico de la biotoxina, se
decidio realizar un intercambio del grupo protector del dtomo de nitrégeno en el alcohol
azabiciclico (6), el grupo bencil, por una funcionalidad que su eliminacidn, se realizara bajo
condiciones que no alteren el doble enlace presente en la molécula. Se decidié emplear el
grupo terc-butiloxicarbonilo. De esta forma, la etapa siguiente implicé la N-desbencilacién
del alcohol biciclico (6) y reproteccion del grupo nitrégeno puente con un grupo
terbutoxicarbonilo (t-Boc) mediante una hidrogendlisis, empleando H; con presién de 1
atmosfera, en presencia de hidroxido de Paladio (Pd(OH).) soportado sobre carbono,
cantidades equimolares Boc,O (dicarbonato de di-terc-butilo) y el alcohol (6) empleando

acetato de etilo como disolvente.

Boc.
"N on N oH
Lﬁj Pd(OH),/C, Boc,0 ;Qj
AcOEt, Hp 1 atm, 24 h
6 96 % 8

Esquema 4. Desproteccidn-proteccion del nitrégeno puente del alcohol (6).

Las condiciones antes mencionadas, son habitualmente empleadas en procesos
analogos para moléculas que tienen caracteristicas quimica parecidas al producto de
partida (bajo peso molecular y alta inestabilidad), inicialmente se produce el rompimiento
del enlace C-N dejando al Nitrédgeno puente susceptible a un ataque electrofilico por parte

del Dicarbonato de diterbutilo (Boc20), permitiendo acceder al N-Boc alcohol (8) a partir
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del alcohol biciclo (6) mediante una sola etapa sintética con un rendimiento del 96% del
producto cromatografico de purificacién.

El intercambio de grupo protector del nitrégeno biciclico se corroboré después de
analizar sus espectros de RMN de 'H del Boc-alcohol (8), donde se aprecid la ausencia del
multiplete que correspondia al grupo N-bencilo y la presencia de las sefiales esperadas del
actual grupo protector (t-Boc); las sefiales atribuibles a los rotdmeros correspondientes al
grupo Boc hacia 1.47/1.45 ppm, ademas de las sefiales de los protones cabeza de puente y
las correspondientes a los protones alifaticos conservadas del producto de partida.

Asi pues, toda vez que se purificd el Boc-alcohol (8) se procedio a la transformacién de
éste en su correspondiente producto de oxidacidn, un grupo carbonilico en C2. Tal cual se
muestra en el Esquema 5, la oxidacion del grupo hidroxilo del alcohol (8), se llevé a cabo
empleando el Dess-Martin periodinano (DMP) como agente oxidante, este procedimiento

permitid acceder a la cetona biciclica (9) con rendimientos excepcionales del orden del

94%.57:58
BOC\N BOC\N
OH 0
N DMP "
2
CH,Cl, , ta, 4 h
8 94% 9

Esquema 5. Oxidacién del Boc-alcohol (8).

La obtencion de la Boc-cetona (9), se confirmd por RMN de 'H y 3C; es relevante
destacar que la el compuesto, se encontré en disoluciéon como una combinacién de
rotdmeros en relacién de 2:1, esto se logré apreciar después de analizar la dualidad de
sefiales presentes en los experimentos de RMN realizados, donde se observan las sefiales
pertinentes a los protones del grupo OCMe; del grupo protector N-Boc de cada rotamero
RMN 'H a 1.49/1.42 ppm vy al desplazamiento a 215.3 ppm del carbono carbonilico (C-2
C=0)y 80.4/80.12 y 28.75/28.61 ppm del grupo OCMes en el espectro de 3C RMN.

Después de la obtencién de la Boc-cetona (9), se procedié a realizar la obtencién de un
enol triflato, transformacion que previd la introduccion en el esqueleto biciclico de un

excelente grupo saliente, como lo es el grupo trifluorometanosulfonato o triflato. Proceso

22



Resultados y Discusion

al que se abordd con la formacién de un enolato en condiciones basicas aprovechando los
hidrégenos a al carbonilo ceténico en (9), seguido de la adicién de una fuente de
triflatos.>®®° Toda vez conseguida la formacién de un sistema olefinico en C2-C3 conjugado
al triflato, podria ser viable en etapas posteriores, la formacién de un sistema eninico a, B-

insaturado.

Boc, Boc,
N O N 0S0,CF, Boc, H R Q
Lb\z ~ P Crs
-->---> N ->> \
9 10

Esquema 6. Estrategia para acceder de anatoxina-a a partir de la Boc-cetona (9).

Una vez que se disponia de la cetona biciclica (9), sometié a un tratamiento quimico
empleando 2.1 equivalentes molares de bis(trimetilsilil) amida de potasio (KHMDS) vy
tetrahidrofurano como disolvente a -78°C en bafio de hielo seco/acetona, para formar un
enolato de potasio intermedio, posteriormente se adicionaron a la reaccidn 3 equivalentes
molares de [N-(5-cloro-2-piridinil)bis(trifluorometanosulfonamida)] con agitacién continua a
temperatura ambiente por 2 h, condiciones empleadas y reportadas en la literatura para la

formacién de enol triflatos teniendo como material partiendo una cetona (Esquema

7)_61,62,63

Boc. Boc..
N

0 0S0,CF;
i. KHMDS, THF, -78 °C S

ii. Reactivo de Comins

91 % 10

Esquema 7. Obtencion del enol triflato a partir del compuesto
carboxilico (9).

La formacidn del enol triflato (10) se logré con excelentes rendimientos, superiores al
90% al final del proceso cromatografico de purificacion. La formacién del enol triflato (10)
se verificé favorablemente después de analizar sus datos espectroscdpicos de RMN, donde
resalta la presencia de las sefiales respectivas del protdon del doble enlace conjugado al
grupo triflato a un desplazamiento de 6 5.78/5.74 ppm en el espectro de *H, la formacién

del triflato buscado se confirmd realizando de manera adicional un experimento
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desacoplado de RMN °F donde se logré apreciar una sefial hacia & -74.6 ppm,
correspondiente al atomo de fldor del grupo triflato.546°

Toda vez caracterizado el enol triflato (9), se procedid a continuar con la incorporacion
del resto metilcarbonilico de la anatoxina-a, y la etapa sintética siguiente fue la
introduccién de una funcionalidad quimica que permitiera continuar con ese fin. Existen
en la literatura diversas estrategias sintéticas para alcanzar dicho fin, se selecciond una
estrategia quimica que se basa en el remplazo del grupo triflato por un grupo acetileno
terminal; proceso sintético bastante explotado en la sintesis organica debido a que, una
vez incorporado el brazo alquinilico a través de la formacién de un nuevo enlace C-C, la
hidratacion de éste conduciria eventualmente al deseado grupo acetilo caracteristico de la
biotoxina.

La incorporacion del grupo etinilo implicé dos etapas. La primera de estas consistié en
realizar un acoplamiento quimico entre enol-triflato (10) y el alquino terminal trimetilsilil
acetileno, con cantidades cataliticas (PPhs)2,PdCl; como fuente de Pd(0) y loduro de Cobre
como cocatalizador.®®®” La reaccién se monté empleando trietilamina como base
nitrogenada y dimetilformamida (DMF) como medio de reaccidon a temperatura ambiente,
condiciones que favorecen la formacién de un enlace carbono-carbono entre un alqueno y
un acetileno terminal.?®® La condiciones de reaccién se mantuvieron durante 1 h,
procedimiento que permitié obtener el enino trimetilsililado (11) con excelentes

rendimiento del orden del 93%.

Boc. Boc.. T™MS
N N 7
OSOLFs  — _ 1Ms, PACI,(Phy),, Cul
N\ » A\
Et; N, DMF, ta., 1h
93% "
Esquema 8. Obtencién del enino conjugado trimetilsililado (11).

Los espectros de RMN realizados al producto obtenido de esta etapa sintética,
corroboran la obtencién del alquino esperado, destacdndola sefial observada en el
espectro de *H correspondiente al protdn olefinico conjugado hacia 6.13 ppmy el singulete

a 6 0.17 ppm de los 9 protones equivalentes del grupo trimetilsililo de la molécula,
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adicionalmente las sefiales a 106.4 y 92.4 ppm correspondientes a los carbonos del triple
enlace en el espectro de RMN de 13C.

Una vez alcanzada la obtencion del alquino trimetilsililado (11), la introduccion del
grupo etinilo se completé sometiendo al compuesto (11) a un proceso de desililacién. Para
ello, existen diversas estrategias reportadas en la literatura, que emplean bases fuertes o
sales de plata.®® 707!

El proceso de desililaciéon se realizd por hidrélisis alcalina empleando una solucién
metanolica de K,COs3 a temperatura ambiente; condiciones de reaccidn suaves que dieron
lugar al enino conjugado (12) con rendimientos casi estequiométricos luego de 1h de
reaccion (Esquema 9).7273

El espectro de RMN de *H del enino conjugado (12), evidencid la ausencia de la sefial
de los protones correspondiente a los metilos del grupo trimetilsiliio del producto de
partida, y la aparicidon de una nueva sefial que integré a un protdn hacia 6 2.86-2.89 ppm

del protdn del alquino terminal.

K,CO3,MeOH
A\ - A\
ta.1h
91% 12

Esquema 9. Obtencion del enino conjugado (12).

En concordancia con el esquema 10 planteado para la obtencién de la biotoxina, la
etapa de sintesis siguiente consistié en llevar al enino conjugado (12) a una reaccién de
hidratacion del enino terminal y completar la formacién de la Boc-anatoxina-a predecesora

de la anatoxina-a.

BOC\N Boc. 0 H.

1
Esquema 10. Estrategia para acceder de anatoxina-a a partir del enino conjugado (12).
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Para llevar a cabo la etapa de hidratacion antes mencionada, se aplicaron varios
procedimientos descritos en la literatura para la formacién regioselectiva del sistema
metilcarbonilico a, B-insaturado; entre éstas se ensayd la hidratacién del triple enlace de
(12), mediante metodologias reportadas en la literatura que permiten formar metilcetonas
de alquinos terminales.”4’> La primera aproximacion se realizdé sometiendo a un
tratamiento al enino conjugado (11) con acido férmico a una temperatura de 100°C, donde
el acido formico seco actua como disolvente a temperatura de reflujo y a la vez como
donador de una molécula de agua, procedimiento que deberia conducir a la hidratacion

del acetileno terminal del enino (11) accediendo a un enol formiato (Esquema 12).7%77

H
BOC\N // BOC\N 0
CH,0,
A\ N
100°C
Esquema 11. Hidratacidon del enino conjugado (12) empleando acido férmico.

CHs

Sin embargo, para nuestro caso, los diferentes ensayos realizados bajo el
procedimiento descrito, no fructificaron; apenas si se observaba por cromatografia de capa
fina, la formacion incipiente de un posible producto de hidratacion.

Finalmente, la hidratacion del enino conjugado (12) que permitiria la construccion del
brazo lateral metilcarbonilico a, B-insaturado caracteristico de la anatoxina-a, se consiguid
a través del empleo de sales de mercurio en condiciones acidas (Método de Hennion-
Nieuwland).”87% El producto de partida, se traté con una mezcla metandlica de HgO y
BF3EtO con cantidades cataliticas de acido tricloroacético a temperatura ambiente durante
1 hora de reaccién. El rendimiento alcanzado para la generacién del producto de

hidratacion, la Boc-anatoxina-a (13), fue del orden del 64%.
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N // Boc\N e}
HgO, BF3EtO
A\ > A\
Cl3CCOzH cat
MeOH, t.a., 1h

64%

CHj

13

Esquema 13. Hidratacion del enino conjugado (12), empleando condiciones de
Hennion-Nieuwland

La formacion del resto metil carbonilico caracteristico de biotoxina en (13) se corroboré
mediante experimentos de RMN de 'H de la molécula, donde el protdn olefinico presenté
un desplazamiento a 6 6.83 ppm, debido al desapantallamiento derivado del sistema 1
conjugado que presenta la molécula; adicionalmente se constataron las sefialesa 6 142.4y
141.1 ppm, asignadas a los carbones vinilicos del biciclo (C2 y C3) y hacia 6 197.6 ppm la
sefial del carbono carbonilo buscado, en los experimentos de RMN de 3C .

Con la Boc-anatoxina-a (13) en mano, se estuvo en condiciéon de acceder a la
cianotoxina racémica realizando un proceso de desproteccién del grupo amino puente por
eliminacién del grupo Boc. El tratamiento para ello, consistié en realizar una hidrdlisis acida
del grupo Boc protector, empleando una disolucion equimolar de acido trifluoroacetico y
CH2Clya temperatura ambiente durante 60 min de reaccion.8%82 La obtencidn del racemato

de la sal anatoxina-a (14) se consiguid con un rendimiento del 90% (Esquema 14).

o
CF;CO,
Boc 0 H H o)
°N N®
TFA-CH,CI, 1:1
H 2~ CH
\ - N T
t.a. 1h.
90% 14

Esquema 14. Obtencién del trifluoroacetato de anatoxina-a (14).

La obtencidn del trifluoroacetato de anatoxina-a (14) se corrobord, mediante el analisis
de sus espectros de RMN de H, donde se constatd la desaparicion de los singletes de los
metilos del grupo Boc hacia campos altos del espectro y la conservacion de los sistemas de

acoplamientos caracteristicos de la molécula se aprecié el desdoblamiento de los protones
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del metilo lateral como un singlete hacia 2.29 ppm. Adicionalmente se observo la seial

conservada hacia a 196.8 ppm del carbono carbonilico en los experimentos de RMN de *3C.

4.2 Ensayos de derivatizacion de la (t)-anatoxina-a

En el momento de planear un analogo estructural (hapteno) de la anatoxina-a para
emplearlo para la generacién de anticuerpos hacia la biotoxina, se tomaron en cuenta los
diversos reactivos que han sido utilizados como agentes derivatizantes en técnicas
espectroscépicas como el HPLC y GC, y que han sido mencionados con anterioridad. Uno de
ellos y que ha sido utilizado mayor nimero de veces para dicho proceso en la biotoxina es
el 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol (NBD-F), su alta eficacia como agente derivatizante
de esta biotoxina se debe a que es altamente reactivo hacia aminas primarias y secundarias,
dando paso a la formacién de compuestos derivados capaces de fluorescer.838* Tomando
en cuenta la reactividad, un reactivo muy relacionado con NBD-F es el 1-fluoro-2,4-
dinitrobenceno (2,4-FDNB) conocido como reactivo de Sanger, este tiene la capacidad de
reaccionar con aminas como es el caso de la anatoxina-a.%>

Aunque el reactivo de Sanger no ha sido empleado como agente derivatizante de
anatoxina-a en metodologias cromatogréficas, creimos seria idéoneo como agente
derivatizante en el ambito de la implementacién de un inmunoensayo hacia un analogo
estructural de la biotoxina.

Con el objetivo de estimar la efectividad del reactivo de Sanger para derivatizar a la
anatoxina-a en fase acuosa, se llevaron a cabo reacciones preliminares para evaluar
comportamiento del 2,4-FDNB hacia la biotoxina en condiciones de laboratorio.

En las pruebas iniciales de derivatizacidon se sometid a reaccionar al trifluoroacetato de
anatoxina-a (14), con 5.0 equivalentes molares del reactivo de Sanger en buffer de boratos
0.1 M a pH 9.6 atemperatura ambiente, monitoreandose el desarrollo de la derivatizacién
por HPLC de fase inversa, tal como se precisa en el apartado experimental (seccién 6.3.1).
Las condiciones antes mencionadas permitieron acceder al compuesto AN-DNB (15), como
producto de la reaccién tipo SNA entre la sal de anatoxina-a y el 2,4-FDNB, con el
inconveniente de llevarse a cabo de manera lente. Con la finalidad de incrementar la

velocidad de la reaccidn, se sustituyé el medio de reaccion por una mezcla 1:1 de tampon
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boratos y acetonitrilo, lo que permitié que la reaccion se completara practicamente en 15

minutos (Esquema 15).

)
CF3CO,
H NO, N ©
H. ! 0
N® N02 CHS
CH, + Buffer Boratos 0.1M, pH 9.6 A\
A O,N

CH3CN, 15 min
15

Esquema 15. Producto de derivatizacién AN-DNB (15).

Pruebas adicionales expusieron que era posible disminuir hasta un 10% la cantidad de
acetonitrilo empleado en el medio de reaccidn sin que se presentaran cambios significativos
en los tiempos de reaccion. Esto Ultimo es especialmente importante, debido a que bajo
chichas condiciones es posibles solubilizar anticuerpos y proteinas y por tanto, se pueden
emplear para la implementacion de un inmunoensayo sin tener que someter a dilucién la
muestra problema.

Como consecuencia de los ensayos de derivatizacién de la anatoxina-a con el 1-fluoro-
2,4-dinitrobenceno, se concluyd que este reactive podria ser viable como agente
derivatizante en la implementacién de un inmunoensayo de anatoxina-a que se basaria en
la previa derivatizacion de la biotoxina.

Ahora bien, el paso siguiente consistid en derivatizar la sal de anatoxina-a en fase
organica con el objetivo de tener producto AN-DNB (15) para su caracterizacion. Esta etapa
consistié en efectuar una reaccion de Sustitucion Nucleofilica Aromatica (SnA) por
tratamiento de la sal de anatoxina-a (13) con DIPEA a 0°C empleando THF anhidro como
disolvente. Luego de liberar la amina secundaria libre del material de partida, se adicionaron
1.4 equivalentes del reactivo DNFB. El seguimiento de la reaccidon por CCF indicé que en
escasos 15 a 20 minutos, la reaccion habia finalizado con un rendimiento del 80% de

producto purificado (Esquema 16).
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) OzN

CF4CO,
NO, N O

THF, DIPEA \ CHs

80%. 0.5h
15

Esquema 16. Derivatizacion de anatoxina-a en condiciones de laboratorio.
La caracterizacion espectroscdpica del producto AN-DNB (15) por RMN de *H mostré
el desdoblamiento como un doblete del protén aromatico H3 a 6 8.49 ppm con una J= 2.8
Hz caracteristica de un acoplamiento en meta con H5. Asu vez, H5a 6 8.11 ppm se desdoblo
como un doble doblete por su acoplamiento en orto con H6 y meta con H3 con J=9.5y 2.7
Hz, respectivamente. El doblete de H6 se encontrd ligeramente a campo mas alto, 6 6.79

ppm, con la J=9.7 Hz por su acoplamiento en orto con H5.

4.3 Sintesis de hapteno de anatoxina-a derivatizada
4.3.1 Sintesis del hapteno ATX-d

Con base en los resultados anteriores, estimamos que era posible obtener anticuerpos
apropiados para la identificacidon del derivado AN-DNB (15) empleando como hapteno una
molécula que comparta caracteristicas estructurales con este, la cual se muestra en la
Figura 9, hapteno ATX-d. Es evidente que la estructura molecular del hapteno ATX-d, que
esta conformado por las agrupaciones nitrobenceno y sulfonamida, seria capaz de inducir
respuesta inmune hacia el derivado AN-DNB y en consecuencia tendria la capacidad de
incitar la produccién de anticuerpos con alta especificad y selectividad por este.

CO,H

HN
0,5

OzN N O
Hapteno ATX-d { CHs

Figura 9. Hapteno ATX-d, analogo estructural de la anatoxina-a derivatizada
con el reactivo de Sanger.
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La obtencion del hapteno ATX-d, se fundamentd en la obtencion de una sulfonamida
de arilo que estructuralmente estaria conformada por una cadena hidrocarbonada con un
grupo carboxilato terminal y un grupo funcional adecuado en el anillo aromatico que
permita la union en la estructura de la biotoxina en el nitrégeno del anillo biciclico mediante

una reaccion SNA (Esquema 17).

'BuO,C”~ " "NH,
! CIO,C
; O,N F oL S
v >
NH
0
N
o
5=0 HO2C NO, CH,3
N/
H — o R N
tBLIOZC
02N F HsN (@)
CHa

Esquema 10. Esquema de sintesis para acceder al hapteno de anatoxina-a derivatizada (ATX-D).

La obtencion de dicha sulfonamida se realizaria luego de una reacciéon de amidacién del
4-fluro-3-nitrobencensulfonilo comercial y un derivado del 4cido 4-aminobutirico.

La preparacién de la aril-sulfonamida comenzé con la elaboracion del brazo
hidrocarbonado funcionalizado con un carboxilato del hapteno ATX-d buscado. El brazo
lateral se buscaria a través del acido y-aminobutirico debido a que por un lado presenta el
carboxilato y por otro, un grupo amino libre que eventualmente puede formar la
sulfonamida aromatica. El acondicionamiento del brazo lateral, inicié con la proteccion del
carboxilato del 4cido 4-aminobutirico en forma de un éster terc-butilico (ver esquema 17).
Para ello, se precisé primero proteger el grupo amino libre del acido 4-aminobutirico de
partida con un grupo carboxibencilo (Cbz); se empled cloroformiato de bencilo y una

disolucidén caustica de NaOH 2 M a 0 °C. Después de 4.5 h de reaccidn se genero el producto
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N-Cbz protegido del acido (16) con un rendimiento del 85%.Luego, el carboxilato de (16) se
llevé a esterificacion con el alcohol terc-butilico empleando la carbodiimida DCC para
activar el carboxilato bajo catalisis alcalina promovida por el empleo de DMAP en CHCl,. El
correspondiente éster t-butilico N-Cbz protegido (17) se generé después de 16 h de reaccion
con un rendimiento del producto purificado del orden del 61%. Finalmente, la eliminacidn
del grupo protector Cbz del amino terminal en el éster terc-butilico (17) se realizé por
hidrogendlisis catalitica empleando Pd/C en disolucién metandlica y generar el producto

(18) con un 95% de rendimiento.

o)
N NaOH 2M
HZN/\/\C02H + 0] Cl a0 CbZ\ PN
- - N CO,H
O°C-t.a.,4.5h H 16
85%
Cbz, DMAP, DCC,CH,Cl,  Cbz
N“>"coH +  tBuOH H/\/\COZtBu
16 0°C-t.a, 16h
61% 17
Cbz_ MeOH, Pd/C, H
N~ " co,Bu 2 H,N" " co,'Bu
H 95%
17 18

Esquema 17. Preparacion del brazo espaciador del hapteno ATX-d.

El acceso quimico a la aril-sulfonamida (19), tal como se ilustra en el esquema 18, se
llevé a cabo mediante la preparacion de una disolucién de la amina (18) y el cloruro de
4-fluoro-3-nitrobenzenosulfonilo en medio basico a 0°C, condiciones que proporcionaron
la sulfonamida (19) como producto principal con 65% de rendimiento. Adicional a la
sulfonamida aromadtica (19), también se formé un de competencia como producto
secundario de adicién-eliminacién en el anillo aromatico por desplazamiento del fldor en
porcentaje cercano al 28% del producto ya purificado (20); reaccidon que se ha reportado
como facil de suscitarse con sustratos con caracteristicas estructurales susceptibles de

ataques nucleofilicos sobre la misma molécula.’%87
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0
\
S=N">""co,Bu
S0,Cl H
HNT >""co,Bu + EtsN, CH,Cl, F 1
F — 2
18 NO, 0°C-ta 1h 19 (65%)

)

\

S‘H/\/\COztBu

NO,
tBUOzC
20 (28%)

Esquema 18. Linea sintética para acceder a la sulfonamida aromatica precursora del hapteno
ATX-d.

Obtenido el precursor estructural (19) del hapteno ATX-d planteado, se buscé ahora,
acoplar por medio de una reaccién tipo SNA por desplazamiento del 4tomo de fldor del
derivado (19) con la amina secundaria puente de la anatoxina-a en condiciones bdsicas de
reaccion (Esquema 19)888°,

La sintesis del hapteno ATX-d se completdé por tratamiento de la sal del acido
trifluoroacético de la anatoxina-a (14) y la arilsulfonamida (19) con N,N-diisopropiletilamina
(DIPEA) como base nitrogenada para liberar de la anatoxina-a el grupo amino nucleofilico.
Esta reaccidén se monté en tetrahidrofurano anhidro por 3 h a temperatura ambiente, para
que finalmente se obtuviera el hapteno ATX-d con el carboxilato del brazo espaciador

protegido como un éster terc-butilico (21) con rendimiento del orden del 85%.
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©
., CFsCO, e
Hoo o S=N">""C0,Bu
N® H
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S CH,4 F
NO,
15 19
DIPEA | 85%
3h
o) P
. N
0, I
H HO,C N ©
o} O,N
'BuO,C o N TFA-CH,Cl, 2  CHs
2 \ CH3 >

94%, 1 h

21 22

Esquema 19. Sintesis del hapteno ATX-d como sal de acido trifluoroacético.

Tal como se ilustra en el esquema 19, acceder al hapteno derivatizado ATX-d (22), solo
requirio la hidrdlisis acida para la remocién del grupo éster terc-butilico por tratamiento de
(21) con una solucién equimolar de TFA y CH,CL, a temperatura ambiente y agitacidn suave;
procedimiento que arrojé un rendimiento del 94% del hapteno ATX-d (22). El rendimiento
sintético global para la obtencién del hapteno ATX-d (22) a partir del amino-éster (18) en
tres etapas sintéticas subsecuentes descritas fue del 57%.

4.4 Activacion de hapteno de anatoxina-a ATX-d

Toda vez sintetizado el hapteno ATX-d que mimetiza a la biotoxina derivatizada con el
FDNB (reactivo de Sanger) y en funcion que, dicho hapteno se conjugaria eventualmente de
manera covalente a los grupos —NH; de las proteinas formando una amida, se decidid
activar el grupo carboxilo terminal presente en la estructura del hapteno. La activacidon del
carboxilato por el método de formacién de un éster activo, es una estrategia quimica que
incrementa la electrofilia del carbono carbonilico del carboxilato por la incorporacién de
una funcionalidad quimica mas electronegativa, adyacente al carbono electrofilico que,
arrastra la densidad electréonica hacia ella y favorece asi la entrada de una especie

nucleofilica. 2091.92
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Algunos de los procesos mas utilizados para este fin emplean un agente activante, que
comunmente es una carbodiimida como la DCC (N, N’-diciclohexilcarbodiimida), la EDC-HCI
(1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) o bien, empleando una carbodiimida con la
capacidad de disolverse en medio acuoso, en sinergia con la sulfo-NHS.%?

La sintesis del éster activo del hapteno ANTX-D (22) se abordé empleando diferentes
carbodiimidas, como se muestra en el Esquema 20 procesos que de manera desafortunada
no condujeron a la formacion del éster activo buscado, en lugar de este se formd un
compuesto por reaccién intramolecular, una lactama sulfonilica (Esquema 21), la cual se
confirmé tras analizar sus espectros de RMN en los que se presentan las sefiales que
corresponden a los métenos del anillo lactdmico hacia 6 3.86 ppm del NCH;, 6 2.45 ppm

del OCH, y 6 2.09 ppm del OCH;N.

NHS,DSC,Et;N N

Y

g

S
o8 NH
N’ MeCN, t.a. 2h e}
/_/_ H o o N
HO,C N 0 NB NO, CHj
o,N - DCC, NHS N
N\ 8 o}

DMF, 4h

Y

23
22 EDC-HCI,NHS
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Esquema 20.- Procedimientos de activacion del hapteno ATX-d

35



Resultados y Discusion

(6]
A b g
H o S
HO,C N EDS-HCI,NHS 0 o)

OzN {CH; — \
CH20|2 02N \ CH3
22 23
0 (0]
Sy "
N
% N-OH
N
02N \ CH3 (0]
24

Esquema 21. Formacion de la sulfonil-lactama
La propuesta de formacién de la lactama (24) en la estrategia sintética de activacion, se
debe a que inicialmente se formé un éster de N-hidroxisuccinimidilo (23), este sufre una
reaccién intramolecular, debido a que el carbonilo del éster activo experimenta un ataque
nucleofilico por el nitrégeno del grupo sulfonamida, procedimiento favorecido por las
condiciones bdsicas de reaccién. Fendmeno que se ha observado en sistemas

funcionalmente relacionados.?*%~

4.5 Preparacion del nuevo hapteno de anatoxina-a derivatizada.
4.5.1 Sintesis del hapteno ATX-dc

Ante la problematica para acceder al éster activo del hapteno (22), se decidié retomar
la formacién del hapteno modificAndolo de manera estructural, que permita su activacion.
La estrategia planteada para dicho fin, consistié en obtener un producto N-metilado (23),
con un cambio conformacional, que no comprometeria el potencial del hapteno de imitar
a la biotoxina derivatizada con el NBDF, a la vez que impediria el proceso de reaccién
intramolecular observado previamente al disminuir la nucleofilia del nitrégeno

sulfonamidico.
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La estrategia quimica para acceder al nuevo hapteno de la anatoxina derivatizada, el
hapteno ATX-dc (25), se realizé de manera similar a la planteada para obtener el hapteno
ATX-d (22), solo que partiendo de un aminoacido N-metilado (Esquema 21).

Para alcanzar dicho fin, se us6 como material de partida el reactivo comercial al
clorhidrato del dcido 4-(N-metilamino) butanoico, el cual se sometid a reaccidén con
trifluoroboroeterato (BFs-Et;0) y acetato de terc-butilo en exceso por 1 h, proceso que
derivo en el correspondiente éster terc-butilico. El resto de las transformaciones que dieron
lugar al hapteno ATX-dc, se realizaron de manera idéntica a la sintesis anteriormente
descrita de ATX-d. El rendimiento global del hapteno ATX-dc fue del 18% en cuatro etapas

sintéticas partiendo del N-metil aminoacido comercial de partida.

CH3
N\/\/COZtBu
HCI \\S\\
H3C b ©
- a 3L~ /\/\ t
H3C N/\/\COZH H CO,Bu ——
H 83% 25 53% F 26
NO,
C)
! H o CF3CO0O
c ‘N
43% )
15
S)
CF3COO tBUOzC/\/\N

HOZCMN Q@ Q A\i;k

Hapteno ATX-Dc ‘CF;CO,H

(a) CH3CO,'Bu, BF 3.Et,0, 9°C,1h;(b)FNBSO,CI,Et;N,CH,Cl, 0°C-t.a.;
(c)DIPEA;THF t.a., 5h;(d)TFA/CH,Cl, 1:1, t.a.1h.

Esquema 22. Ruta de sintesis para la obtencién del hapteno ATX-dc.
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Los datos espectroscopicos de RMN hapteno ATX-dc (28), mostraron caracteristicas senales
practicamente idénticas a las registradas para el hapteno ATX-d (22), con excepcion de una
sefial que presenta un desplazamiento a  2.79 ppm en RMN de 'Hy a 6 34.8 ppm en RMN
de 13C, atribuible al grupo metilo sobre el nitrégeno de la agrupacién sulfonamida.

La obtencion del hapteno ATX-dc (28), analogo estructural de la anatoxina-a
derivatizada con el reactivo de Sanger, cierra la primera etapa de investigacion conducente
a la obtencion de anticuerpos de alta sensibilidad hacia anatoxina-a derivatizada en

matrices acuosas.
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4.6. Perspectiva de trabajo

Toda vez que se alcanzaron los objetivos del primer ciclo de trabajo, dirigido a la
obtencién de anticuerpos de alta sensibilidad hacia un analito derivatizado, la cianotoxina
anatoxina-a; se pretende obtener bioconjugados proteicos, inmunorreactivos esenciales
que conducirdn a realizar, por un lado, un protocolo de inmunizacién en animales de
experimentaciéon que, eventualmente permitird acceder a sueros policlonales, y por
aplicacion de tecnologia de generacién de hibridomas, a anticuerpos monoclonales. Por
otro lado, los bionjugados proteicos también se empleardan como inmunorreactivos para el

desarrollo de una plataforma inmunoanalitica del tipo ELISA.
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5. CONCLUSIONES

Este trabajo de investigacidon fue orientado a obtener un analogo estructural o hapteno
de la biotoxina anatoxina-a sometida a un proceso de derivatizacién, meta a la cual se logré

acceder través de los siguientes objetivos particulares logrados:

a) La obtencién de anatoxina-a racémica como sal del acido trifluoroacético, se llevd
acabo en 9 etapas sintéticas obteniendo un rendimiento global alrededor del 32%,
todos los compuestos intermedios obtenidos asi como la (%)-anatoxina-a se

caracterizaron por RMN H, 13Cy experimentos de 2D-RMN.
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o Ph” "NH  OH PR™ N o4 OH
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4 N 7 0S0,CF, N 5
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94% 91 %
949
12 % 11 10 ’ 9
h) | 64% o
CF3CO,

H
Boc. H.
oc N [e) ,\i® O
Mcm _ MCHa
96%
13 14

a)BnNH,, MeOH, MW, 110 °C, 22 h. b) i) Hg(OAc), , THF/H,0, 0 °C, 1 h; ii) NaOH 3M, NaBH, c) Pd(OH),/C, Boc,0,AcOEt, H, 24h
d) DMP,CH ,Cl, , t.a, 4h. e) i. KHMDS, THF, -78 °C; ii. Reactivo de Comins f) Trimetilsililacetileno, PdCl,(Ph3),, Cul,Et3 N,DMF, t.a.,1 h.
g) K,CO3,MeOH, t.a. 1h. h)HgO, BF3EtO,CI;CCO,H cat,MeOH, t.a., 1h. i) TFA-CH,CI, 1h. ,t.a. 1h.

b) El proceso de derivatizacién de la anatoxina-a con el 1-fluoro-2,4-dinitrobenceno,
resulté en ésta etapa de investigacidn ser una estrategia exitosa. El proceso permitio
la obtencidn de la biotoxina derivatizada con rendimientos del orden del 80% en
periodos de reaccién relativamente cortos de alrededor de 30 minutos. Lo que
concluye que el reactivo de Sanger es altamente reactivo e idéneo como agente

derivatizante hacia la biotoxina.

40



Conclusiones

c) La obtencion del hapteno ATX-dc, se prepard en cuatro etapas de sintéticas con un

rendimiento global alrededor del 18.7 %.
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Hapteno ATX-Dc ‘CF3;CO,H 28

(a) CH3CO,'Bu, BF3.Et,0, 9°C,1h;(b)FNBSO,CI,EtzN,CH,Cl, 0°C-t.a.;
(c)DIPEA;THF t.a., 5h;(d)TFA/CH,Cl, 1:1, t.a.1h.
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6. EXPERIMENTAL

6.1 Reactivos, aparatos y técnicas generales

A los compuestos solidos que se obtuvieron se les determind el punto de fusién (Pf)
empleando un equipo Mel-Temp marca Thermo Scientific y se reportan sin correccién.

Los espectros IR-ATR de los productos obtenidos se realizaron en un espectro Varian
Modelo 640 FT-IR. Su intensidad se definié como d (débil), m (media) y f (fuerte).

La confirmacién de cada uno de los productos sintéticos se realizd6 por Resonancia
magnética nuclear (RMN H, RMN **F y RMN %3C), empleando disolventes deuterados. El
desplazamiento quimico (8) se expresa en ppm relativas al TMS en H y 13Cy en relacion al
CFCl; para '°F, se llevaron a cabo en un espectrémetro Bruker Avance DRX-400MHz. La
asignacion de sefiales de *Hy 13C de cada producto se atribuyeron gracias a experimentos
2-D RMN. Los patrones de acoplamiento se asignaron como: singulete (s), doblete (d), doble
de dobles (dd), doble de dobles doblado (ddd), triplete(t), doble triplete (dt), cuartete (c),
quintuplete (quint), multiplete (m).

La masa de los productos de cada reaccion se determiné por espectrometria de masas
de alta resolucién en un espectrometro de masas con trampa de iones marca Varian modelo
500-MS. Los resultados obtenidos se expresaron como relacién masa/carga (m/z).

A los solventes orgdnicos utilizados en cada una de las reacciones se les elimino la
humedad antes de emplearlos segun los procedimientos rutinarios de laboratorio. Los
reactivos empleados fueron marca Sigma Aldrich. La manipulacién de reactivos sensibles al
aire y/o humedad se realizé con atmosfera controla de N; anhidro, las canulas, el material
de vidrio y las jeringas utilizadas fueron secados en estufa a 130 °C.

Las reacciones que necesitaron asistencia de microondas se llevaron a cabo en un
reactor de microondas marca Anton Paar™ modelo Monowa Edu.

La evolucién de las diferentes reacciones se monitorearon por CCF empleando placas
de gel de silice con indicador de fluorescencia Merck 60 F254 de 0.25 mm. Para observar
los productos en CCF se utilizaron reveladores como: molibdato cérico amdnico acuoso,

solucidén etandlica de acido fosfomolibdico y empleando lampara de luz UV de 254nm.
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La separacion y purificacion de los productos de cada reaccion se hizo por columna
cromatografica en columna tipo flash con gel de silice Merck 60 (230-400 mesh) como fase

estacionaria, utilizando mezcla de solventes indicada segun el caso, como fase mévil.

6.2 Sintesis de anatoxina-a
R BnNH,, MeOH, MW, )
110 °C, 22 h. 8 °
7 4
93 % >

rac-(1R,8R,Z)-8-(Bencilamino)ciclooct-4-enol(5). Se prepard una disolucion de 303 uL

(2.4mmol) del epdxido 4 y 534puL (4.89 mmol) de bencilamina en 4.46 mL de MeOH con
agitacion y asistida por microondas. La reaccion se mantuvo por un periodo de tiempo de
22 h a 110 °C. Concluyendo el tiempo sefialado, se le retiro el disolvente y el residuo
obtenido fue sometido a un proceso de cristalizacién en frio con 15 mL Hexano, proceso
=que proporciono un sdlido de color blanco. El amino—alcohol (5) se obtuvo por filtracion
(359 mg, 70%). Al sobrenadante obtenido del filtrado se le elimind el disolvente y se purificd
mediante columna cromatografica, con una mezcla eluyente de CHClz y 5% de metanol, esto
permitid obtener amino-alcohol (5) adicional como un sélido blanquecino (522 mg, 23%),
proceso permitié elevar el rendimiento de (5) hasta un 93%.

Datos espectroscépicos de 5: pf 71°C, IR (ATR) vmax/cm1 3281d, 300d,2939d, 2907d,

2838d,1644d, 1497d, 1449m, 1012m, 973m,877d, 735.2f,696f, RMN-H (400 MHz, CDCls)
6=7.41-7.20 (m), 5.66 y 5.51 (m), 3.81y 3.67 (m), 3.35 (ddd), 2.62 (ddd), 2.39-2.09 (m), 2.24
(m), 2.16-1.44 (m), 2.05-1.41 (m); RMN-13C (75 MHz) 6=140.1, 130.7, 128.8, 128.2, 128.0,
127.3, 72.1 , 60.4, 53.1, 34.6, 32.7, 23.4, 23.1 EMAR (ES) m/z calculada de CisH21:NO
[M+H]+ 231.16, encontrada 231.19.
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VS

Ph NH OH 9
N 1). Hg(OAc), , THF/H,0,0°C, 1h Ph/\Ng ,~2\OH Ph/B\N 1 ,;OH
2). NaOH 3M, NaBH, 72@343 + 76 A S
5 85 % 6 7 O>:5o
H;C

rac-(1R,2R,6R)-9-Bencil-9-azabiciclo[4.2.1]nonan-2-0l(6). Se pesaron 164mg
(0.5146mmol) de Hg(OAc). posteriormente se adicionaron 2.6mL de una disolucién
THF-H,0 (1:1) a una temperatura de 0°C con agitacion constante. Posteriormente sobre la
mezcla de reaccion se adiciond lentamente por goteo una disolucién de 100 mg (0.434
mmol) del alcohol (5) en 857uL de tetrahidrofurano. La mezcla de reacciéon se mantuvo en
agitacion por 20 min, una vez transcurrido dicho tiempo se adicionaron 512 plL de una
disolucién 3 M de hidréxido de sodio, en seguida se agregd una disolucién de 19.7 mg (0.519
mmol) de NaBHs en 1.1 mL de NaOH 3 M. Las condiciones de reaccién se mantuvieron por
15 min controlando la temperatura a 0°Cy 15 min adicionales a temperatura ambiente. Una
vez se corroboro el termina de la reaccidn por CCF y se procedié a procesar el crudo de
reaccion. El cual comenzd separando la fase acuosa-orgdnica del mercurio metalico
formado por decantacién, posteriormente se le realizaron extracciones con Et;0. Los
volumenes de disolvente organico recuperados se trataron con solucion de NaCl saturada,
se secaron con Na;SOs y se les eliminé el disolvente.

El crudo procesado se purificé por columna cromatografica, empleando como fase
movil CHClz, proceso que permitié acceder al amino alcohol biciclico (6) como un aceite
(84.91 g, 84%).

Datos espectroscopicos de 6: IR (ATR) vmax/cm™ 3341m, 2925f, 1491d, 1452m, 1302d,

1053m, 1026m, 704m, RMN-1H (400 MHz, CDCls) &= 7.46—7.12 (m), 3.86 (ddd), 3.77 y 3.69
(m), 3.33-3.20 (m), 2.31y 1.46 ( m), 1.95-1.68 (m), 1.62-1.45 (m), 1.33-1.24 (m). RMN-3C
(75 MHz) 6= 141.6, 128.7, 126.8, 73.5, 68.6, 61.4, 61.2, 36.2, 33.5, 32.6, 22.5, 19.7 EMAR
(ES) m/z calculada para CisH21NO [M+H]* 231.16, encontrada 231.09.
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Continuando con la elucidn se obtuvo el hidroxi-acetato (7) como producto secundario de
reaccion (4.5 mg, 4%).

Datos espectroscdpicos de 7: RMN-1H (400 MHz, CDCl3) 6=7.34-7.18 (m), 5.23 (dt), 4.08

(ddd), 3.97 y 3.91 (m), 2.83 (m), 2.65 (m), 1.94 (s), 1.96y 1.78 (m), 1.98 y 1.83 (m), 1.96 y
1.74 (m), 1.88 y 1.77 (m); RMN- 13C (75 MHz) &= 170.9, 139.7, 128.3, 128.2, 127.3, 70.15,
68.5,56.4,54.5,52.1, 29.8, 26.5, 21.6, 21.50, 19.5

— Boc. 9
PPN o N, OH
Lb Pd(OH),/C, Boc,0 8 Sy
> 3
- AcOEt, Hy 1atm,24h 7 ° N—t
96 % 8

rac-(1R,6R)-2-ol-azabiciclo[4.2.1.]nonano-9-carboxilato de terc-butilo(8). A una
mezcla preparada con 131 mg (0.0.567 mmol) del alcohol biciclico (3) y 1.6 mL de Acetato
de etilo, se le adiciono 26.2 mg de Pd(OH); sobre carbono, seguido de la adiciéon de 1.13
equivalentes (148 mg, 0.624 mmol) de Boc;0 bajo presién de H, de 1 atmosfera con
agitacion vigorosa, la condiciones de reaccién mencionadas se mantuvieron durante 1 dia.
Concluyendo éste tiempo, la mezcla se diluyé con acetato de etilo y se filtré sobre tierra
diatomeas. El sobrenadante se procesé con 15 mL de una solucion saturada de bicarbonato
de sodio, posteriormente con salmuera y se secd con Na;S04, seguido de la eliminacion del
disolvente para su posterior purificacidon. Esta se realizd por columna cromatografica, con
mezcla eluyente Cloroformo-Metanol 9:1, proceso que permitié alcanzar como un aceite al

alcohol N-boc protegido (8) (123.8 mg, 96%).
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OH 1
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8 94% 9

rac-(1R,6R)-2-Oxo-9-azabiciclo[4.2.1]Jnonano-9-carboxilato de terc-butilo(9). Se
prepard una disolucion de 2 equivalentes molares (283 mg, 0.667) Periodinano Dess-Martin
comercial en 2.5 ml de diclorometano seco en atmosfera inerte de nitrégeno, con agitacion
vigorosa a una temperatura de 0°C, a la que posteriormente se adicioné una mezcla de 80.5
mg (0.452 mmol) del alcohol N-boc (8) y 2.5 mL de diclorometano, la mezcla de reaccion se
retird del bano frio y se mantuvo por 4 h en agitacion a temperatura ambiente. Al finalizar
este tiempo se adicionaron 4.1mL de disolucidon saturada de NaHCO3 y 4.1mL de disolucion
de NayS,03 para detener la reaccién llevando la temperatura a 0°C, estas condiciones se
mantuvieron por 20 min. A continuacion, la mezcla de reaccion se le agregd 20 mL de agua
para diluirla y realizarle extracciones empleando diclorometano, los volimenes
conjuntados se procesaron con solucién saturada de NaCl, se secaron con Na;SOa4 y se les
retiro el disolvente a presién reducida, el crudo de reaccidn procesado se purificd por
cromatografia en columna tipo flash, utilizando una disolucién de Hexano-acetato de etilo

9:1 como eluyente, obteniéndose la cetona (9) como un aceite (75.3mg, 94%).

Datos espectroscopicos de 9: IR (ATR) vmax/cm™ 2965d, 169m, 1688f, 1393f, 1345m,

1237d, 1168f, 101f, 926d,771m, RMN-'H(400 MHz, CDCl3) 6= 4.56-4.16 (m), 2.57—2.45 (m),
2.40-2.25 (m), 2.25-2.06 (m), 1.96-1.86 (m), 1.81-1.61 (m), 1.47-1.45 (s). RMN-13C (75 MHz,
CDCl3) 6= 215.3, 153.4, 80.4, 6521, 56.5, 41.9, 33.1, 30.1, 28.7, 26.6, 19.5. EMAR (ES) m/z
calculada para Ci3H21NOs3 [M+H]+ 239.15, encontrada 229.28
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Boc\N Boc. ¢
0O ., OSO,CF;
% i. KHMDS, THF, -78 °C_ Zb\z
ii. Reactivo de Comins 7776 \ 43
9 90 % 10

rac-(1R,6R)-2-(((Trifluorometil)sulfonil)oxi)-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-eno-9-carboxilat
o de terc-butilo(10). Se prepard una mezcla de reacciéon con 108.6 mg (0.441 mmol) del
compuesto carboxilico (9) y 5.7 mL de tetrahidrofurano como disolvente en atmosfera de
nitrogeno. La mezcla se llevd a una temperatura de -78°C empleando bafio de hielo
seco/acetona para adicionarle por goteo lento 2.1 equivalentes molares (1.77 mL, 0.882
mmol) de KHMDS 0.5 M en tolueno; se mantuvieron las condiciones de reaccién durante
1.5 hy después se agregaron 2.4 equivalentes molares de (432 mg, 1.1025) del reactivo de
Comins disueltos en 0.5 mL de tetrahidrofurano. La mezcla de reaccion se agité por 60 min
manteniendo las condiciones de reaccion sefialadas con anterioridad. Con el objeto de
detener la reaccién la mezcla de reaccién se llevd a una temperatura de a 0°C y se
adicionaron 1.5 mL de una disolucién saturada de NH4Cl frio (0°C), posteriormente se le
agregaron 15 mL de agua para diluirla mezcla de reaccién vy facilitar las extracciones con
Acetato de etilo realizadas a continuacidn, las fases organicas resultantes se procesaron con
solucidén saturada de NaCl, se secaron con Na;SO4 anhidro y se les eliminé el disolvente, el
crudo procesado fue purificado por cromatografia en columna tipo flash, empleando como
mezcla de elucion hexano—AcOEt 8:2, para conseguir el triflato (10) (148.3mg, 91%) con

consistencia aceitosa.

Datos espectroscépicos de 10: IR (ATR) vmax/cm™ 2925d, 2354m, 1693m, 1415m,

1246d, 1167d, 1140m, 1024d, 527f, RMN-H (400 MHz, CDCl3) 6= 5.78-5.74 (m), 4.56 (m),
4.43-4.21 (m), 2.23(m), 2.22-1.65 (m), 2.05 (m), 2.03-1.68(m), 1.46 ( s); NMR-13C (75 MHz,
CDCl3) & 154.5, 153.3, 120.4, 116.3, 80.2, 58.7, 54.6, 32.5, 31.2, 30.6, 28.2, 19.4 ; RMN-'°F
(282 MHz, CDCl3) 6-74.6 (s). EMAR (ES) m/z calculada para CiaH20F3NOsS [M+H]+ 371.10,
encontrada 371.04
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rac-(1R*,6R*)-2-((Trimetilsilil)etinil)-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-eno-9 carboxilato de
terc-butilo(11). Se preparé una disolucion con 72.4 mg (0.194mmol) del enol triflato (10),
13.6 mg (0.094 mmol, 10% mol) de cloruro de paladio bistrifenilfosfina (PdCl>(PPhs);) y 1.84
mg (0.0097 mmol, 5% mol) de ioduro cuprico (Cul) como cocatalizador y 1 mL de
dimetilformamida (DMF) como medio de reaccién bajo atmosfera de Nz, a la que
posteriormente se le adicionaron 4.1 equivalentes molares (109uL, 0.776 mmol) de
trimetilsililacetileno comercial, la mezcla de reacciéon se sénico para desgasificar con
corriente de N, posteriormente se le agregaron 3 equivalentes (84 uL) de trietanolamina
como base nitrogenada, la mezcla de reaccién se mantuvo en agitacidon a temperatura
ambiente por 1h. El término de la reaccion se confirmé por CCF, al crudo de reaccién se le
agregaron 10 mL de agua y se le sometid a un proceso de extraccién con éter etilico, las
fases orgdnicas resultantes fueron procesadas con cloruro de litio acuoso al 1.5%, disolucién
acuosa saturada de NaCl y se secaron con Na»SOs. El crudo procesado se le elimind el
solvente y se purificd por cromatografia en columna tipo flash, utilizando como mezcla
eluyente hexano-AcOEt 8:2, para acceder al enino trimetilsililado (11) (61 mg, 92%) como

un aceite.

Datos espectroscdpicos de 11: RMN-'H (400 MHz, CDCls) 6= 6.13 (m), 4.57 (m),

4.41-4.09 (m), 2.25-2.14 (m), 2.22-1.87 (m), 2.16-1.62 (m), 2.11-1.73 (m), 1.48 (s), 0.17( s);
NMR-13C (75 MHz, CDsCl) §=153.5, 138.1, 131.6, 106.4, 92.4, 79.5, 59.6, 55.5, 31.6, 31.2,
28.7,28.3,24.4,0.16
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rac-(1R,6R)-2-Etinil-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-ene-9-carboxilato de terc-butilo(12). Se
preparé una disolucién con 5.0 equivalentes (216 mg, 1.569 mmol) K2CO3 y de 3.9 mL de
MeOH y se agregaron al matraz de reaccion que contenia 100.8 mg (0.314 mmol) del
compuesto trimetilsililado (11) en presencia de atmdsfera de nitrégeno, esta mezcla de
reaccion se agité a temperatura ambiente y el desarrollo de la misma se siguié por CCF. Una
vez transcurrieron 60 minutos se observé el término de la misma, a la mezcla de reaccion
se le agregaron 30 mL de agua, para posteriormente realizar extracciones utilizando
diclorometano, las fases orgdnicas se procesaron con solucién saturada de NaCl, se secaron
con NaxS04 y se les elimino el disolvente, el residuo obtenido se purificé por cromatografia
en columna tipo flash, utilizando como mezcla eluyente hexano-AcOEt 8:2, proceso que

permitio acceder al enino (12) (73.5mg, 94%) como un aceite amarillo claro.

Datos_espectroscépicos de 12: RMN-'H (400 MHz, CDCl5) & 6.15 (dd), 4.57 (m),

4.41-4.16 (m), 2.89-2.86 (s), 2.26 (m), 2.21-2.14 (m), 1.93-1.83(m), 1.72-1.61 (m), 1.45 (s);
NMR-13C (75 MHz, CDsCl) 6= 155.5, 138.4, 130.2, 85.1, 79.6, 76.2, 60.2, 55.4, 31.7, 31.1,
29.3,28.5, 24.5.
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rac-(1R,6R)-2-Acetil-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-en-9-carboxilato de terc-butilo(13).

A una disolucion preparada con 76 mg (0.1464 mmol) del enino conjugado (12) y 0.5
equivalentes de HgO (15.8 mg, 0.073 mmol) en 642uL de MeOH anhidro utilizando N» para
generar atmdsfera inerte, se le adiciond por goteo lento una mezcla preparada con 1.4 mg
de C:HCI30;, 35 uL de eterato de trifluoruro de boro en 1,9 mL de metanol. La mezcla de
reaccion resultante se mantuvo a temperatura ambiente y con agitacion por 1 h. Al
transcurrir este tiempo se agregaron a la mezcla de reaccién 310 plL de agua destilada y se
mantuvo la agitacién por 15 min mas. Concluyendo el tiempo mencionado, sobre la mezcla
de reaccidn se vertieron 10 mL de agua fria y 5 mL de disolucién saturada de NaHCO3, para
posteriormente realizar extracciones con diclorometano, las fases orgdnicas resultantes se
procesaron con solucion de cloruro de sodio saturada, se secaron con Na;SOs y se les
elimind el disolvente proporcionando un residuo aceitoso que fue purificado por columna
cromatografica, utilizando Hexano—AcOEt 8:2 como mezcla eluyente, proporcionando la

anatoxina-a N-Boc protegida (13) (24.3 mg, 64%) como un aceite .

Datos espectroscopicos de 13: IR (ATR) vmax/cm-12978.2d, 2925.6d, 2853.5d,1690.7m,

1662.8m, 1404.6m, 1390.2m, 1363.2m, 1337.4m, 1231.2m, 1168.3m, 1108.2m, 991.4d;
NMR-H (400 MHz, CDCls) 8= 6.83 (m), 5.14 (m), 4.47-4.26 (m), 2.55-2.41 (m), 2.26 (s),
2.21-2.2 (m), 1.65-161 (m), 1.35 (s); RMN-13C (75 MHz, CDCl3) & 197.6, 150.4, 142.4, 141.0
(C-3),79.8, 55.8, 53.0, 31.4, 30.4, 29.4, 28.7 y 28.4, 25.2, 24.1.
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Trifluoroacetato de rac-(1R,6R)-2-acetil-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-en-9-io(14). La
mezcla de reaccién preparada con 18.0 mg (0.0678 mmol) de anatoxina-a N-Boc protegida
(13) y 1.1 ml de una disolucién 1:1 de TFA—CH,Cl, con atmosfera de Nitrégeno se agité a
temperatura ambiente, el desarrollo de la reaccion se siguié por CCF, se determind el final
de esta después de 1 h de reaccién para asi eliminar el exceso de disolvente, procedimiento

que permitid acceder a la sal de anatoxina-a del acido trifluoroacético (14) (25.3 mg, 96%).

Datos espectroscépicos de 14.- IR (ATR) vmax/cm™ 2956.8d, 2924.1d,1664d, 2337.4d,

1429d, 1362d, 1134f,796m, 706m, 709m; RMN-1H (400 MHz, CDCls) 6=7.14 (m), 5.28-5.15
(m), 4.29 (m), 2.64-2.51 (m), 2.51-2.33 (m), 2.29 (s), 2.24-2.12 (m), 2.0-1.78 (m); RMN-13C
(75 MHz, CDCls) 6= 196.8, 161.2, 146.2, 144.3, 58.8, 52.5, 30.3, 27.9, 27.6, 25.1, 23.3.
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rac-1-((1R,6R)-9-(2,4-dinitrofenil)-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-en-2-il) etan-1-ona(16). Se
preparé una disolucién con 13 mg (0.0429 mmol) de la sal de anatoxina-a (15) y 1mL de
tetrahidrofurano anhidro a 0°C en atmosfera inerte de N, a la que se le adicionaron
lentamente por goteo 1.1 equivalentes de diisopropilamina (8.26 uL,0.0472 mmol), con
agitacion continua. Transcurridos 5 min, el matraz de reaccién se llevé a temperatura
ambiente y a la mezcla de reaccidn se le adicionaron 1.4 equivalentes (7.6 pug, 0.061 mmol)
del agente derivatizante FDNB, en continua agitacién por 30 min. Al matraz de reaccién se
le agregaron 10 ml de agua y se realizaron extracciones utilizando diclorometano, los
volumenes de disolvente colectados se trataron con disolucion de NaCl saturada, se secaron
utilizando Na;S04 como agente desecante y se les retiro el disolvente, el producto residual
se purificé por columna cromatografica, empleando como mezcla eluyente hexano-AcOEt
8:2, para dar lugar a la anatoxina-a N-dinitroaril (15) (11.4 mg, 80%) como un aceite

amarillento.

Datos espectroscépicos de 15: IR (ATR) vmax/cm-* 292.4d, 1652.2m, 1601f, 1577.7m,

1526.1m, 1496.4f, 1316.3f, 1285.1m, 1265m, 1255.2m, 1227.4m, 1144.7m, 950.1m,
909.5m, 829.3m, 742.4f; RMN-1H (400 MHz, CDCl3) 6= 8.49 (d), 8.11 (dd), 6.93 (m), 6.79 (d),
5.33 (aparente d), 4.32 (m), 2.42-2.26 (m), 2.34 (s), 2.35y 1.83 (m), 2.31 y 1.75 (m),
1.86-1.74 (m); RMN-13C (75 MHz, CDCl5) 6= 198.4,145.2, 144.1, 136.4, 136.2, 127.6, 123.4,
118.3,58.6,57.7,31.3, 30.8, 28.9, 25.3, 24.7
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6.3 Sintesis del hapteno de anatoxina-a derivatizada
6.3.1. Ensayos de derivatizacidon de anatoxina-a con el reactivo de Sanger

Los ensayos de derivatizacidon se realizaron con anatoxina-a como sal del acido
trifluoroacético (120 ppm) en medio acuoso amortiguado por Buffer de Boratos 0.1 M a pH
9.6, 5.0 equivalentes de reactivo de Sanger y Acetonitrilo 50%, la reaccion se monitoreo
empleando un Cromatografo Liquido HPLC Shimadzu modelo LC20-AT. Se empled una
columna Ultra C18 (250 x 4.6 mm, 5um de tamafio de particula) de Restek y la fase movil
consistié en acetonitrilo: agua (80:20). El volumen de inyeccion fue 20ulL y un flujo de

0.8mL/min; tras transcurrir 15 min de reaccidn se consumio casi en su totalidad la sal de

anatoxina-a.

Max hilensty . 763285

AL
Detector A 227nm| Tme 31207 hten 0,959

natoxing-8 13101963 kcd

b)

Figura 10. Cromatogramas de evolucién de derivatizacién de anatoxina-a, a) inicio de reaccion

y b) final de reaccion de derivatizacion
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6.3.2 Sintesis del hapteno ATX-d

0
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84%

acido 4-(((benciloxi)carbonil)amino)butanoico(16). Se colocaron 521 mg (4.87 mmol)
de acido y-aminobutirico comercial en matraz de reaccidén a 0°C, posteriormente se
adicionaron por goteo lento 2.6 mL de una disolucion 2 M de hidréxido de sodio
manteniendo agitacién. En seguida, se adiciono 1.2 equivalente (767 pL, 5.34 mmol) de
cloroformiato de bencilo lentamente manteniendo baja la temperatura en el medio de
reaccion. Durante los primeros 15 min de reaccidn el pH se mantuvo con un valor cercano
a 10 mediante la adicion de NaOH en solucién 3M. Cuando el pH se mantuvo constante, la
reaccion se llevd a temperatura ambiente por un lapso de tiempo de 4.5 h. Una vez
transcurrid el tiempo mencionado, a la mezcla de reaccion se le realizaron 2 extracciones
con Et;0 vy la fase acuosa obtenida se llevé a 0°C, llevandola a valores de pH entre 1-2,
empleando una disolucion de HCI 6M. A la suspensidn acida obtenida se le agregd NaCl
hasta su saturacidn y posteriormente se le realizaron extracciones con AcOEt; las fases
organicas obtenidas se procesaron con salmuera, Na;SO4 y se les retiro el disolvente, al
producto resultante se le hicieron lavados con éter dietilico, como resultado de este
procedimiento se obtuvo el 4cido N-Cbz protegido (16) como un sélido blanquecino (976
mg, 84%). Las propiedades fisicas y datos espectroscopicos del compuesto generado

concuerdan con los reportados con anterioridad (CAS No. 5105-78-2).%5°7
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4-(((Benciloxi)carbonil)amino)butanoato de terc-butilo(17). A una disolucion
preparada a partir de 934 mg (3.88 mmol) del aminoacido (16) y 0.14 equivalentes molares
(59 mg, 0.466 mmol) de DMAP y 5.3 mL de diclorometano anhidro, se le agregaron 3.5
equivalentes (1.3 mL, 13.9 mmol) del alcohol terc-butilico en atmosfera de N,. La mezcla de
reaccidon resultante se llevd a 0°C con bafio de hielo, para agregarle posteriormente
lentamente por goteo y en presencia de agitacion vigorosa, 4.2 mL de una mezcla preparada
con 1.15g (1.4 equivalentes, 5.8 mmol) de DCCy CH,Cl,. Las condiciones antes mencionadas
se mantuvieron por 0.5 h para posteriormente llevarla a temperatura ambiente para que
procediera por 15 h adicionales, el final de la reaccidn se comprobé por CCF. Una vez
terminada la reaccidén, esta se filtré para la separacién un sélido formado, empleando
diclorometano para realizar varios lavados, el filtrado posteriormente se lavd con 25 mL HCI
1 M frio, seguido de un lavado una disolucién de NaCl saturada, uno mas con disolucién de
NaHCOs al 5% y finalmente uno mas con salmuera. Por ultimo la mezcla anterior se secé
con NazSO0s anhidro y se le retiro el disolvente a baja presion. El producto resultante se
purificé en cromatografia en columna tipo flash, hexano—AcOEt (8:2) como fase mouvil,
proceso que permitié acceder el éster (17) (686.0 mg, 60%). El producto fue caracterizado
por RMN vy los datos obtenidos concuerdan con los reportados con anterioridad en la

literatura para este compuesto (CAS No. 5105-79-3).96:%7
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4-Aminobutanoato de terc-butilo (18). Se prepard una mezcla de reaccién entre 44 mg
de Pd/C al 10% como catalizador, 403.2 mg (1.34 mmol) del éster (17), y 3. 7 mL de MeOH
como medio de reaccién, bajo presion de 1 atmosfera de H, a temperatura ambiente, la
evolucién de la reaccidn se monitoreo por CCF, donde se aprecio el término de la misma
después de 1 h. Una vez la reaccidn llegd a su término, se filtrd a través de diatomita para
retirar el catalizador y al filtrado se le eliminé el disolvente a vacio, con cuidado de no
evaporar la amina, procedimiento que permitié acceder a la amina libre (18) (202.8 mg,
93%). Debido a que la amina resultante, presenta alto grado de inestabilidad, se empleé en
la siguiente etapa sintética sin realizarle algun proceso de purificacion. Sus datos
espectroscépicos concuerdan con los previamente reportados en la literatura (CAS No.

50479-22-6).97
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4-((4-Fluoro-3-nitrofenil)sulfonamido)butanoato de terc-butilo (19). Se prepard una
disolucién entre 103 mg (0.635 mmol) éster terc-butilico (18) y 1.4 equivalentes (168 mg,
0.645 mmol) del Cloruro de 4-cloro-3-nitrobenceno-1-sulfonilo en Diclorometano a
temperatura de 0 °C, para posteriormente adicionar lentamente por goteo 1.3
equivalentes(96 uL, 0.649 mmol) de EtsN en presencia de atmdsfera inerte de nitrégeno.
La reaccidn transcurrié por 15 min a 0°Cy el tiempo restante a temperatura ambiente. Una
vez finalizada la reaccién lo cual se comprobd por CCF, a la reaccién se le agregaron 20 ml
de agua y se le realizaron extracciones con Acetato de etilo, para después a los volumenes
de disolvente colectados procesarlas con salmuera, Na;SO4 y finalmente eliminarles el
disolvente por evaporacion a vacio. Dicho proceso proporciono un residuo amarillo que fue
purificado por cromatografia en columna tipo flash, la mezcla eluyente utilizada fue
hexano-AcOEt 8:2. Todo lo anterior permitié acceder a la amida sulfonica (19) (138 mg, 63%)
como un solido amarillento, ademas del compuesto formado por reacciéon de sustitucion

doble (20) (58 mg, 26%).

Datos espectroscépicos de 19: RMN-1H (400 MHz, CDCls) 6= 8.53 (dd,), 8.15 (ddd), 7.47

(dd), 5.43 (t), 3.1 (td), 2.27 (t), 1.79 (quint), 1.41 (s); RMN-13C (75 MHz, CDCls) 8= 173.4,
159.5, 155.6, 137.5, 137.5, 134.5, 120.0, 81.4, 42.6, 32.5, 28.1, 24.4; RMN-°F (282 MHz,
CDCl5) 6 -110.73 (s).

Datos espectroscépicos de 20: RMN-'H (400 MHz, CDCls5) 6= 8.65 (d), 8.44 (t), 7.84 (dd),

7.03 (d), 4.85 (t), 3.44 (m), 3.03 (td), 2.37 (t), 2.3 (t), 2.02 (dt), 1.75 (dt), 1.45 y 1.41 (s);
RMN-13C (75 MHz, CDCl3) 6= 172.4y 172.3, 147.6, 133.7, 131.2, 127.4, 126.6, 114.8,81.3 y
81.4,42.6,42.5,32.6,32.5,28.1y 28.4,24.7, 24.3.
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rac-4-((4-((1R,6R)-2-Acetil-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-en-9-il)-3-nitrofenil)sulfonamido)-

butanoato de terc-butilo (21). Se montd en un matraz de reaccion una solucion de 1.1
equivalente (66.5 mg, 0.246 mmol) anatoxina (15) como sal y 1.6 mL de Tetrahidrofurano
a temperatura baja con bafo de hielo y atmosfera inerte de N3, a esta se le adicionaron por
goteo lento 1.2 equivalentes (49 uL, 0.274 mmol) de DIPEA. La mezcla de reaccidn
resultante se agito durante 5 min manteniendo la temperatura antes mencionada,
posteriormente se agregd lento manteniendo agitacién vigorosa una mezcla formada de
1.5 equivalentes (116 mg, 0.352 mmol) del éster (20) y 1.6 mL de THF. La reaccidn anterior
finalizé en 3 h comprobdndose por CCF. El crudo de la reaccién se le retiro el disolvente y
se le agrego 10 mL de una mezcla de diclorometano y agua, posteriormente se le realizaron
extracciones con el mismo solvente organico, las fases organicas fueron colectadas y
tratadas con salmuera, Na;SO4 para en seguida eliminar el disolvente con rotavapor a baja
presidn, resultando un aceite amarillo, el cual se purificd por columna cromatografica, con
hexano—AcOEt (8:2) como mezcla eluyente, permitiendo acceder al derivado de anatoxina-a

(21) como un aceite amarillento (74.6 mg, 68%).
8

Datos espectroscopicos de 21: RMN-H (400 MHz, CDCls) 6= 8.04 (d), 7.65 (dd), 6.96 (t),

6.77 (d), 5.26 (m), 4.87 (t), 4.25 (m), 2.96 (td), 2.49-2.36 (m), 2.33 (s), 2.31y 1.80 (m), 2.25
(t), 2.25y 1.77 (m), 1.84-1.72 (m), 1.76 (m), 1.39 (s); RMN-13C (75 MHz, CDCl5) 6= 198.3,
173.5, 145.4, 144.2, 141.4, 137.2, 131.2, 126.7, 126.3, 119.2 , 81.2, 58.4, 57.5, 42.6, 31.4,
31.0, 30.6, 28.1, 28.6, 25.5, 24.6, 24.3
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trifluoroacetato del dcido rac-4-((4-((1R,6R)-2-acetil-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-en-9-il)-
3-nitrofenil)sulfonamido)butanoico (Hapteno ATX-d, 22). Se preparé una mezcla de
reaccion a partir de 32 mg (0.062 mmol) del derivado de anatoxina(21) y 1.2 mL de una
disolucion 1:1 de acido trifluoroacetico—CH,Cl;, la mezcla de reaccién se mantuvo a
temperatura ambiente con agitacién continua, el final de la reacciéon se comprobd por CCF
después de 1 h, a la mezcla de reaccion se le retiro el exceso de acido trifluoroacetico y el
disolvente a baja presidn, permitiendo alcanzar el derivado carboxilico de anatoxina-a (22)

con consistencia aceitosa de color café (23.1 mg, 73%).

Datos espectroscépicos de 22: RMIN-'H (400 MHz, CDCls) 6= 8.04 (d), 7.64 (dd), 6.92 (t),

6.79 (d), 5.23 (m), 4.21 (m), 3.11 (t), 2.48-2.33 (m), 2.37 (t), 2.35 (s), 2.33 y 1.89 (m), 2.24 y
1.73 (m), 1.83-1.77 (m), 1.81 (m); RMN-13C (75 MHz, CDCls) 6= 199.1, 178.0, 145.2, 144.6,
141.5, 137.6, 131.3, 126.5, 126.2, 119.0, 58.3, 57.2, 42.3, 31.3, 30.7, 30.6, 28.6, 25.5, 24.4,
24.3; RMN-15F (282 MHz, CDCl3) & —76.6.
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rac-1-((4-((1R,6R)-2-Acetil-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-en-9-il)-3
nitrofenil)sulfonil)pirrolidin-2-ona(23). Se prepard una mezcla de reacciéon con 1.6 eq (5.1
mg, 0.047 mmol) de NHS, 1.6 eq. (8.22 mg, 0.047 mmol) de EDC-HCl en 816 plL de
diclorometano y 14 mg (0.028 mmol) del dcido de anatoxina-a (22) en presencia de
atmosfera de Nitrégeno con agitacidon continua a temperatura ambiente. El final de la
reaccion se confirmd por CCF en 17 h, a la mezcla de reaccién se le adiciono CH,Cl, como
diluyente, para posteriormente tratar con 2.5 mL de solucién sobresaturada de NH4Cl para
realizarle extracciones utilizando diclorometano. Las fases organicas recuperadas se
trataron salmuera, Na;SOs como agente desecante y se les elimind el disolvente dando
como resultado un aceite incoloro, que fue purificado en columna cromatografica con
cloroformo como eluyente, para alcanzar N-acilsulfonamida de anatoxina-a (23) (8.6 mg,

84%)

Datos espectroscdpicos de 23: RMIN-1H (400 MHz, CDCls) & 8.15 (d), 7.86 (dd), 6.89 (t),

6.74 (d), 5.23 (m), 4.25 (m), 3.86 (t), 2.44 (t), 2.42-2.25 (m), 2.35 (s), 2.30-1.85 (m), 2.27—
1.75 (m), 2.07 (quint), 1.81-1.75 (m); RMN-13C (75 MHz, CDCls) 6= 198.1, 173.5, 145.3,
144.4,142.5,137.1, 132.5,127.4, 124.3,118.2, 58.2, 57.3, 47.6, 32.1, 31.3, 31.2, 28.2, 25.6,
24.3,18.1
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6.3.3 Sintesis del hapteno ATX-dc
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4-(Metilamino)butanoato de terc-butilo(25). Se preparé una disolucién con 1.2 g (7.81
mmol) del reactivo comercial clorhidrato del acido 4-(metilamino)butirico y 19 equivalentes
(16.8 mL, 119.52 mmol) de acetato de terc-butilo en atmosfera de Nitrégeno. La disolucion
de reaccidn se enfrié a 10°C. Después, se agregd por goteo lento y manteniendo agitacion
6.1 equivalentes (5.6 mL, 39.57 mmol) de BFs-Et;0, la reaccién se monitoreo por CCF y se
aprecio el consumo el producto de partida después de 1 h. Una vez terminada la reaccion
se diluyo con 15 ml de agua, se separaron la fase la orgdnica y acuosa a esta se realizaron
2 extracciones con volumenes de 15 mL de agua respectivamente. Las fases acuosas fueron
colectadas y llevadas a pH bdsico por adicién de 15 mL de una solucidon de Hidrdxido de
sodio 5M. Enseguida se le realizaron 3 extracciones con Diclorometano, las fases organicas
colectadas se sometieron a un tratamiento con salmuera, Na;SOs y se les retiro
cuidadosamente el disolvente para evitar la volatilizaciéon del producto, obteniendo el éster
de la N-metilamina (25) (941. mg, 84%) como un aceite amarillento y sus respectivos datos
espectroscépicos concuerdan con los reportados con anterioridad en la literatura (CAS No.

1246527-48-9).%
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4-((4-Fluoro-N-metil-3-nitrofenil)sulfonamido)butanoato de terc-butilo(26). En un
matraz de reaccidn se prepard una mezcla entre 74.6 mg (0.428mmol) de la metil amina
(25) y 1.2 eq (123 mg, 0.453 mmol) del 4-cloro-3-nitrobenceno-1-sulfonilo y 1.5 mL de
diclorometano en bafio de hielo a 0°C en atmosfera de nitrégeno, a la mezcla anterior se le
agregaron por goteo lento 8.4 pL (0.63 mmol, 1.4 equivalentes) de trietanolamina (Et3N).
Después de 15 min de reaccion, la temperatura de la misma se llevé a temperatura
ambiente para que continuara la reaccién, el final de la misma se verificd después de 1 h
con CCF, la mezcla de reaccién se le agregd agua para diluirla y se le realizaron 3
extracciones con 15mL de Acetato de Etilo. Los volumenes de disolvente conjuntados se
trataron con salmuera, secaron sobre Na;SOa y se les retird el disolvente a baja presidn, el
residuo, se purificé por cromatografia en columna tipo flash, utilizando como mezcla
eluyente hexano-AcOEt 8:2, lo que permitié acceder la sulfonamida de terc-butilo (26) (82

mg, 52%) como un sélido amarillento.

Datos espectroscépicos de 26: RMN-H (400 MHz, CDCl3) &= 8.44 (dd), 8.06 (ddd), 7.46

(dd), 3.13 (t), 2.76 (s), 2.30 (t).
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Experimental

© CHj;
CF;COO O\ /N \/\/COZtBU tBUO C/\/\N

N\
NN Sy
H Q 0 DIPEA, THF
N\
F
* ta. 5h

NO, 43%
15 26

rac-4-((4-((1R*,6R*)-2-Acetil-9-azabiciclo[4.2.1]non-2-en-9-il)-N-metil-
3-nitrofenil)sulfonamido)butanoato de terc-butilo(27). Se prepard una disolucién con
trifluoroacetato de anatoxina-a (15) y 600 uL de Tetrahidrofurano bajo atmosfera de
nitrégeno a 0°C, a la que se le agregd por goteo lento 16 uL de DIPEA (0.092 mmol, 1.2
equivalentes). Posteriormente el matraz de reaccion se retiré del bano frio para adicionarle
por goteo lento 1.5 eq (39.86 mg, 0.112 mmol) de la sulfonamida (26) en 500 uL de THF. El
término de la reaccion se alcanzd después de 5 h y se verificd con CCF, a la mezcla de
reacciéon se le retird el disolvente y el producto resultante se purifico por columna
cromatografica, con una mezcla eluyente de hexano—AcOEt 8:2, lo que permitié recuperar
por orden de elucién el compuesto (26) sin reaccionar, seguido de la anatoxina-a

sulfonamidica (27) (16.4 mg, 43%) como un producto aceitoso amarillento.

Datos espectroscdpicos de 27: RMN-1H (400 MHz, CDCls) 6= 7.96 (d), 7.54 (dd), 6.95-

6.98 (m), 6.73 (d), 5.23 (d), 4.23 (m), 3.01(t), 2.71 (s), 2.42-2.26 (m), 2.35 (s), 2.32-2.27 (m),
2.30y 1.85 (m), 2.27 y 1.76 (m), 1.85-1.77 (m) 1.81-1.75 (m), 1.43 (s); RMN-13C (75 MHz,
CDCls) 6= 198.1, 172.4, 145.3, 144.6, 141.4, 137.5, 131.2, 126.3, 125.2, 119.3, 80.6, 58.1,
57.3,49.5,34.7,32.4,31.6, 30.7, 28.6, 28.1, 25.7, 24.5, 23.1
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C)
O\\s”o | 0, CF,C0O0
Bu0,C” Q 0 HOCT2 TN N7
CHs N CHs
t.a., 1h
27 93%

trifluoroacetato del acido rac-4-((4-((1R*,6R*)-2-acetil-9-azabiciclo[4.2.1] non-2-en-9-
il)-N-metil-3-nitrofenil)sulfonamido)butanoico(hapteno ATX-dc 28). Se prepard una
mezcla de reaccidn entre 23.4 mg (0.031 mmol) de la sulfonamida de anatoxina-a (27)y 1.2
mL de una disolucién 1:1 de TFA:CH.Cl; a temperatura de laboratorio con agitacién
continua en presencia de atmosfera de Nitrégeno, la evolucién de la reaccién se monitoreo
por CCF, donde se logré apreciar el final de la reaccién en tan solo una hora. La mezcla del
acido y CHyCl; fueron retiradas de la mezcla de reaccién con rotavapor y baja presién,
permitiendo la obtencidn de la anatoxina-a derivatizada (28) como sal, como un aceite de

color marrén (16.3 mg, 93%).

Datos espectroscépicos de 28: RMN-1H (400 MHz, CDCls) 6= 7.95 (d), 7.54 (dd), 6.97-

6.91 (m), 6.76 (d), 5.23 (d), 4.23 (m), 3.05 (t), 2.72 (s), 2.45 (t), 2.42—2.26 (m), 2.35 (s), 2.32
y 1.84 (m), 1.91-1.74 (m), 1.84-1.71 (m); RMN-13C (75 MHz, CDCls) 5= 198.3, 182.2, 145.7,
144.2,141.5,137.3, 131.2, 126.4, 125.1,119.2, 58.2, 57.3, 49.6, 34.8, 31.2, 30.7, 30.5, 28.6,
25.5, 24.4, 22.5; 1F-RMN (282 MHz, CDCls) 6= -76.32 (s).
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Anexos

(*H-RMN, 300 MHz CDCl3)
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Anexos

(13C-RMN, 75 MHz CDCls)
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(*H-RMN, 300 MHz CDCI3)
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Anexos

(13C-RMN, 75 MHz CDCI3)
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Anexos

(HSQC, *H/3C CDCls)
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Anexos

(COSY, 300 MHz CDCls)

87

5S> =2 om s wmo B

f1 (pPm)

wv

v 0 G FER

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f2 (ppm)




Anexos

(*H-RMN, 300 MHz CDCl3)

S'S 09 S'9 0L S/

(wdd) 13
0z %4 0€ S 0t S 0's

ST

0T

1]

9.06%

“y

Boc

“OH

—7.26 Chloroform-d

4.30
4.28
4.26

4.18
j4.16
Z2-4.14
5 4.08
\4.07

4.05

3.98

3.97
3.96

231
=227
223
—2.05

1.90
2184
—1.77

147
145

~1.34
~1.25

0002-
000T-

0002

000€

000t

000S

0009+

000£

0008 -

0006 -

0000T

000TT

0002CT

000€ET

000T

000ST —

0009T

000£T A
0008T -
0006T
0000z -

88



Anexos

(COSY, 300 MHz CDCls)
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Anexos

(13C-RMN, 75 MHz CDCls)
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Anexos

(COSY, 300 MHz CDCls)
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Anexos

(HSQC, *H/3C CDCls)
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Anexos

(13C-RMN, 75 MHz CDCls)
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(*F-RMN, 282 MHz CDF3)
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Anexos

(COSY, 300 MHz CDCls)
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Anexos

(DEPT, 75 MHz CDCls)
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Anexos

(HSQC, 'H/13C CDCl3)
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Anexos

(*H-RMN, 300 MHz CDCls)
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Anexos

(13C-RMN, 75 MHz CDCls)

~oog

13

N\

0/1
SL

——138.00

(wdd) 14
00T OTT 0eI
1

06
L

08

77.16 Chloroform-d

T ——59.82
1 ——55.61

09

0S

- SI.UL

1 §.28.65 \
28.60

0€

0t

o 4 —o0.15

0T-

102



Anexos

(COSY, 300 MHz CDCls)
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Anexos

(DEPT, 300 MHz CDCls)
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Anexos

(HSQC, *H/*3C CDCls)
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Anexos

(*H-RMN, 300 MHz CDCls)
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Anexos

(13C-RMN, 75 MHz CDCls)
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Anexos

(COSY, 300 MHz CDCl3)
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Anexos

(HSQC, *H/3C CDCl3)
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Anexos

(DEPT, 75 MHz CDCls)
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Anexos

(*H-RMN, 300 MHz CDCl3)
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Anexos

(13C-RMN, 75 MHz CDCls)
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Anexos

(DEPT, 75 MHz CDCls)
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Anexos

(HSQC, H/13C CDCls)
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Anexos

(*H-RMN, 300 MHz CDCl3)
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Anexos

(13C-RMN, 75 MHz CDCls)
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Anexos

(COSY, 300 MHz CDCl3)
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Anexos

(HSQC, H/13C CDCls)
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Anexos

(*H-RMN, 300 MHz CDCl3)
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Anexos
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Anexos

(*H-RMN, 300 MHz CDCls)
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Anexos

(*3C-RMN, 75 MHz CDCls)
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