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1. Introduccion

grave de salud publica que agueja a mas de 35 millones de per-

sonas en el mundo, y dadas las propiedades de los virus de poder
mutar, hace que los farmacos usados para el combate contra el VIH pier-
dan su efectividad con el tiempo. Es el caso del farmaco, conocido como
azidovudina o AZT (1) y el carbovir (2) cuyos efectos laterales empiezan a
predominar sobre los beneficios (De Clercq, 2009). Ante esta situacion se
hace necesario contar con nuevos compuestos con actividad antiviral. Para
eso se disend la sintesis de un compuesto analogo que cumpliera con los
requisitos minimos necesario que marca la relacion estructura actividad,
partiendo de la lactona 3 y a través de una sintesis de siete pasos se obtuvo
el producto 9.

E | Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) es un problema

Figura 1. Formulas estructurales del derivado carbociclico 8 de la azidovudina 9
' sintetizado a partir de la lactona de Corey 1
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Los analogos de nucleésidos del tipo carbociclico, son conocidos como
C-Nucledsidos, en este tipo de compuestos, se reemplaza el dtomo de
oxigeno en la molécula del tetrahidrofurano, por un grupo metileno
(Bondeiteich, 1987). Esta modificacion estructural ha mostrado un rango
amplio de actividad biolégica y ha atraido la atencién como una alterna-
tiva para el disefio de agentes antitumorales y antivirales, debido a las
ventajas potenciales en el uso terapéutico de este tipo de compuestos,
ya que poseen una mayor estabilidad metabélica y en algunos casos se
ha reportado un incremento en la actividad biologica en comparacién
con los nucledsidos normales (Ferrero y Gotor, 2000; Pathack, 2002).
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2. Materiales y métodos

Para llevar a cabo exitosamente esta sintesis, se emplearon compuestos
grado reactivo provenientes de la compaiiia Aldrich Co., los disolventes
se secaron bajo técnicas convencionales (Chai, 2009). Se utilizé nitrége-
no para crear atmésfera inerte en las reacciones que asi lo requirieron.
La identificacion inequivoca de los compuestos se llevé a cabo por mé-
todos espectroscopicos tales como infrarrojo (IR), resonancia magnética
nuclear de hidrégeno RMN 'H a 300 MHz y 500 MHz) y de carbono (RMN
"*Ca 75.4 MHz y 125 MHz), anélisis bidimensional como COSY o Correla-
ted Spectroscopy (Espectroscopia de correlacién 'H-'H) y HETCOR o He-
teronuclear Correlation (Correlacién Heteronuclear 'H-"*C) , experimen-
tos especiales de *C como APT o Attached Proton Test (Experimento de
unién a hidrégeno), DEPT o Experimento de trasferencia de polarizacion
desacoplada, NOE o Efecto Nuclear de Overhauser, espectrometria de
masas (EM) de baja y alta resolucién. El material de vidrio se secé a 120°C
por 2 h previo a su uso.

400 I Gonzalez Calderdn, Gonzalez Gonzalez, Fuentas Bonites,
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HNTESIS DE UN ANALCGO DE AZT. UN COMPUESTO ANTEHY 401

3. Resultados y discusion

El compuesto 10 analogo del nucledsido 9 fue sintetizado a partir de
un derivado de la lactona de Corey 3 a través de una serie de pasos in-
volucrando reacciones de reduccién, proteccion de grupos funcionales,
reaccion de tosilacién, y sustitucién nucleofilica (esquema 1).

Dicha sintesis fue ideada y estructurada de acuerdo a la relacion existen-
te entre las estructuras quimicas de otros antivirales con eficaz accién far-
macoldgica. El trabajo se inicié con la purificacién de la materia prima 3,
ya que el andlisis de cromatografia en capa fina (ccf) mostré un producto
mayoritario acompanado de tres impurezas. El método de purificacién
elegido fue el de cromatografia en columna, recobrandose 80% del ma-
terial inicial. El espectro de radiacion infrarrojo (IR), mostré la presencia
del carbonilo de la lactona en 1765 cm, confirmado por la vibracién del
enlace C-O en 1170 ¢cm™, por otro lado la olefina se presenta como una
banda de poca absorcién en 1610 cm.

Esquema 1: Sintesis del derivado del AZT 10
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El analisis del espectro de RMN-'H mostré la presencia de dos sefales
multiples en la zona de las olefinas (5.89-5.77 y 5.61-5.57 ppm) integran-
do cada una para un hidrégeno y que corresponde al doble enlace del
ciclo, enseguida se aprecia en 5.13 ppm al hidrégeno del metino, base
del oxigeno de la lactona como un doble de triple con constantes de
acoplamiento (J) de 5.4 y 0.6 Hz, producto del acoplamiento con el me-
tileno (H-5) y el hidrégeno del metino de H-2. A campo mas alto se ve
una senal multiple (3.56-3.49 ppm) que corresponde al hidrégeno del
metino 2% en tanto que el metileno alfa al carbonilo se observa como
dos sefales dobles centradas en 2.79 y 2.40 ppm integrando cada una
para un hidrégeno y con una J = 9.2 Hz. Finalmente se aprecia una sefal
multiple de 2.72 a 2.67 ppm que integra para dos hidrégenos y que se
asignaron al metileno H-5.

Por otro lado, el anélisis del espectro de RMN->C, muestra siete sefales
que corresponden a otros tantos carbonos y que fueron asignados de
la siguiente manera: en 176.7 ppm se aprecia el carbonilo de la lactona,
131.3 ppm, el carbono olefinico C-4, en tanto que C-3 se ve en 129.5
ppm. El carbono, base del oxigeno, se observa en 83.0 ppm ademas se
puede inferir que el carbono 2a, al estar fuertemente impedido, se des-
plaza hasta 45.5 ppm. En tanto que el metileno de la posicién dos se
aprecia en la posicién normal de 39.4 ppm. Finalmente el metileno C-5
se encuentra en 33.2 ppm.

Este analisis, demuestra con precision la estructura del derivado de la
Lactona de Corey, materia prima para esta sintesis.

De acuerdo con la sintesis propuesta para la obtencién del diol 4, es de-
cir, la apertura de la lactona, se eligié la alternativa del uso de hidruro de
litio y aluminio en solucién de THF anhidro, bajo ambiente de nitrégeno
a 0°C, ya que es conocido que estas condiciones no afectan al doble en-
lace presente (Carey y Sundberg, 2007). Esta metodologia proporciond
un aceite amarillo transparente en 63% de rendimiento y, de acuerdo a
los analisis efectuados, corresponde al diol deseado 4.

El espectro de infrarrojo muestra la desaparicion de la banda del carbo-
nilo en 1765 cm™' y en cambio de observa una banda ancha correspon-
diente al grupo hidroxilo en 3440 cm™ confirmandose con la aparicién de
dos bandas en 1255y 1088 cm'.

402 Gonzdlez Calderon, Gonzalez Gonzdlez, Fuentes Benites
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En lo que respecta al analisis del espectro de RMN-'H se observa que los
hidrégenos vinilicos permanecen sin cambio. Por otro lado, el hidrégeno
del carbono, base del alcohol secundario (H-1 ). se ha desplazado a cam-
po alto, apareciendo ahora en 4.48 pPpPm como un triple dobleteado por
la interaccion de los hidrégenos del metileno 5 y los del metino 1. Los
hidrégenos del metileno 7 aparecen ahora como dos senales multiples
de 3.87 a3.80y en 3.71 a 3.66 ppm debido a su vecindad con el alcohol
primario y dos centros quirales.

En el espectro de RMN-'*C se aprecia la desaparicién del carbono carbo-
nilico C-1, desplazdndose aproximadamente 10 ppm hacia campo alto
(72.3 ppm); en tanto que los carbonos vinilicos se mantienen alrededor
de la misma posicion. Por otro lado el metileno C-7, al ser base de un
alcohol primario se desplaza hasta 61.9 ppm. En lo que respecta a las
tres seales restantes, se empled una técnica de RMN-13C para poder
diferenciar entre los carbonos secundarios (CH,) y terciarios (CH) de la
estructura conocida por las siglas APT (Attached Proton Test) (figura 2),en
el que definitivamente se ve que C-2 se encuentra en 49.6 ppm, en tanto
que en 41.8 se observa C-5 y finalmente C-6 ests en 38.2 ppm.

Figura 2. Experimento APT del diol 2
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Finalmente, el espectro de masas confirmé la estructura de la molécula
en analisis ya que mostrd el ion molecular en 128 u.m.a. el cual corres-
ponde al peso molecular.

El producto presenté actividad éptica con una rotacion relativa de -14.21°,

Una vez completamente identificado y caracterizado el diol 4, se proce-
dio a la proteccidn selectiva del alcohol primario.

En la literatura se describen infinidad de grupos protectores para alcoho-
les, entre los que destacan los sililos, el THP (tetrahidropiranilo), el MOM
(metoximetilo), el MEM (2-metoxietoximetilo), bencilo, etc. eligiéndose
como alternativa la proteccion del alcohol con un grupo sililo. Ahora
bien, de este grupo aun hay mas alternativas para proteger al grupo hi-
droxi, entre las que destacan el ter-butildimetilsililoxi (TBDMS o TBS), el
trimetilsililoxi (TMS), el tri-isopropilsililoxi (TIPS), entre otros mas sofistica-
dos. De los tres primeros, es conocido que el mas versatil es el ter-butil-
dimetilsilil-oxi, por lo que se optd por usar este reactivo, empleando las
condiciones descritas por Corey (Corey y Venkateswarlu, 1972; Green
y Wuts, 2006), es decir, 1.2 equivalentes de CITBS, 2.5 equivalentes de
imidazol por un equivalente del alcohol materia prima a 0°C en solucién
de dimetilformamida o DMF (2.0 mL/ g del diol). Ahora bien, bajo estas
condiciones, se esperaba que sélo se protegiera selectivamente el alco-
hol primario sobre el secundario, sin embargo se observé que pese a la
baja temperatura, se iba formando el producto deseado mas otro pro-
ducto (Factor de retencion o R.= 0.81 Hexano-Acetato de Etilo 95:5) me-
nos polar que, presumiblemente, es el compuesto doblemente protegi-
do en el hidroxilo primario y secundario (seguin se mostré en el espectro
de infrarrojo, desapareciendo la banda en 3440 cm') quedando materia
prima sin reaccionar. Ante este hecho, se opté por detener la reaccion,
obteniéndose 50% del diol monoprotegido 5 deseado y recuperando
32% de materia prima 4.

El analisis exhaustivo del espectro de IR, mostré una banda ancha (aun-
que no tanto como en el caso del diol) en 3440 cm', atribuidas al grupo
OH; ademas se ven las bandas fuertes de C-Si en 1255y 1089 cm'.

Por otro lado, el espectro de masas mostré un fragmento en 243 (M*+1)
y el ion molecular en 242 M*, el cual corresponde al peso molecular del
producto deseado.

404 I Canzalez Calderdn, Gonzalez Conzalez, Fuentes Benites,
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SINTESIS DE UN AHALOGO DE AZT, UN COMPUESTO ANTIHIV l 405

El espectro de RMN-'H, mostré gran complejidad para la asignacion de
los hidrégenos, debido a la presencia de dos centros estereogénicos,
por lo que se recurrié a los analisis bidimensionales de RMN-COSY y
HETCOR.

El experimento de COSY (correlacion espectroscopica 'H-"H) fue de gran
ayuda ya que permitio establecer la conectividad existente entre los ato-
mos de hidrégeno presentes en esta molécula.

El analisis muestra, por ejemplo que partiendo de la senal multiple que
aparece de 4.47 a 4.42 que integra para un hidrégeno, atribuida a la base
del alcohol debido a la influencia del grupo OH y que es conocido que se
desplazan hasta esa region, tiene conectividad con el hidrégeno del gru-
po hidroxilo, con H-5a (véase que con H-5b no hay interaccién porque
ambos estan anti y su angulo diedro esta a 90°) y con H-2.

Por otro lado H-2 muestra también conectividad con H-3, H-1 y H-6.

Por otro lado H-3, esta conectado con H-2 y H-4; enseguida se aprecia
que H-4 tiene interaccion con H-3 y H-5b, esto significa que no hay lugar
a dudas sobre el desplazamiento de ambos hidrégenos.

Para H-6 se observa que tiene conexiéon con H-7 y H-2. Finalmente, H-7 se
aprecia que tiene como vecino a H-6 (Figura 3).

Para corroborar el andlisis anterior, se recurrié a otro experimento bi-
dimensional de RMN, conocido como HETCOR (Correlacion heteronu-
clear), el cual permite establecer la asignacion de los hidrégenos con su
respectivo dtomo de carbono dentro de la molécula.



Figura 3. Experimento bidimensional COSY del compuesto 5
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De tal manera que en el espectro se aprecia con claridad que C-5,C-6y
C-7 son metilenos con hidrégenos quimicamente iguales pero magnéti-
camente diferentes, lo que hace que los hidrégenos de cada uno de estos
carbonos aparezca a desplazamientos quimicos diferentes, por ejemplo,
obsérvese que C-5 tiene correlacién con H-5a, el cual aparece centrado
en 2.68 ppm y con H-5b cuyo centro esta en 2.38 ppm (figura 4).

Figura 4. Experimento bidimensional HETCOR del compuesto 5
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Es interesante observar que tanto los carbonos vinilicos, como sus co-
rrespondientes hidrégenos, los cuales fueron correctamente asignados a
través del experimento COSY H-H', mantienen una relacién inversa entre
sus desplazamientos, o sea que C-3 aparece a campo mas bajo que C-4,
en tanto que H-4 se encuentra a campo mas bajo que H-3.

Finalmente, el producto presenté actividad éptica con una rotacion rela-
tiva de -6.27 ° (C=0.7, CHCL.).



El siguiente paso del esquema sintético propone que el grupo hidroxi-
lo se transforme en un excelente grupo saliente sin perder la configura-
cion relativa de C-1, por lo que se opté por la transformacion al grupo
p-toluénsulfonato (conocido cominmente como tosilato). Esto se llevé a
cabo bajo las condiciones clasicas de disolver el alcohol 5 en una mezcla
de diclorometano-piridina anhidros, agitar por 30 min, enseguida adicio-
nar el cloruro de p-toluénsulfonilo disuelto en diclorometano anhidro, se
agité hasta agotar la materia prima, entonces se verti6 sobre una solu-
cién de sulfato de cobre acuoso para eliminar la piridina, evitando el uso
de soluciones acidas por el peligro de hacer reaccionar el doble enlace.
Es bien conocido que por lo general, tanto los tosilatos como los mesi-
latos son inestables -situacidon que fue confirmada en este caso-, pues
se obtuvo un aceite café que no soporté la temperatura ambiente (debe
mantenerse a 0°C) y menos a las condiciones de purificacién a través de
cromatografia en columna de gel de silice, alimina o florisil, por lo que
debe ser usado sin purificacién y de ser posible de forma inmediata.

El analisis del espectro de IR del tosilato 6 mostré la desaparicion de la
banda ancha del OH en 3440 cm”, y apareciendo en cambio en 1464
cm'y 1362 cm”, las bandas atribuidas al enlace C-Sy S-O.

Una vez obtenido el tosilato 6, se procedié a someterlo a una reaccion
$,2 utilizando un exceso de azida de sodio en solucion de DMF (disol-
vente aprético polar) por 12 h a 0°C y luego 48 h a 40°C hasta observar
la desaparicion de la materia prima y obtencion de la azida 7. Después
del trabajo normal de aislamiento y purificacién por cromatografia en co-
lumna se obtuvo un aceite transparente, ligeramente amarillo en 63% de
rendimiento en los dos pasos (Corey, E. J., 2000) y cuyos analisis espec-
troscépicos mostraron que es el producto azido 7 deseado.

El analisis del espectro de IR mostré la desaparicion de las senales del
tosilato (en 1464 cm™y 1362 cm’'), apareciendo en cambio una banda
fuerte y fina en 2096 cm”, atribuida a la vibracion del enlace de la azida.

El espectro de RMN-'H, permite visualizar que los dos hidrégenos vinili-
cos estan desplazados en una sefal miltiple entre 5.75 y 5.66 ppm y que
H-1 se ha desplazado aproximadamente 0.8 ppm a campo alto, apare-
ciendo ahora en 3.69 ppm como un aparente triplete, pues esta enmas-
carado con una seial multiple correspondiente al metileno H-7, dichos
desplazamientos pueden ser atribuidos a la influencia del sustituyente de
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C-1, pues el grupo hidroxi es mas electronegativo que el grupo azida, en
tanto que los demas hidrégenos se mantienen, aproximadamente en |a
misma zona,

En cuanto al espectro de RMN-*C se observa nuevamente el patrén
mostrado en el correspondiente espectro de RMN-'H, es decir el des-
plazamiento de C-1 y C-7 a campo alto, apareciendo ahora 65.8y 61.4
respectivamente, por la misma razén atribuida a los desplazamientos del
espectro de RMN-'H. El producto presento actividad éptica con una ro-
tacion relativa de -6.0° (C=1, CHCIS). Finalmente, el espectro de masas
mostrd un fragmento en 238 (M*-N,-1)y otro en 180 M*. En este espectro
no se alcanza a ver el ion molecular, debido, probablemente a la inestabi-
lidad de grupo azido a la temperatura, pues la técnica empleada es a tra-
vés de cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas.

En el esquema sintético se muestra que el siguiente paso es la desprotec-
cién del grupo sililo para la obtencién del alcohol primario 8, para lo cual
se tienen gran cantidad de métodos, entre los cuales se puede elegir el
uso de HF acuoso/acetonitrilo, fluoruro de tetrabutilamonio, PPTS, y otros
(Kuranaga, et al., 201 0; Shah et al., 2009; Wang et al., 2010: Yoshimura et
al, 2011) sin embargo, bajo cualquier condicién de éstas, el doble enla-
ce puede verse afectado, por lo que se decidis emplear la metodologia
descrita por (Tan et af, 2000) el cual emplea catalisis de cloruro clprico
hidratado en acetona-agua a reflujo por 48 h. Después de purificacion
por cromatografia en columna, se obtuvo un aceite transparente café cla-
ro en 85% de rendimiento, el cual es estable a temperatura ambiente y
del que se obtuvieron sus constantes espectroscépicas Cuyo anélisis de-
terminé que corresponden al alcohol primario 8 deseado.

El espectro de IR mostré [ presencia de una banda ancha en 3341 cm’,
indicio claro de la eliminacién del grupo sililo, y apareciendo por con-
secuencia el grupo hidroxilo, ademéas continda manteniéndose en
2095 cm™ la banda fina y fuerte del grupo azido.

apreciable,

En cuanto al anélisis del espectro de RMN-"3C se ve [a desaparicién de
tres sefiales a campo alto correspondiente a los tres tipo de carbono del



grupo sililoxi (metilo, ter-butilo y cuaternario) y comparando el desplaza-
miento con el diol 4, se visualiza que C-1 se desplazé 5.5 ppm a campo
alto en el alcohol 8.

El producto presentd actividad dptica con una rotacién relativa de -16.9°
(C=0.7, CHCI,).

Ya obtenido el alcohol-azida 6, se procedié a la conversion del alcohol
primario a un grupo saliente muy efectivo, en forma anéaloga al tosilato 4,
por lo que se empled la misma metodologia, obteniéndose un aceite
café oscuro, inestable, por lo que se identificéd Unicamente por IR el cual
mostré la desaparicion de la banda del grupo alcohol, manteniéndose
en 2097 cm™' la banda fuerte y fina de la azida y apareciendo en 1448 cm’,
1362 cm™ y 1177 cm'', las bandas del tosilato 9.

Finalmente, el tosilato 9 se hizo reaccionar con timina en medio bésico
en solucién de DMF por 40 h a temperatura ambiente (no mayor a 30
°C). Al agotarse la materia prima se observé por cromatografia en capa
fina, la aparicién de dos productos menos polares que la materia prima.
De los dos productos obtenidos, el menos polar se obtuvo en 80% de
rendimiento como un sélido blanco de p.f.= 185°C, cuyo analisis de la es-
pectroscopia obtenido indicé que es el producto final deseado 10. Cabe
destacar que la temperatura de reaccion en el experimento es crucial;
ya que a temperaturas mayores de los 30 °C se obtiene como producto
mayoritario el subproducto 11 de la reaccion.

El espectro de IR del carbociclo 10, mostré una banda ancha y corta en
3479 cm, debido a que existe tautomeria entre la forma ceto y endlica
del fragmento de la timidina, ocasionando este tipo de banda, también se
aprecia la aparicion de dos bandas en 1698 cm' y 1645 cm', pertenecien-
tes a los carbonilos, permaneciendo intacta la banda del grupo azida.

Estas observaciones fueron confirmadas por la espectroscopia de RMN-
'H, en donde se aprecia la aparicion de una sefal ancha y corta en 8.72
ppm que integra para un hidrégeno y por el tipo de senal se asigné al
grupo NH, otra sefal multiple que no se aprecia muy bien en 7.02 ppm
perteneciente al hidrogeno del doble enlace de la timina y que integra
para un hidrogeno. La multiplicidad de esta senal es debido al acopla-
miento vinilico. Continuando con el andlisis, se ve otra senal nueva en
1.93 ppm, en forma de doble con una J = 1.2 Hz |a cual integra para tres
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hidrégenos y que esta acoplada con el hidrégeno vinilico de la timina y
se asigno al metilo de la timina.

En cuanto al resto de las sefales, corresponden en forma general a las ya
descritas anteriormente.

Al analizar el espectro de RMN-3C, se observa la aparicion de nuevas se-
nales, tales como en 164.0 ppm y 150.6 ppm, las cuales fueron asignadas
alos carbonos carbonilicos de la timina, en 110.9 ppm se aprecia la sefal
del carbono cuaternario, base del metilo, en cuanto al resto de los car-
bonos hidrogenados, se pudieron asignar gracias al experimento DEPT
en donde se pueden diferenciar los metilos de los metileno y metinos
(Figura 5); asi se puede apreciar que el metilo (CH,) aparece en 12.3 ppm
(parte superior del espectro), los metilenos (CH,) se aprecian en la parte
inferior del espectro y los metinos (CH) en la parte media.

En cuanto al producto 11 menos polar, se determiné que es el compues-
to doblemente sustituido en los dos nitrégenos de la timina. Este hecho
pudo ser corroborado al analizar la espectroscopia de IR y RMN de hidré-
geno y carbono, COSY-HETCOR y DEPT.

Figura 5. Experimento DEPT del producto final 10
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De esta manera, se dio por concluido el trabajo experimental relativo a
esta serie, obteniéndose un compuesto analogo de nucleésido que cum-
ple con las caracteristicas minimas necesarias para ser un posible formaco
con propiedades antiviales.
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