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INTRODUCCION 1

|.1. INTRODUCCION GENERAL

El Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) es la epidemia que ha cerrado €l
siglo xx y, posiblemente, seguird siendo uno de los retos mas dificiles de la medicina hasta
bien entrado & siglo xxi. Millones de hombres, mujeres y nifios se enfrentan a un futuro
dominado por una enfermedad fatal de graves consecuencias sociales, econdémicas y
culturales.

Cuando hace dos décadas surgen los primeros casos de SIDA, nadie podia predecir
como iba a evolucionar la epidemia y cual seria la manera de combatirla. En la actualidad
sabemos por experiencia, que el SIDA puede devastar regiones enteras, destruir décadas de
desarrollo, aumentar las diferencias entre naciones ricas y pobres, y arrastrar a grupos ya
estigmatizados a |os bordes de la marginalidad.

El SIDA se ha convertido en una epidemia mucho més grave y extensa de lo que
predecian |as estadisticas hace una década. De acuerdo con € informe titulado La epidemia de
SDA: situacion en diciembre de 2000, dado a conocer por € Programa Conjunto de las
Naciones Unidas sobre VIH/SIDA (ONUSIDA) y la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS)*, se estima que el nimero de personas que viven con € virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) o con SIDA en e mundo acanzé los 36.1 millones a finales del afio 2000
(Figural.1). Esto representa un aumento en més del 50% de los casos estimados por la OMS
en 1991, segun las estadisticas disponibles en aquel momento. Desgraciadamente, en algunos
paises del continente africano, el SIDA serd responsable de la muerte de més de la mitad de
los adultos.
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Adults and children estimated to be living
with HIV/AIDS as the end of 2000

Eastern Europe &
Western Europg, ~ Central'Asia

North America
920,000 >40 000\ 700 OOOEastAsia&Pacific
X North Africa 25 900
Garibbegn & Middle East—|—SOuth :
& South-East Asia
390000 400 000 5 8 million
Latin America Sub/;?zg:ran WG
1@ million 2.4 millon &uNse'wa'Zaealand
18 000
Total infected: 36.1 million x
Total number of deaths: 21.8 million

FIGURA 1.1.— NUmero de casos acumulados de personas infectadas por VIH y fallecimientos
por SDA desde el comienzo de la epidemia hasta finales del 2000

Desde que se inici6 la epidemia, 22 millones de personas han fallecido a causa del
SIDA, de las cuales 3 millones son nifios. La pandemia esta muy lgjos de ser controlada; asi,
segun el mencionado informe, en el curso del afio 2000, se han infectado por € VIH unos
5,3 millones de personas en todo e mundo (Figural.2).

Estimated number of adults and children
newly infected with HIV during 2000

Eastern-Europe-&
Westerr] Europe,  Central Asia

NOT5A8858 30000 250 OOOEast Asia& Pacific
Caribbean Noxr‘ﬁr;lﬁzilcealzast South 130000

60000 [ 80000 | *75gos

Latin America {eiey Australia,

Affi
150000 38 n%liclaiion & New Zealand.
500

Total infected: 5.3 million

Deaths in 2000: 3.0 million

FIGURA |.2.— NUmero estimado de nuevas infecciones por VIH y
fallecimientos por SDA en € afio 2000

En la actuaidad, més del 95% de las personas infectadas por e VIH, viven en €
mundo en desarrollo (Figura l.1), y es en estos paises en los que se ha producido el 95% de
todas las defunciones causadas por e SIDA hasta la fecha, sobre todo en adultos jévenes que,
en condiciones normales, se encontrarian en los afios de maxima actividad productiva y
reproductiva. Las mudltiples repercusiones de estos falecimientos estdn acanzando
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proporciones de crisis en algunas partes del mundo. Sea cua sea el patron de medida utilizado
(deterioro de la supervivencia infantil, descenso de la esperanza de vida, sobrecarga de los
sistemas de asistencia sanitaria, aumento de la orfandad o reduccién de los beneficios
empresariales), nunca hasta ahora habia planteado el SIDA una amenaza tan grande para €l
desarrollo.

El SIDA es una epidemia que se encuentra todavia en fase emergente y el nimero de
muertes que causa, aumenta afo tras afo, a tiempo que e nimero de personas gque contraen
lainfeccidn se incrementa en unas 16.000 a dia.

Los aumentos iniciales espectaculares de la infeccion por VIH en paises desarrollados
se invirtieron con éxito hacia mediados y finales de los afios ochenta gracias a las campafias
de prevencion. Pero durante e Ultimo decenio, |a tasa de nuevas infecciones se ha mantenido
estable en lugar de seguir bajando.

Ciertamente, la epidemia ya no esta fuera de control en los paises desarrollados,
gracias alas nuevas combinaciones de medicamentos contra el VIH gue contintian reduciendo
de manera significativa, las defunciones a causa del SIDA.

Sin embargo, en paises en desarrollo, especialmente Africa, Asia'y paises de Europa
del Este, e crecimiento de la epidemia es alarmante. La epidemia anulara |os valiosos avances
gue se habian conseguido, a recortar drasticamente la esperanza de vida. El efecto sobre la
esperanza de vida es proporcional a la gravedad de la epidemia local. Asi por gemplo, en
Botswana, en donde més del 25% de los adultos estan infectados, los nifios nacidos a
comienzos de esta década tendran una esperanza de vida que superara escasamente los
40 afos. Si no hubieraintervenido e SIDA, su esperanza de vida podria haber acanzado los
70 afios.

En Espafia, segtin datos del Centro Nacional de Epidemiologia?, e nimero de casos de
SIDA acumulados desde que comenzo la epidemia (1981) es de 58.091, de los cuales para €l
54% de €ellos se ha notificado ya su fallecimiento. EI nimero de casos nuevos de SIDA ha
disminuido més de un 60% en los Ultimos 6 afios debido a conjunto de avances de la lucha
contra el SIDA, tanto en la prevencion como en la asistencia sanitaria. Asimismo, |os nuevos
tratamientos antiretrovirales han contribuido a disminuir la letalidad del SIDA. El mayor
descenso se registro entre 1996 y 1997, mientras que en los Ultimos afios laincidenciatiende a
estabilizarse por encima de 2.500 casos nuevos anuales. En cualquier caso, € descenso en la
incidencia del SIDA es un dato positivo que indica una mejoria importante en el prondstico y
calidad de vida de personas infectadas por € VIH.
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El concepto SIDA, designa € estadio fina de un cuadro de inmunodeficiencia
profunda debida a la pérdida de una subpoblacién de linfocitos T, los T-4, que dejaa paciente
a merced de numerosas infecciones oportunistas de origen bacteriano, protozoario, fingico o
viral®*,

En la actualidad no existe cura para € SIDA ni un tratamiento eficaz de la
enfermedad, y 10 que es més grave, la terapia del SIDA se enfrenta a problema de la rapida
aparicion de cepas de virus resistentes en tratamientos tanto en monoterapia (hoy descartada
en € tratamiento clinico de la enfermedad) como en terapias combinadas. Sin embargo, no
todo es negativo, y como ya se ha apuntado en parrafos anteriores, la experiencia nos indica
que la prevencién y un tratamiento temprano de la infeccion da como resultado una menor
incidencia en lainfeccion por VIH, una menor letalidad del SIDA y una mejor calidad de vida
de las personas infectadas.

El aislamiento del virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) como agente etiol 6gico
del SIDA>®, y su identificacion (1984) como un miembro de la familia de los retrovirus, ha
estimulado enormemente la busgueda de agentes capaces de bloquear la replicacion del virus
y frenar asi la enfermedad. L os retrovirus son asi denominados porgque en su ciclo replicativo,
lainformacion fluye del ARN a ADN, en unadireccién inversa ala habitual. En este proceso
estd implicada la enzima viral Transcriptasa Inversa (T1). Debido a su asociacion Unica a
retrovirus, la Transcriptasa Inversa es considerada uno de los objetivos més atractivos en el
disefio de compuestos selectivos frente a retrovirus y, més concretamente, frente a VIH"®,

La Transcriptasa Inversadel VIH cataliza la sintesis de ADN provira a partir de ARN
genémico del virus, ADN que una vez duplicado y circularizado se integra en los cromosomas
de la célula huésped. Este proceso es exclusivo, y al mismo tiempo esencial, en € ciclo
replicativo de los retrovirus y por tanto del VIH. Al estar la Tl presente solo en las células
infectadas por € virus, la inhibicién de dicha enzima supone un punto de atague selectivo
sobre lareplicacion del VIH®.

LaTI de VIH-1, es una enzima multifuncional con actividades concertadas polimerasa
e hidrolasa (RNasa H). Dicha enzima es un heterodimero formado por dos subunidades, una
subunidad de 66 KDay una subunidad de 51 KDa (denominadas p66 y p51, respectivamente).
En la subunidad p66 residen las actividades polimerasa y RNasa H'** mientras que la
subunidad p51 actia como soporte estructural de la subunidad p66, estabilizando la
conformacién activa de dicha subunidad facilitando asi la unién del ADN alamisma.
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FIGURA 1.3— Transcriptasa Inversa del VIH-1

El dominio polimerasa de la subunidad p66 puede ser comparado anatémicamente con

una mano derechatt >

, Yy estd formado a su vez por cuatro subdominios, denominados
dedos, palma, pulgar y conexion (Figura l.3). El centro activo, (sitio de union del sustrato) de
esta subunidad, localizado en el dominio de la palma, esta formado por unatriada catalitica de
residuos de &cido aspértico (Asp 110, Asp 185, Asp 186)****!°. Se ha propuesto que al menos
dos iones Mg®* asisten al proceso de polimerizacion, coordindndose con los carboxilos de los

restos de Asp del centro activo™*® (Figura |.4).

Ry 1 l Scoemcy 261, 1663 [13940)

FIGURA 1.4.— Centro catalitico de la Transcriptasa Inversa del VIH-1
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Todos los farmacos aprobados para €l tratamiento clinico del SIDA, acttian inhibiendo
la TI del VIH, a excepcion de los inhibidores de proteasa del VIH: saguinavir (1),
indinavir (2), ritonavir (3) y nelfinavir (4) (Figura 1.5) aprobados para su uso en terapias
combinadas'’.

A o)
H P ) NN oH
H
(;(l\lj\’(N\;)kN N | P N N, O
= H N I 7z
NH

O
(0] O>'—NH2 H _

1: Saquinavir 2: Indinavir

3: Ritonavir 4: Nelfinavir

FIGURA 1.5.— Inhibidores de proteasa de VIH aprobados en clinica.

Se han descrito numerosos inhibidores de la TI de VIH®?

, entre los que caben
destacar cuatro grandes grupos.

1.— 2,3 -Didesoxinucledsidos (2',3'-ddN). A este grupo pertenecen seis de los trece
farmacos aprobados para uso clinico en € tratamiento del SIDA (Figura 1.6), la 3'-azido-3'-
desoxitimidina 6 zidovudina (AZT, 5) empleada desde 1987, la 2',3 -didesoxicitidina o
zalcitabina (ddC, 6), la 2',3'-didesoxiinosina o didanosina (ddl, 7) y la 2',3 -didehidro-2',3'-
didesoxitimidina o estavudina (D4T, 8) aprobados como terapia alternativa en pacientes que
desarrollan resistencias o0 no toleran el AZT, la 2'-desoxi-3 -tiacitidina o lamivudina (3TC, 9)
y por ultimo, €l recientemente aprobado (1S4R)-4-[ 2-amino-6-(ciclopropilamino)-9-H-purin-
9-il]-2-ciclopenteno-1-metanol o abacavir (ABC, 10)%%,

Para gjercer su accion antiviral, los 2',3'-ddN necesitan ser fosforilados en tres etapas
sucesivas por accion de las quinasas celulares a sus correspondientes 5' -trifosfatos (ddNTPs).
Los 2',3'-ddNTPs actlian como inhibidores competitivos del sustrato natural de la enzima
(trifosfatos de desoxinucledsidos, ANTPs)®. Ademés, los 2',3'-ddNTP se comportan como

sustratos alternativos, de modo que a ser incorporados a la cadena del ADN en formaciény al
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FIGURA 1.6.— 2',3'-Didesoxinucledsidos aprobados para € tratamiento del SDA

carecer del 3'-OH necesario para la elongacion, actlan como terminadores de cadena,
inhibiendo asi la sintesis del ADN proviral®’.

Los 2',3'-ddN no discriminan en su accién antiviral entre e VIH tipo 1 (VIH-1) y
otros retrovirus como €l VIH tipo 2 (VIH-2), e VIS (virus de inmunodeficiencia en simios), o
el VIF (virus de inmunodeficiencia felind). El VIH-2 es €l virus responsable del SIDA en la
zona de Costa de Marfil y paises limitrofes y es menos virulento e infectivo que € VIH-1.
Ambos virus difieren en su secuencia gendmica, propiedades antigénicas y tamafio de sus
proteinas’™.

Mediante € empleo de estos fa&rmacos se ha conseguido ralentizar € curso de la
enfermedad, alargando y mejorando la calidad de vida de los pacientes. Sin embargo, los
2',3'-ddN poseen una elevada toxicidad con graves efectos secundarios™?°, debido en parte a
su interaccién con las ADN polimerasa celulares, y ademas inducen la aparicion de cepas de
virus resistentes en tratamientos prolongados®>%,

2.— Fosfonatos de nucledsidos aciclicos (PAN). A este grupo pertenecen el adefovir
(PMEA, 11), € apropovir (PMPA, 13), y sus profarmacos bis(POM)PMEA (12) y
bis(POC)PMEA (14), utilizados en clinica® (Figura 1.7). En este tipo de compuestos €l
azUcar del nucledsido esta sustituido por un grupo aifatico de 2-hidroxietilo (PMEA) o
2-hidroxipropilo (PMPA) funcionalizados con un grupo metilo como analogo del grupo
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fosfato. Los PAN son resistentes a la degradacién catabdlica, 10 que hace que la vida media de
estos compuestos sea superior a la de otros derivados nucleosidicos utilizados en clinica®.
Este tipo de compuestos no solo no discriminan en su accion antiviral entre VIH tipo 1y otros
retrovirus (VIH-2, VIS, VIF), sino que inhiben la replicacion de diversos virus DNA tales
como virus herpes, adenavirus, hepadnavirus, etc. 1o que los convierte en compuestos de
amplio espectro antiviral. Los PAN son fosforilados, en dos etapas, por accion de la
5-fosforil-1-pirofosfato sintetasa celular a los correspondientes difosfatos y como tales
inhiben la TI, actuando asimismo como terminadores de cadena, al incorporarse a la cadena
de ADN en formacion®**®, Los PAN inducen asimismo, la aparicién de cepas de virus
resistentes™.

NH, NH,
NZ SN N/| N

A\
N N
3¢ of i
HO. <
Ho P~© ro P~0

R= (CH3)3C-COZCH2-

11: PMEA 12: Bis(POM)PMEA
(Adefovir) (Adefovir dipivoxil)
NH, NH2
N
N N”
X LI
\N N o N N
HO. Q ROJFI,
HO:P\/O RO"

R= (CH3)2CH-O-COZCH2-

13: PMPA 14: Bis(POC)PMPA

(Apropovir) (Apropovir disprometil)

FIGURA |.7.— Fosfonatos de nucledsidos aciclicos

3.— Foscarnet (acido fosfonoformico, PFA). Es un inhibidor de la Tl andlogo a
pirofosfato que posee un grupo fosfonato unido a carbono carboxilico del &cido formico
(Figura 1.8). El PFA (15) gerce su accién inhibidora de la Tl de VIH interaccionando en el
sitio de union del pirofosfato, muy préoximo aunque distinto al sitio de unién del sustrato. El
foscarnet es un inhibidor no competitivo de la Tl de VIH respecto a los sustratos naturales y

acompetitivo respecto a molde/cebador (template/primer)®2234,
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7
HO—P—COOH

OH

15: Foscarnet (PFA)

FiGurA 1.8.— Estructura de Foscar net

Asimismo, e PFA muestra actividad frente a virus herpes simplex y frente a
citomegalovirus, 1o que le convierte en un antiviral de amplio espectro. En su forma de sal
sodica, estd aprobado para uso clinico en € tratamiento de retinitis causadas por
citomegalovirus en pacientes enfermos de SIDA y para infecciones por herpes resistentes al
aciclovir en pacientes inmunodeprimidos. Sin embargo e PFA, debido a su naturaleza
polianiénica, atraviesa muy mal la membrana celular, por 1o que este compuesto ha de ser
administrado a dosis muy altas, o que se traduce en una toxicidad muy elevada para los
pacientes, factor limitante de su uso clinico. Asimismo, a igua que €l resto de inhibidores de

lareplicacion del VIH induce la aparicion de cepas de virus resistentes®34%,

4.— Inhibidor es especificos no nucleosidicos (IENN) del VIH-1. Desde 1990 y como
resultado de amplios programas de screening, se han descrito més de 30 familias de
compuestos que son inhibidores potentes y altamente especificos de la Transcriptasa Inversa
del Virus de Inmunodeficiencia Humana tipo 1 (VIH-1)****%_ Dichos compuestos, a
diferenciade los 2’,3'-ddN, no afectan ala Tl del VIH-2 o aotras ADN polimerasas™.

Algunos de estos compuestos tales como la Nevirapina (BI-RG-587, 16), e BHAP
(Delavirding, 17) y la Benzoxazinona (Efavirenz, 18) estdn aprobados para € tratamiento
clinico del SIDA® en terapias combinadas con ddN y/o inhibidores de proteasa®*'**". Otros
se encuentran en fases clinicas avanzadas como € a-APA (Lovirida, 10), la Tiocarboxanilida
(UC-781, 20), el derivado de lafamilia HEPT (MK C-442, 21), la Quinoxaina (HBY 097, 22)
y e 8-Cloro-TIBO (Tivarapina, 23) (Figural.9).

En los dltimos afios se han descrito las estructuras cristalogréficas tanto de la

apoenzima %3940

como de la enzima formando complejos con distintos inhibidores no-
nucleosidicos'**'. Estas estructuras han revelado cémo se forma el sitio de union para los
IENN vy las sutiles pero importantes diferencias en su geometria dependiendo de la naturaleza

del inhibidor.
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FIGURA 1.9.— Inhibidores especificos de la Tl de VIH-1 aprobados para € tratamiento del SDA
o en fases clinicas avanzadas

El sitio de union de los IENN es un bolsillo hidréfobo, flexible y proximo, aunque
distinto a centro catalitico de la enzima. Este bolsillo no existe como tal cuando e inhibidor
no esta interaccionando con la enzima. La flexibilidad y tamafio de este bolsillo permite que
compuestos estructuralmente tan diferentes gerzan un mismo tipo de inhibicién, una
inhibicion de tipo al ostérico™24:.

Estudios tanto estructurales*? como cinéticos™ revelaron que la unién de los IENN ala
TI hace que la hebra molde/cebador (template/primer) se recoloque en la proteina dando lugar
a un distanciamiento de aproximadamente 2 A entre el canal de union y € sitio activo. Esto
provoca una marcada disminucién de la actividad enzimética. Por tanto, los inhibidores
especificos inhiben la Tl de VIH-1 debido a la distorsién del sitio activo en e dominio
polimerasa.

Los IENN se caracterizan por su baga toxicidad, su alta hidrofobicidad y su elevada
potencia antiviral, lo que les convierte en atractivos agentes anti-SIDA. Sin embargo, a igual

que los ddN inducen €l rapido desarrollo de cepas de virus resistentes™.
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.2. ANTECEDENTES
1.2.1. Losderivados TSAO: unafamilia particular deinhibidoresdela Tl deVIH-1

Dentro del grupo de los IENN de la Tl de VIH-1 los derivados TSAO representan una
familia peculiar y Gnica de compuestos descubierta en nuestro laboratorio en el afio 1992*3%
en colaboracién con € grupo de los Dres. Jan Balzarini y Eric De Clercq del Rega Institute de
laUniversidad de Lovaina (Bélgica). El prototipo de esta familia de inhibidores es el derivado
de timina denominado TSAO-T (24) (Figura 1.10)*". Los derivados TSAO, a pesar de su
naturaleza nucleosidica, inhiben de un modo potente y selectivo a la Tl de VIH-1, siendo
inhibidores reversibles no competitivos respecto a sustrato natural. En este sentido se

N*47 uniéndose al mismo bolsillo hidréfobo. También, al igual

comportan igua que los IEN
gue los IENN, resultan inactivos frente a otros retrovirus (VIH-2, VIS, VIF) o frente a virus

ADN o ARN.

O

N O

TBDMSO
HN O
4
-O OTBDMS

-S
0" o

24: TSAO-T

FIGURA 1.10.— Estructura de TSAO-T (24)

Sin embargo, los derivados TSAO muestran notables diferencias respecto a los demas
IENN en su comportamiento frente ala Tl, lo que les convierte en una familia de compuestos
muy particular.

Para gjercer su accion antiviral los derivados TSAO tienen que cumplir unos requisitos
estructurales muy estrictos en lo que se refiere a la naturaleza del resto de azticar, como son la
presencia simultdnea del anillo de espiro 5-(4-amino-1,2-oxatiol-2,2-diéxido) en la posicion
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3', en nucledsidos de configuracion ribo, junto con grupos terc-butildimetilsililo (TBDMS) en
las posiciones 2 y 5' del anillo de ribosa**3P%474° " Aqf un cambio en la posicién del
anillo de espiro aminooxatioldiéxido en e aztcar de laposicion 3 ala 2'**, o un cambio de
la configuracion de dicho azicar de ribo a xilo conducen a la pérdida de la actividad®®. La
sustitucién del anillo de espiro aminooxatioldiéxido por otros espiro anillos conduce a una
disminucion dréastica de la actividad™. La sustitucién del anillo de ribosa por un anillo de
glucofuranosa conduce también ala pérdida de |a actividad™.

La eliminacion de uno o ambos grupos TBDMS conduce a la pérdida de actividad.
Los 2 y 5 -desoxiderivados resultaron completamente inactivos™>**, La posicién 5 parece
ser mas critica para la actividad que la posicion 2'. Asi, la sustitucién del grupo TBDMS en
posicion 5 por otros grupos, de lipofilia y/o propiedades estéricas similares conduce a

derivados inactivos®®

. Sin embargo, cuando dicha sustitucion se lleva a cabo en laposicion 2
se obtienen compuestos que muestran una actividad anti-VIH-1 de 2 a 10 veces menor que la
del compuesto prototipo TSAO-T*.

L os derivados TSAO de configuracion L resultaron igualmente inactivos™.

En cambio, en lo que se refiere a la naturaleza de la base los requisitos no son tan
estrictos. La timina del compuesto prototipo TSAO-T puede ser reemplazada por una gran
variedad de bases pirimidinicas y puricas, tanto naturales como modificadas, asi como por
1,2,3-triazoles manteniéndose |a eficacia antiviral de los compuestos®#®*3, La timina puede
incluso sustituirse por acilureas que mimetizan distintos fragmentos del anillo de timina
dando lugar a compuestos con marcada actividad frente al VIH-1>*.

La introduccién de un grupo alquilo en € N-3 de la base en los TSAO-derivados de
pirimidinas o0 en el N-1 de la base en los TSAO-derivados de purinas reduce drésticamente la
citotoxicidad de los compuestos manteniendo inalterada su potencia antiviral*#34%> [
3-N-metil TSAO-T (25, TSAO-m°T) (Figura 1.11) es uno de los derivados TSAO més

sdlectivos.

25 TSAO-m°T

FIGURA |.11.— Estructura de TSAO-m°T (25)
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Como ya se ha mencionado, un grave inconveniente que presentan tanto los 2',3' -ddN
como los IENN, es la aparicién de cepas de virus resistentes. Se ha observado igualmente la
rapida aparicion de cepas de virus TSAO-resistentes. Asi, cuando se seleccionaron, en cultivo
celular, cepas de virus resistentes a distintos derivados TSAO (al menos siete derivados) en
todos los casos se aisl6 una Unica cepa viral que presenta una Unica mutacion (lo cual es muy
inusual) a nivel del codon que codifica para la posicién 138 (GAGIAAG) que pasa de
glutdmico (Glu) en la cepa salvaje a lisina (Lys) en la cepa TSAO-resistente™**>’. No se
observé ningun otro cambio de aminoacidos en las posiciones descritas como mutantes en las
cepas resistentes a otros inhibidores especificos®®®®!. La cepa TSAO-resistente es inhibida
por la practicatotalidad de los demés IENN.

El resto de Glu-138 en la estructura tridimensional de la enzima a nivel de la
subunidad p66, subunidad que contiene el centro activo, se encuentra muy alejado del resto de
los aminoéacidos implicados en resistencias frente a los inhibidores especificos (ver Figura
.12 extremo superior izda.). Sin embargo, dicho aminoacido a nivel de la subunidad p51
(representado como GluB138 en la figura) forma parte del bolsillo donde interaccionan los
IENN. Estudios de mutagénesis dirigida han llevado a la conclusion de que € Glu 138 es
importante a nivel de la subunidad p51 y no de la p66 para la interaccion de los derivados
TSAO con laenzima™, siendo € primer caso y hasta el momento el Unico, para & que se ha
demostrado la importancia de la subunidad p51 para la interaccion enzima-inhibidor, hecho
gue ha servido para una mejor caracterizacion del bolsillo donde se unen los distintos

inhibidores especificos™*¢%,

Glu 138

Glu B138

FIGURA 1.12.— Localizacién estructural del Glu-138 en las subunidades
p66 (en rojo) y p51 (en verde) dela Tl de VIH-1
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Los resultados de los ensayos hiolégicos junto con los obtenidos de los estudios de
resistencias y mutagénesis dirigida nos llevaron a postular una interaccién entre e grupo
4"-NH, del anillo de espiroaminooxatioldioxido de las moléculas TSAO y € Glu de la
posicién 138 de la subunidad p51 de la enzima™ >’

Ademés, a partir de los mencionados estudios de resistencia cruzada y mutagénesis
dirigida, se ha podido establecer que existen otros aminoécidos a nivel de la subunidad p66
cuya mutacion confiere resistencia a los derivados TSAO tales como Val 106 (Va(Ala), Tyr
181 (Tyr[Cys) y Tyr 188 (Tyr[Cys o His), aminoécidos implicados en fendmenos de
resistencias a otros IENN. Estos datos sugieren que estos aminoacidos de la subunidad p66
podrian ser importantes para la interaccion TSAO-TI**°"% pPor tanto, parecen ser
necesarias interacciones en ambas subunidades de la Transcriptasa Inversa para la interaccion
de los derivados TSAO. Este es otro de los hechos que avalan la peculiaridad de esta familia
de inhibidores de la TI, los derivados TSAO son las Unicas moléculas conocidas que
interaccionan en ambas subunidades de la Tl de VIH-1.

Estudios recientes realizados en 1998 por Pandey y col.®® y por nuestro grupo de
trabajo en e afio 2000%, ayudan en parte a comprender e particular comportamiento de los
derivados TSAO. En dichos estudios se propone que la interaccién de los derivados TSAO
con la Tl provoca una desestabilizacion del heterodimero p66/p51 de la enzima lo que
conlleva unainactivacion parcial de lamismay una pérdida de afinidad por e ADN viral.

Por tanto a la vista de todo lo expuesto hasta este punto, se puede postular que los
derivados TSAO egercen un modo particular de inhibicién sobre la TI, posiblemente
interaccionando en lainterfaz de las dos subunidades (p66/p51) de la enzima, provocando una
desestabilizacion del heterodimero.

|.2.2. El problemadelasresistencias

La aparicion de cepas de virus resistentes y la necesidad de tratamientos prolongados (de por
vida) son las principales causas del fracaso de la terapia antiretroviral. Los estudios y
caracterizacion de las cepas resistentes junto con los estudios cristalogréficos enzima-
inhibidor (en algunos casos), han permitido la identificacion de las mutaciones responsables
de las resistencias, asi como su localizacion en e contexto tridimensional®®%, Todas las
mutaciones que confieren resistencia tanto alos 2',3'-ddN como a los inhibidores especificos
estén localizadas en la subunidad p66 de la enzima excepto la mutacion 138 (Glulllys) que
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confiere resistencia a los derivados TSAO, situada en la subunidad p51>° (Figura 1.13). Las
mutaciones responsables de las resistencias a los ddN estan localizadas proximas al sitio de
unién del sustrato. Las mutaciones responsables de las resistencias a los inhibidores

especificos estan agrupadas en el bolsillo hidréfobo que es su sitio de uniéon®**.

| y
L AP triacla g&

. ioentro catalition) ¢
s

GilaB13E

subunidad
1=l

FIGURA 1.13.— Localizacion estructural en e heterodimero p66/p51 de las
mutaciones asociadas con las resistencias a los distintos tipos
de inhibidores de la Tl. En azul, las mutaciones resistentes a
ddN y PAN. En magenta, las mutacionesresponsables de la
resistencia a foscarnet. En amarillo, las mutaciones
responsables de las resistencias a los IENN

Comparado con la répida aparicion (semanas 0 meses) de cepas viraes resistentes a
los diferentes farmacos empleados en monoterapias, € virus se puede suprimir durante largos
periodos de tiempo (meses o0 incluso afios) cuando se utilizan terapias combinadas
(politerapias) en o que hoy se conoce como terapia antiretroviral de alta eficacia (HAART).
La eficacia de la politerapia en e tratamiento del SIDA reside en su capacidad de frenar los
mecanismos de resistencia genética del virus""®. Debido a bgjo grado de “fidelidad” de la
transcriptasa inversa de VIH, aparecen espontdneamente numerosas mutaciones durante el
proceso de replicacion del virus. Esta hipervariabilidad del VIH favorece la aparicion de
variantes que son resistentes a los compuestos anti-retrovirales utilizados.

Lareduccion en la carga viral, conseguida en pacientes tratados en fases tempranas de
la enfermedad con politerapia, hace que la enfermedad no progrese, ya que implica un menor
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nimero de linfocitos T infectados y permite, por tanto, una recuperacion del sistema
inmune® ™.

Por tanto, hoy en dia es evidente que, a igua que en la quimioterapia del cancer y de
algunas enfermedades bacterianas, la estrategia a seguir en la lucha contra e SIDA es la
terapia combinada®™®. Una combinacién racional de farmacos puede dar lugar, por un lado a
una menor toxicidad, ya que se emplean concentraciones inferiores de los farmacos que las
empleadas individualmente, por otro ala prevencion o retraso en la aparicion de resistencias y
por ultimo puede aumentar la eficacia de los agentes terapéuticos debido a efectos sinérgicos
0 al menos aditivos™.

Sin embargo, € empleo de terapias combinadas no esta exento de problemas. El
primero de ellos es que a pesar de que en muchos casos la carga vira es indetectable, € virus
“se esconde” en ciertos reservorios del organismo (linfocitos CD4*, macréfagos, células
dendriticas, vasos linféticos, etc.), donde estd a savo de la accién de los farmacos
antiretrovirales, manteniendo su capacidad de replicarse y por tanto de mutar y desarrollar
resistencias frente a dichos farmacos.

Ademés, no siempre la combinacion de farmacos da lugar a beneficios terapéuticos.
Existen numerosos g emplos que muestran el efecto antagonista, € aumento de toxicidad, la
interferencia metabdlica o incluso una aceleracion en el desarrollo de resistencias, cuando se
combinan ciertos farmacos™. Por tanto, la eleccién y combinacion de farmacos debe hacerse
de un modo racional.

Otro de los problemas de la terapia combinada surge a la hora de decidir cual es €l
coctel de farmacos més adecuado. A medida que aumenta el nimero de compuestos
aprobados para € tratamiento del SIDA, aumentan las posibilidades de combinacion y, por
tanto se hace maés dificil elegir la mejor combinacion (con los trece farmacos aprobados
actual mente son posibles 165 combinaciones triples diferentes)®.

Los estudios de resistencia cruzada, utilizando e arsenal de compuestos anti-SIDA
hoy disponibles, y la caracterizacion de cepas mutadas, aportan una informacioén muy valiosa
parael disefio de estas terapias combinadas.

La eleccion de la combinacion de farmacos anti-VIH se realiza, de un modo racional,

siguiendo distintas aproximaciones®® "3

. (i) La combinacion de compuestos que se unen a
distintos sitios de la misma proteina viral, por ggemplo, dentro de los inhibidores de la T, se
combinan analogos de 2',3'-ddN con inhibidores especificos no nucleosidicos (IENN). (ii) La

combinacién de compuestos que actlian sobre enzimas implicadas a diferentes niveles del
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ciclo replicativo del virus, como por jemplo, la combinacion de inhibidores de Transcriptasa
Inversa e inhibidores de Proteasa. (iii) Se han disefiado terapias combinadas que incluyen
compuestos gque actlian sobre un mismo punto de la enzima pero que presentan un perfil de
sensibilidad/resi stencias complementario.

Llegado este punto, me gustaria destacar que la terapia anti-SIDA esta resultando
especialmente dificil, ya que a pesar de las terapias combinadas e virus es reamente
“inteligente” y utiliza todos sus mecanismos para escapar de los efectos de las mismas. Asi,
existen estudios in vitro que demuestran como €l virus puede seleccionar mutaciones
alternativas cuando se le somete a la presion de p.g. dos compuestos con un perfil

complementario de resistencias®®*

. Por gemplo, por mencionar aquellas terapias que
incluyen a los derivados TSAO, la combinacién de dos IENN [TSAO-m®T que selecciona la
mutacion Glul38Lysy BHAP (Figura 1.14) que selecciona la mutacion LeulQ0lle en la Tl en
monoterapia] dio lugar a la formacién de cepas viraes resistentes, cepas que a ser
caracterizadas no presentaron mutaciones ni en la posicién 138 ni en la posicién 100*°°, sino
en la posicion 181 (Tyr[Tys) **’*. Esta cepa es resistente a la mayoria de los IENN
descritos™ ™.

Uno de los pocos inhibidores que mantienen casi inalterada su potencia frente a la
cepa mutada 181Cys es & UC42 (26) (Figura 1.14), desarrollado por la compafia
UNIROYAL. Este compuesto es activo frente a cepas que no son inhibidas por |os derivados
TSAO (Vall06[Ala, Tyrl81[Cys, Tyrl88[Cys, Glul38llys), y a su vez los derivados
TSAO mantienen una marcada actividad frente a las cepas resistentes a UC42 (LeulOO0(le,
Lys103[Asn). Es decir, UC42 y TSAO-T presentan un perfil de sensibilidad/resistencias
complementario. Asi, se ha visto que cuando ambos inhibidores se combinan en cultivo
celular’™, se evita la aparicion de cepas virales resistentes, tras 37 dias de ensayo. Incluso tras
eliminar los compuestos del cultivo celular no se detecto la formacion de particulas virales.
Este mismo resultado se observé en la triple combinacion de TSAO-T, UC42 y BHAP, que
permiti, ademés, el empleo de concentraciones de compuestos alin més bajas’™.

S Cl
H NHCH(CH3)2
HaC~o-N 7\ —
N \_/ N o o
e O

17: BHAP 26: UC42

FIGURA |.14.— Estructuras de BHAP (17) y UC42 (26)
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Estos resultados apoyan la idea de que una combinacion racional de inhibidores
especificos con un perfil complementario de sensibilidad/resistencia, puede ser una estrategia
Util para retrasar 0 evitar la aparicion de resistencias y hace a los derivados TSAO unos
candidatos muy atractivos para el disefio de terapias combinadas de 2 0 méas compuestos.

El éxito o el fracaso de la terapia anti-SIDA viene determinado por la interrelacion de
tres factores, como son €l virus, el tratamiento y el enfermo. Esto hace que sea inmensamente
complicado predecir € resultado de un tratamiento y hacer extensible a otros pacientes aquel
tratamiento que tuvo éxito con un paciente determinado.

Los avances de la comunidad cientifica en € conocimiento, prevencién y lucha contra
el SIDA han sido espectaculares, sin embargo, quedan todavia muchas metas por acanzar. La
aparicion de una tercera cepade VIH, no detectable por 1os métodos de deteccién empleados
en la actualidad, ha complicado e panorama y ha puesto de manifiesto la importancia de
seguir investigando en este campo. Asimismo, se ha demostrado la transmision de cepas de
virus resistentes’”’ a los farmacos que se emplean en clinica Esto indica que &
“armamentarium” actual del que disponemos no es suficiente para controlar la replicacion
viral y luchar asi contra la enfermedad, por tanto, es necesario e disefio de fa&rmacos efectivos
en nuestra lucha contrael SIDA.

A lavista de todo lo expuesto, consideramos que los derivados TSAO constituyen un
herramienta Util para el mejor conocimiento dela Tl de VIH-1y su inhibicion.

En resumen, son varios los hechos que avalan la peculiaridad de los derivados TSAO
respecto a resto de los inhibidores especificos de la Transcriptasa Inversa de VIH-1. En
primer lugar, su estructura de nuclebdsido, aunque altamente modificado. En segundo lugar, su
comportamiento frente a la seleccion de cepas resistentes puesto que en todos los casos
seleccionan una Unica mutacion (Glul38Lys) que, ademas, no se ha descrito para otros
inhibidores especificos. Y en tercer lugar, su interaccion con la subunidad p51 y su posible
mecanismo de desestabilizacion del heterodimero.

En la presente Memoria, se han abordado diferentes modificaciones estructurales en
esta familia de compuestos, con e fin de profundizar en e conocimiento del modo de
interaccion de los derivados TSAO con la Transcriptasa Inversa y obtener una “segunda
generacion” de derivados TSAO, capaces de interaccionar con las cepas TSAO-resistentes y
retrasar y/o evitar la aparicién de cepas de virus resistentes.
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1.3. OBJETIVOS

El objetivo globa del trabgjo que se reflgja en esta Memoria es la obtencion de
derivados TSAO de “segunda generacion” con un perfil de actividad/resistencias diferente a
de los derivados TSAO de “primera generacion” y que ademés pudieran de algin modo
retrasar y/o evitar la aparicion de cepas de virus resistentes. Si se alcanzara dicho objetivo,
estos nuevos derivados TSAO podrian ser de utilidad en €l disefio de terapias combinadas.

Para alcanzar dicho objetivo en primer lugar nos propusimos estudiar la importancia
en la actividad antiviral de la interaccion entre €l grupo amino de la posiciéon 4” del anillo de
espiroaminooxatioldiéxido de las moléculas TSAO y e grupo é&cido del glutdmico de la
posicion 138 de la Transcriptasa Inversa de VIH-1 (como se ha mencionado una mutacion en
dicho aminoécido da lugar a resistencias a los derivados TSAO). Para ello nos propusimos la
preparacion del andlogo TSAO, de formula A, en e que se ha eliminado € grupo amino del
espiroanillo. La obtencién de este compuesto nos permitiria, ademés estudiar si la ausencia de
dicho amino en lamolécula TSAO darialugar a un perfil de resistencias diferente.

o}
\fLN/
TBDMSO N/&o
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Por otra parte, nos planteamos la obtencién de derivados TSAO que pudieran mostrar
actividad frente a las cepas de virus TSAO-resistentes (Glul38Lys). Para ello disefiamos
compuestos de férmulas B y C portadores en la posicion 4” de grupos carbonilo que podrian
interaccionar con el grupo amino de la Lys de la posicion 138 de la cepas TSAO-resistentes.
En e primer capitulo se recogen los resultados de sintesis y evaluacion de dichos compuestos
(A,ByQC).
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En el segundo capitulo, se ha abordado una aproximacion diferente consistente en la
obtencién de derivados TSAO que pudieran dar lugar a interacciones adicionales con la Tl de
VIH-1. Para ello se han disefiado y sintetizado compuestos de férmula general D, en los que
se ha mantenido e grupo 4"-amino del anillo de espiroaminooxatioldioxido, para
interaccionar con € Glu-138, y se ha sustituido la posicion contigua (3") con grupos de
distinta naturaleza que pudieran interaccionar con aminoécidos de la Tl de VIH-1 préximos a
dicho Glu-138. Este tipo de compuestos podria retrasar y/o evitar la aparicion de cepas de
virus TSAO-resistentes, ya que a haber mas puntos de interaccion con la enzima (TI) puede

que a virus le resulte méas dificil mutar.
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En € tercer capitulo, se describe la preparacion de conjugados [ TSAO-T]-[Foscarnet]
de formula general E, que podrian representar una aproximacion aternativa a la terapia
combinada frente a virus del SIDA. Los compuestos disefiados combinan en su estructura
una molécula TSAO con una molécula de foscarnet unidas mediante un enlace covalente 1bil
(tipo éster) que podria ser metabolizado intracelularmente.

(oo

E

Estudios previos de combinacion “in vitro” de los derivados TSAO con foscarnet
mostraron un efecto aditivo entre ambos inhibidores y un retraso en la aparicién de cepas
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viraes resistentes. Sin embargo, € foscarnet, compuesto de naturaleza polianiénica a pH
fisiologico, presenta problemas de permeabilidad a través de la membrana celular que se
traducen en bajas concentraciones intracelulares de este fa&rmaco en las células infectadas por
el virus.

Con € disefio y sintesis de este tipo de “conjugados’ pretendemos explorar: (i) s la
elevada lipofilia del derivado TSAO podria ayudar a “transportar” € foscarnet dentro de la
célula, (ii) s una vez dentro, € conjugado [TSAO-T]-[Foscarnet] seria metabolizado
liberando ambos inhibidores y, (iii) estudiar €l efecto que tendria en la actividad antiviral la

liberacion de mayores concentraciones intracel ulares de foscarnet.

Al inicio del trabgjo de la presente tesis doctoral disponiamos de un modelo preliminar
de interaccién entre los derivados TSAO y la Tl de VIH-1. En dicho modelo existe una
interaccion desfavorable entre e oxigeno de la posicion 4 del anillo de timinadel TSAO-T y
el carbonilo del esqueleto carbonado de la His-A235 de la enzima. Se podria razonar que la
eliminacion de dicho oxigeno de la timina del TSAO-T deberia dar lugar a una molécula de
mayor afinidad por la enzima a desaparecer la interaccion desfavorable, 1o que deberia
traducirse en un aumento de la actividad de la misma respecto al prototipo TSAO-T. Con €
fin de comprobar esta hipbtesis y vaidar e modelo, nos planteamos la preparacion del
derivado TSAO de formula F carente de dicho oxigeno en la posicion 4 del anillo de timina.

9.
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En e cuarto capitulo se describe la sintesis de este derivado, su evaluacion biolégicay
la traduccion de estos resultados en €l modelo de interaccion.

Paralelamente a la sintesis se ha llevado a cabo la evauacion frente a VIH de los
compuestos preparados. Los datos de dichas evaluaciones estén recogidos en el apartado de
actividad antiviral correspondiente en cada capitulo. El andlisis de los resultados obtenidos
nos ha permitido profundizar en el conocimiento de los mecanismos de interaccion de los
derivados TSAO con laTI.
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1. DERIVADOS TSAO MODIFICADOS EN LA POSICION 4’ DEL ANILLO DE
ESPIROOXATIOLDIOXIDO

En e presente capitulo se describe la sintesis de andlogos TSAO modificados en la
posicion 4" de anillo de espirooxatioldiéxido (1.1, 1.2, I). Con la preparacion de estos
compuestos se pretende la obtencién de derivados TSAO de “segunda generacion” con un

perfil de actividad/resistencias diferente a los derivados TSAO de primera generacion.

o] o) o]
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N NH -
\'*)\ [ X Tl
TBDMSO N0 TBDMSO N Yo TBDMSO N o
o o
Q R. HN
/ Y 7
5-O OTBDMS 5-O OTBDMS ) -O OTBDMS
O// W O// N O//S\\
0 0 0

1.1 1.2 '
FIGURA 1.1.— Derivados TSAO modificados en la posicion 4”

1.1. Andlogo desaminado de TSAO-m*T

Como se ha comentado en la introduccién, los estudios de resistencias, mutagénesis
dirigida y ensayos biolgicos apuntaban a la existencia de una interaccion especifica entre el
amino de la posicién 4" del espiroanillo de las moléculas TSAO y e grupo &cido del
glutédmico de la posicion 138 de la subunidad de la enzima.

Basandonos en esta hipétesis y con € fin de estudiar la importancia de dicha
interaccion en la actividad antiviral, en primer lugar nos planteamos la preparacion del
derivado 1.1 (Figura 1.1), en € que se ha sustituido € grupo amino por un hidrégeno. Con la
preparacion de este compuesto pretendemos estudiar ademas si la ausencia de dicho grupo

amino en esta molécula daria lugar a un perfil de resistencias diferente.
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Lasintesis de la molécula objetivo se llevé a cabo mediante desaminacion reductiva.

El proceso de desaminacion reductiva (sustitucion de grupos amino por hidrégeno) en
sintesis orgénica ha sido ampliamente estudiado tanto en sistemas arométicos’® como
alifaticos™ y en menor medida en enaminas™. Entre las numerosas aproximaciones descritas
en la bibliografia para este tipo de reacciones™®, pusimos especia atencién en la seleccion
de aguellos métodos que empleasen condiciones suaves de reaccion compatibles con los
grupos TBDMS de las posiciones 2° y 5 del azlcar que son cruciaes para la actividad
antiviral.

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio® indican que e anillo de
espiroaminooxatioldioxido de los derivados TSAO se encuentra preferentemente en forma de
enamina. Aungue la reactividad de enaminas terciarias ciclicas ha sido ampliamente
estudiada, los precedentes bibliogréficos de reactividad de enaminas primarias, que es €l tipo
de sistema enaminico presente en el anillo de g-sultona de los derivados TSAO, son muy
escasos™. A pesar de la peculiaridad del sistema enaminico primario de la molécula TSAO,
para la preparacion del derivado 1.1 propuesto, primeramente elegimos las condiciones de
hidrogenolisis de enaminas mediante reacciones de hidroboraci 6n-eliminaci 6n**#84,

El método consiste (Esquema 1.1) en la adicion del borano a doble enlace de la
enamina (A) seguido de metanolisis del organoborano intermedio asi formado (B) para dar €l

alqueno (C) y e organoborano correspondiente (D).

R CH30H R\ .
A AL == A 0O

A B C D
EsSQUEMA 1.1.— Esquema general de hidrogenolisis de enaminas

Sin embargo, € tratamiento de TSAO-m®T (25) con diferentes boranos [borano de
dimetilsulfuro (BHs-Me,S), 9-borabiciclononano (9-BBN) o diborano (B;Hg)] en THF seco
seguido de la adicion de un equivalente de metanol resultaron infructuosos recuperéndose el
producto de partida inalterado.
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Ya que e grupo amino del anillo de espiroaminooxatioldioxido presenta
fundamentalmente un caracter sp°.® seguidamente, exploramos la metodologia de
hidrogenolisis de aminas arométicas primarias.

Uno de los méodos més generales de sustitucion de un grupo amino aromatico

primario por hidrégeno es la reduccion de las sales de diazoni0®®°

preparadas por diazotacion
de la amina con sales de nitritos y medios &cidos. Sin embargo, estas condiciones no son
compatibles con los grupos TBDMS presentes en la molécula TSAO. Ademas, experimentos
previos realizados en nuestro laboratorio indican que € grupo amino del espiroanillo se
hidroliza en medio &cido al correspondiente carbonilo®’.

Una dternativa atractiva a los procedimientos convencionales de diazotacion, que
utiliza condiciones muy suaves de reaccion, es la diazotacion/desaminacion radicdlica de
aminas arométicas™ en presencia de nitritos de alquilo, como agente nitrosante, y disolventes

donadores de &tomos de hidrogeno (Esgquema 1.2).

RONO !

Ar—NH
2 hn

Ar—N=N—OR] ArH + R

[ AN3 RO [Ar°]
E F G H

EsQUEMA 1.2.— Esquema general de desaminacion reductiva

La desaminacion transcurre en un solo paso de reaccion mediante la homolisis
fotolitica de intermedios de sales de diazonio (F) para dar lugar a la formacion de radicales
arilicos (G) seguido de abstraccion, por parte de éstos, de &omos de hidrégeno, generalmente

del disolvente. Esta metodologia ha sido bastante explorada por Nair y col 2%

para la
desaminacion de aminas arométicas de nucledsidos de purinas.

Asi siguiendo este procedimiento, el tratamiento de TSAO-m°T (25) (Esquema 1.3)
con nitrito de pentilo en THF seco a reflujo en presencia de luz dio lugar a derivado
desaminado 1.1, con bajo rendimiento (15%). En la reaccion se aisl6 ademas el producto
resultante de la nitracion en la posicion 3" del anillo de espiroaminooxatioldioxido 1.3 (29%)

junto con productos de descomposicién que no fueron identificados.
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EsQUEMA 1.3.— Sintesis del andlogo desaminado de TSAO-m°T (1.1)

Todos los intentos de optimizacion de esta reaccion utilizando otros nitritos de alquilo

(nitrito de isoamilo o nitrito de terc-butilo)®

asi como otros agentes donadores de
hidrégeno como etanol, o hidruro de tributilestafio (BusSnH) no condujeron a mejores
rendimientos del producto desaminado.

En el espectro de 'H RMN del derivado 1.1 se observé la desaparicion del grupo 4”-
NH, a 6.47 ppm, y la aparicién de dos nuevos dobletes a 7.23 'y 7.44 ppm (3 e = 6.5 HZ)
gue se asignaron a los nuevos protones vinilicos de la posicion 4" y 3" del anillo de espiro.
Los espectros de *C RMN, mostraron el desplazamiento a campo alto del carbono C-4”, asf
como €l desplazamiento a campo bajo del carbono C-3".

En cuanto a la estructura del derivado nitrado en la posicion 3" del anillo 1.3, en su
espectro de 'H RMN se observo la desaparicion de la sefid correspondiente al protén H-3” a
d = 5.76 ppm. Ademés, en este derivado se observé un desdoblamiento de la sefia
correspondiente al grupo 4”-NH,, ya que los protones de este grupo ahora no son equivalentes
debido al efecto del grupo nitro contiguo®™, y aparecen como dos singletes anchos a 8.92 y
9.33 ppm.

Finamente, los datos de espectrometria de masas de ambos compuestos confirmaron

las estructuras propuestas.

1.1.1. Evaluacion biolégica del andlogo desaminado 1.1

Los derivados 1.1 y 1.3 fueron evaluados como agentes antivirales frente a la
replicacion del virus de inmunodeficiencia humana (VIH-1 y VIH-2), en cultivo celular
empleando lineas celulares CEM/0y MT-4, por €l equipo de los doctores Jan Balzarini y Erik
De Clercq del “Rega Institute for Medical Research” de la Universidad Catdlica de Lovaina.
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La determinacion de la actividad antiviral ha estado basada en la inhibicion del efecto
citopético inducido por € virus en c8ulas MT-4, y en lainhibicion o formacion de sincitios o
células gigantes en el caso de células CEM/0 siguiendo procedimientos descritos®. En ambos
casos, laactividad antiviral se expresa como CEsy 0 concentracion efectiva 50. Paralelamente,
se ha evaluado la toxicidad de los compuestos en ambas lineas celulares, que se expresa como
CCsp 0 concentracion citotdxica 50.

L os resultados obtenidos de dicha evaluacion antiviral se recogen en laTabla 1.1, enla
que se definen los pardmetros utilizados para la determinacion de las actividades y

toxicidades.
TABLA 1.1
Actividad antivira frenteaVIH-1 en cdulasMT-4y CEM
delosderivados TSAO 1.1y 1.3
CEso (MM)° CCso(MM)°
MT-4 CEM MT-4 CEM
Compuesto VIH-1 VIH-2 VIH-1 VIH-2
11 0.53+0.40 > 250 0.15+ 0.09 >50 164+ 77 > 250
1.3 599+ 1.23 9.82+6.76 70+4.2 310 140+ 5.0 15.0+ 3.7
TSAO-m®T  0.06+0.09 > 250 0.04 + 0.01 > 250 230+ 7.3 -

4Concentracion efectiva para proteger al 50% de las células del efecto citopatico del VIH.
PConcentracion citotéxica que inhibe el crecimiento del 50% de las células no infectadas

Segln se observa en latabla, e derivado 1.1 mostr6 una actividad significativa frente
alareplicacion de VIH-1 (CEsp = 0.53 M), s bien, ésta fue un orden de magnitud inferior a
ladel compuesto prototipo TSAO-m’T (25) (CEsp = 0.06 V1) portador del grupo amino en la
posicion 4" del espiroanillo. Ademas, y a igua que otros compuestos TSAO, e derivado
desaminado 1.1 no mostré actividad frente a la replicacion de VIH-2 por lo que se trata de un
compuesto especifico frente a la replicacion de VIH-1. En lo que respecta a derivado 1.3
portador de un grupo nitro en la posicion 3" del anillo de espiroaminooxatioldidxido, éste
mostré una actividad frente a la replicacion de VIH-1 dos 6rdenes de magnitud inferior ala de
TSAO-mM’T (25).

1.1.1.1. Estudio deresistencias

La obtencién y caracterizacion de cepas de VIH-1 resistentes a la acciéon de los
distintos inhibidores, asi como los estudios de resistencia cruzada utilizando este arsenal de

compuestos, ha sido ampliamente utilizada como herramienta eficaz para un mejor
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conocimiento de lainteraccion de las distintas familias de inhibidores con la Tl de VIH-1 asi
como para el disefio de terapias combinadas.

A lavistade laactividad y especificidad frente ala replicacion de VIH-1 mostrada por
el derivado desaminado 1.1 consideramos interesante la sel eccidn de cepas de virus resistentes
frente a este derivado. La caracterizacion posterior de estas cepas nos permitiria estudiar s
aparece la mutaciéon caracteristica de los derivados TSAO (Glul38Lys) o s e compuesto
presenta un perfil de resistencias diferente al carecer del grupo 4”’-NH, del anillo de
espirooxatioldioxido.

Asi, tras tres cultivos sucesivos de células CEM infectadas por VIH-1y en presencia
del compuesto 1.1, se observo la aparicion de cepas virales resistentes a este compuesto. Esta
cepa VIH resistente a 1.1 fue evaluada frente a distintas familias de inhibidores (2',3'-ddN,
IENN, derivados TSAO), ta y como se reflgja en la Tabla 1.2. Los resultados obtenidos
indican que la ceparesistente a 1.1 es sensible ala inhibicién de 2',3'-ddN, IENN vy, lo que es
mas interesante, a los derivados TSAO. Por tanto dicha cepa resistente no muestra resistencia
cruzada frente a los demas inhibidores.

TABLA 1.2

Actividad antiviral frente ala cepasavaje de VIH-1y frente alas cepas de VIH-1
resistentes a derivado desaminado 1.1 de distintos inhibidores dela Tl de VIH

CEg (mM)*
Compuesto VIH-1 VIH-1resistenteal.1l
AZT 0.003 + 0.001 0.008 + 0.003
3TC 0.010+£ 0.0 0.024 £ 0.012
Nevirapina 0.032 + 0.029 0.013 = 0.004
Delavirdina 0.008 + 0.007 0.024 £ 0.012
Efavirenz 0.003 + 0.002 0.0007 + 0.00002
Emirivina 0.0021 £ 0.0016 0.01+£0.0
QuinoxalinaHBY 97 0.001 = 0.0004 0.0035 £ 0.0007
TSAO-m°T 0.035 + 0.019 0.13 + 0.06
TSAO-triazol™® 0.08+ 0.0 0.12 + 0.012
11 0.15+0.09 >50
4Concentracion efectiva para proteger al 50% de las células del efecto citopéatico del VIH

en células CEM.

El paso siguiente a la obtencién de cepas resistentes es su secuenciacion con € fin de
determinar que aminoécido(s) es(son) los responsables del fendmeno de resistencia. Sin

embargo, cuando se secuencio la porcion del gen que rutinariamente se analiza para detectar
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mutaciones en la Tl de la cepa 1.1 resistente, no se pudo detectar ninguna mutacion, 1o que
resulta sorprendente en comparacion con otros derivados TSAO u otros IENN. Este hecho
podriatener dos explicaciones:

a) El derivado 1.1 no actiaanivel dela Tl y por elo no se detectan mutaciones en €l
gen que codifica esta enzima.

b) El derivado 1.1 interacciona con la Tl de un modo diferente a los IENN, y a los
derivados TSAO de modo que las cepas resistentes no muestran mutaciones en la
fraccién gendmica que se secuencia normal mente.

Para abordar la primera de estas hipétesis se llevd a cabo |la evaluacién directa del
compuesto 1.1 frente a la Tl de VIH-1. En este ensayo el derivado 1.1 muestra actividad
(Clso = 3.32 mM) comparable a la de otros inhibidores como & TSAO-m®T (Clsp = 2.23 mMl)
lo que descarta la primera de las hipétesis ya que 1.1 es inhibidor de la TI. Por otro lado, €l
hecho de que las cepas resistentes a 1.1 no muestren resistencia cruzada frente a los demés
inhibidores (IENN y TSAO) parece apoyar la segunda hipétesis. Para determinar s € punto
deinteraccién de 1.1 es diferente al de los IENN y TSAO actualmente se esta llevando a cabo
la secuenciacion del gen completo delaTl, incluido el dominio de Ribonucleasa H.

A la vista de todo lo expuesto hasta e momento, se puede concluir que hemos
sintetizado la primera molécula TSAO que carece de grupo amino en e anillo de
espirooxatioldioxido, y que ésta muestra un espectro de resistencias muy peculiar. Este
derivado mantiene la especificidad frente a VIH-1 caracteristica de los IENN, pero no
selecciona ninguna de las mutaciones descritas como resistentes a los IENN localizadas en el
bolsillo de unién de éstos, ni tampoco la mutacién 138-Lys caracteristica de las cepas TSAO-
resistentes. Por tanto, la eliminacién del grupo amino de la posicion 4" ha conducido a un
nuevo tipo de molécula con especificidad VIH-1, que probablemente actlia por un mecanismo
de accidn distinto alos IENN clésicos descritos hasta el momento.

Con € fin de profundizar en su mecanismo de accién, en la actualidad estamos
trabgjando en la busgueda de métodos sintéticos alternativos que nos permitan obtener este
derivado con mejores rendimientos.
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1.2. Derivados TSAO portadores de grupos car bonilo en la posicion 4”

Siguiendo con €l objetivo inicia propuesto de obtencién de derivados TSAO de
“segunda generacion” nos planteamos la preparacion del andlogo de TSAO-T 1.2 (Figura 1.2)
en € gue e grupo amino de la posicion 4” del espiroanillo se ha sustituido por un grupo ceto
capaz de interaccionar con €l grupo amino de la Lys-138 de las cepas TSAO-resistentes.
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FIGURA 1.2
1.2.1. Sintesis de derivados TSAO portadores de grupos car bonilo en la posicion 4”

Para la sintesis de la molécula objetivo 1.2 diseflamos la estrategia sintética, que se
refleja en el Esquema 1.4, basada en reacciones clésicas de hidrélisis de enaminas™. Ya que
estas reacciones requieren la utilizacion de medios écidos incompatibles con los grupos
TBDMS de la molécula TSAO, como producto de partida se utilizd e derivado 1.4
desprotegido en las posiciones 2" y 5 del anillo de ribofuranosa™. Asi, la estrategia sintética
consistiria en la formacion del cetoderivado 1.5 y posterior sililacién de los grupos hidroxilo

libres delas posiciones 2’ y 5’ del azlcar.
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ESQUEMA 1.4.— Estrategia sintética para la sintesisde 1.2
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Sin embargo, € tratamiento de 1.4 (Esguema 1.5) con HCI 0.1N en metanol a 0°C y
slilacion posterior del bruto de reaccion con TBDMSCI/DMAP en acetonitrilo seco no
condujo a la molécula objetivo esperada 1.2, sino que en su lugar se aidd e derivado
hemiacetdlico ciclico monosililado en la posicién 2° de azicar 1.7 con un 71% de

rendimiento.
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ESQUEMA 1.5.— Sintesis del derivado de TSAO-T 1.7

El posterior aisamiento e identificacion del intermedio 1.6 obtenido en la primera
etapa de reaccién indica que la condensacion intramolecular entre el grupo carbonilo de la
posicion 4" del espiroanillo y € hidroxilo de la posicion 5 del anillo de ribofuranosa se
produce ya en el primer paso de reaccion.

La asignacion estructural inequivoca del compuesto 1.7 requirio la utilizacion de
técnicas de RMN de 'H y **C mono- y bidimensionales (1D y 2D), experimentos NOE asi
como espectrometria de masas. En su espectro de *H RMN (ver parte experimental, pag 120)
se observo la desaparicion de las sefides asignadas a los protones H-3” y NH,-4" del anillo de
espiro y asi como las correspondientes a los hidroxilos de las posiciones 2 y 5" del anillo de
ribofuranosa. Asimismo, se observé la aparicion de un nuevo sistema AB centrado a 3.9 ppm
con una constante de acoplamiento geminal de 13.9 Hz correspondiente a los protones del
grupo CH; de la posicion 37, y la aparicién de una nueva sefial ancha que intercambiaba con
D,0O a 7.44 ppm que se asignd a nuevo OH hemiacetdlico de la molécula. El espectro de
13C RMN de 1.7 mostré e desplazamiento a campo ato de |as sefiales correspondientes a los
carbonos C-3” y C-4” que aparecieron ad = 56.08 y 98.17 ppm, respectivamente.

La asignacién de los carbonos protonados se llevé a cabo utilizando experimentos
HMQC® que correlacionan protones y carbonos unidos directamente. Los carbonos

cuaternarios se asignaron mediante experimentos HMBC® que correlacionan carbonos y
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protones que estén acoplados escalarmente a dos y tres enlaces. El experimento bidimensional
HMBC fue en nuestro caso determinante para la asignacién estructural del compuesto 1.7. En
dicho experimento se observaron correlaciones a 3 enlaces entre los protones H-5' (d =4.15y
4.20 ppm) y e C-4" (d = 98.17 ppm) sdlo compatibles con la estructura hemiacetalica.

La configuracion absoluta del nuevo centro estereogénico presente en la posicion 4”
del derivado 1.7, se realiz6 de manera inequivoca mediante experimentos NOE (Figura 1.3).
Asi, la irradiacion de la sefid a 7.44 ppm, correspondiente a grupo hidroxilo libre de la
posicion 4” del anillo de espiro, indujo NOE sobre los protones H-2' y uno de los protones

H-3", lo que indica que se encuentra en la cara “superior” del anillo de ribosa, y por tanto su
configuracién es S.

FIGURA 1.3.— Determinacion de la configuracion del C-4" mediante experimentos NOE

Finalmente, los datos de espectrometria de masas corroboraron la estructura propuesta
paral.7.

Dada la imposibilidad de acceder al 4”-cetoderivado disililado en las posiciones 2 y
5 de azlcar, nos planteamos la preparacion de andlogos TSAO de férmula genera |
(Figura 1.4), portadores en € amino de la posicion 4’ de grupos carbonilo de distinta
naturaleza, que pudieran interaccionar con € grupo amino de la Lys-138 de la cepa
TSAO-resistente.
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FIGURA 1.4
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La sintesis de los compuestos objetivo se llevd a cabo mediante reacciones de
acilacion® sobre e grupo amino de la posicién 4" del anillo de espirooxatioldioxido. El
tratamiento de 25 con cloruro de metiloxalilo (Esquema 1.6) en presencia de 3 equivalentes de
EtsN, en 1,2-dicloroetano seco, condujo a N-acilespiroderivado 1.8 en un 35% de
rendimiento. En esta reaccion se utiliza un exceso de EtsN con € fin de catalizar la reaccion
de acilacién asi como evitar problemas de desproteccion del grupo TBDMS de laposicion 5.

Con e fin de optimizar esta reaccién se exploraron diferentes condiciones de
acilacion. La reaccién de 25 con cloruro de metiloxalilo en presencia de otras bases como
carbonato de cesio y piridina en acetonitrilo seco, condujo a derivado 1.8 con menores
rendimientos (26%). Por otro lado, se vari6 la naturaleza del agente acilante, sin embargo, €l
tratamiento de 25 con tetrazol-1-il-oxalato de metilo®, generado “in situ” a partir de tetrazol y
cloruro de metiloxalilo, en presencia de diisopropiletilamina (DIPEA) dio lugar a N-
acilderivado 1.8 con un 25% de rendimiento. Finalmente, el tratamiento de 25 con cloruro de
metiloxalilo en presencia de AlICl3 y tamiz molecular 4 A (como captador del HCI que se
genera en la reaccion) condujo a derivado 1.8 con un rendimiento del 66% (2 veces superior
al inicial). En esta reaccion no se detecto la formacion de derivados acilados en la posicién 3”
del anillo de espirooxatioldioxido.
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ESQUEMA 1.6.— Sintesis del 4" -metoxalilderivado 1.8

Una vez optimizada la reaccidn, se utiliz6 el N-metoxalilderivado 1.8 como producto

de partida para la preparacion de los compuestos 1.9 y 1.10, portadores de un grupo &acido y



34 CAPITULO 1: DERIVADOS TSAO MODIFICADOS EN LA POSICION 4

un grupo amida, respectivamente en € espiroanillo. Asi, la reaccion de saponificacion de 1.8
con NaOH 1N (Esquema 1.7) condujo a N-oxaloderivado 1.9 con buenos rendimientos
(75%). Asimismo, el tratamiento de 1.8 con una solucion de NHs/MeOH permiti6é acceder al
N-oxamoilderivado 1.10 (54%).
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ESQUEMA 1.7.— Sintesis de los N-acilderivados 1.9y 1.10

La determinacion estructural de los N-oxalilderivados 1.8-1.10 se realizé en base a sus
datos analiticos y espectroscdpicos. En los espectros de *H RMN (Tabla 1.3) se observé la
desaparicion de la sefid correspondiente a grupo 4”-NH, a 6.47 ppm y la aparicién de una
nueva sefial ancha a 10.6 ppm que se asigné a nuevo NH de la amida. Asimismo, se observé
un desplazamiento a campo bajo de la sefid correspondiente a proton H-3”
(Dd = 2.01-2.03 ppm). Los espectros de *C RMN (Tabla 1.4) mostraron la aparicion de dos
nuevas sefiales en la zona 155-168 ppm que se asignaron a los dos nuevos carbonilos del
agrupamiento —NH-CO-COR. Asimismo, los espectros de *C RMN mostraron un
desplazamiento a campo bgjo de las sefiales correspondientes al C-3" (Dd = 15 ppm) con
respecto alas mismas sefiales en e compuesto de partida 25.

Cuando los espironucledsidos 1.8, 1.9 y 1.10 se ensayaron frente a virus del SIDA,
éstos mostraron actividades significativas a concentraciones no téxicas, como se vera en €l
apartado correspondiente a la evaluacién bioldgica. Ademés, cabe destacar que € compuesto

1.9 portador de un grupo &cido resulté activo frente a las cepas viraes TSAO-resistentes
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(Lys-138), siendo e primer gemplo de derivado TSAO de “segunda generacién”’ con
actividad frente a dichas cepas mutadas.

Seguidamente, nos planteamos la preparacion de 4”-ureidoderivados de TSAO-m’T
(andlogos TSAO sudtituidos con un solo carbonilo sobre e 4”-NH, del anillo de
aminooxatioldiéxido). La preparacion de este tipo de compuestos nos permitiria determinar €l
nimero de carbonilos sobre el 4”-NH, necesarios parala actividad.

El tratamiento de 25 con clorosulfosilisocianato® (CSl) en CH,Cl, seco (Esquema 1.8)
seguido de hidrdlisis basica (NaHCOs) condujo a ureidoderivado 1.11 desprotegido en la
posicion 5 del azlcar. La sililacion de 1.11 con TBDMSCI/DMAP condujo a producto
disililado 1.12, con un 40% de rendimiento, junto con € producto de sililacion sobre €l amino
1.13 con un 35% de rendimiento.

o] o
\fLN/ _
TBDMSO /I\ | \
HoN

Z&ﬁ a) CSI, CH,Cl, HO N o
/ b) NaHCO3 HoN HN
-O OTBDMS Y /

O//S\\ (0] -O OTBDMS
o) 045\\0

25

1.11

TBDMSCI/DMAP

\fLN/ N/
| |
TBDMSO /k TBDMSO /g

N~ O N}
o.
HaN_ HN +  TBDMSHN_ ,HN
Y/ Y/
o -O OTBDMS o -0 OTBDMS
oéi\O

29
“\
O \O

1.12 1.13

ESQUEMA 1.8.— Sintesis de los ureidoderivados 1.12 y 1.13

La reaccion de 25 con exceso de isocianato de etilo en acetonitrilo a reflujo

(Esquema 1.9) condujo & etilureidoderivado 1.14 con un 50% de rendimiento.
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ESQUEMA 1.9.— Sintesis del etilureidoderivado 1.14

Cuando los ureidoderivados 1.12-1.14 se ensayaron frente a VIH, todos ellos
resultaron inactivos a concentraciones no toxicas. La falta de actividad de estos
espironucledsidos parece indicar que son necesarios ambos carbonilos 0 que e segundo
carbonilo debe gercer un papel importante en la interaccién de los derivados TSAO con la
enzima.

Dada la falta de actividad de |os compuestos 1.12-1.14 procedimos a |la preparacion de
compuestos con dos carbonilos sobre e grupo 4”-NH, pero en este caso no contiguos sino
separados por un espaciador de uno o dos eslabones entre ambos.

La sintesis de dichos compuestos se llevd a cabo por reaccién de 25 con
acilisocianatos diferentemente sustituidos. Asi, la reaccién de 25 con los acilisocianatos
1.15a-c (Esquema 1.10), en acetonitrilo seco a reflujo, condujo a los ureidoderivados 1.16a-c
con buenos rendimientos [1.16a (90%), 1.16b (80%) y 1.16¢ (75%)].
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EsSQUEMA 1.10.— Sintesis de los 4” acilureidoderivados 1.16a-c

La identificacion de las estructuras de los 4”-ureidoderivados 1.12, 1.13, 1.14 y

1.16a-c se realiz6 a partir de sus datos analiticos y espectroscdpicos.



TABLA 1.3.— Datos més significativos de "H-RMN de |os derivados TSAO modificados en la posicion 4”.
Desplazamientos quimicos (d), multiplicidades y constantes de acoplamiento (Hz) registrados en [(CD3),CQO] a 300 MHz

O [e) O
TBDMSO \f‘\i TBDMSO \f‘\i/ O TBDMSO \f‘\i/
o} Lo NS0 o 1P Nigae} HLCH,CO $— o N0
RJ\O'( y R ™ r\NTNyHN/
//S\’O OTBDMS O //S”O OTBDMS O O /S’O OTBDMS
0 %Y oYy o’ Y
1.8-1.10 1.14, 1.16a-c, 1.18 1.19
Compuesto R R H-1' H-2' H-4' H-5' NHa NHb H-3"
(‘J 1 g) (J 4'S'a J 4'5 b) (‘J 5'a,5' b)
1.8 OCH; 6.07d 497 448t 4.01dd, 4.11 dd 10.60 7.77
- (8.0 (2.3,2.2) (13.0) ' -
19 OH 6.05d 4,98 444t 4,01 dd, 4.20 dd 10.79 7.79
- (8.0 (3.2,3.3) (12.0) ' -
1.10 NH, 6.25d 4,72 4.43dd 410dd, 4.31 dd 10.65 7.78
- (8.3) (2.2,3.7) (12.9) ' -
1.12 H 5.54d 5.06 417 dd 3.89dd, 4.06 dd 9.05 6.09 712
- (6.6) (6.7, 4.3) (12.9)
1.13 TBDMS 557d 5.07 430t 3.95dd, 4.10dd 9.05 6.13 7.13
- (6.7) (4.9, 4.5) (12.0)
1.14 -CH,CHj4 5.50d 5.04 4.18dd 3.88 dd, 4.06 dd 8.87 6.18 7.12
- (6.6) (6.7, 4.5) (11.9)
1.16a -COPh 6.08 d 497 441 dd 4,06 dd, 4.21 dd 11.40 10.6 7.45
- (7.8) (4.7, 6.3) (10.9)
1.16b -CO,CH,CH;4 6.03d 4.87 4.38dd 4.01dd, 4.15dd 10.01 10.52 7.36
- (7.8) (4.8, 6.3) (12.2)
1.16¢ -COC(CH3)=CH, 6.03d 4.83 4.36 dd 3.97 dd, 4.11 dd 10.17 11.24 7.35
- (7.8) (4.8, 6.4) (12.2)
1.18 -CH,CO,CH,CH; 5.53d 5.07 (4.84-4.40) dd 3.92dd,4.35m 9.30 6.53 7.13
- (6.5) (7.0, nd) (11.9)
1.19 6.02d 4.84 4.44 dd 4.03 dd, 4.10 dd 10.25 7.43
- - (7.8) (5.0,5.7) (12.35.0) -
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TABLA 1.4.— Datos més significativos de *C-RMN de los derivados TSAO sustituidos en la posicion 4”.
Desplazamientos quimicos (d) registrados en [(CD3),CO] a 300 MHz

Compuesto || NHCONH c-1 c-2 C-2 c-4" C-3" c-4 C-3 OTROS

18 _ 88.92 73.78 151.12 139.43 110.26 83.23 92.43 159.12, 155.59 (NHCOCO, NHCOCO)
19 _ 87.42 74.84 152.17 140.61 111.34 86.41 94.53 162.05, 167.15 (NHCOCO, NHCOCO)
1.10 - 86.95 74.98 152.19 140.56 110.71 84.69 94.49 160.81,160.58 (NHCOCO, NHCOCO)
112 154.50 96.31 73.74 152.53 145.58 100.60 84.48 89.23 _

1.13 154.54 95.12 73.59 152.43 144.35 100.85 84.73 89.86 _

114 153.67 96.45 73.55 152.34 145.41 100.06 84.38 89.25 _

1.16a 151.26 89.26 74.54 152.04 142.50 107.41 85.18 92.14 170.52 (COPh)

1.16b 150.50 91.83 74.56 151.97 142.48 106.61 85.09 89.19 156.18 (CO,EY)

1.16¢c 152.02 88.88 74.63 151.19 142.42 107.21 85.12 91.92 171.42 [COC(CH3z)=CH,]

1.18 153.95 97.44 73.50 152.52 145,51 100.67 84.45 89.21 170.42 (CO,EY)

119 167.50 89.34 74.70 151.96 142.38 107.23 85.01 91.37 156.54 (NCON), 148.30 (CH,CON),

167.09 (CO,EY)
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En los espectros de 'H RMN (Tabla 1.3), se observo la desaparicion de la sefid a
6.47 ppm correspondiente a grupo 4”-NH, y la aparicién de dos nuevas sefidles anchas que
intercambiaban con D0 correspondientes a los nuevos grupos NH (d = 9.05-11.40 ppm para
el NH mas proximo al anillo de espiro y d = 6.09-11.24 ppm para € NH més aeado). La
asignacion inequivoca de cada uno de estos protones se realiz6 mediante experimentos
bidimensionales heteronucleares HMBC. En estos experimentos (Figura 1.5) se observaron
correlaciones a dos y tres enlaces entre e grupo NH unido directamente al C-4" (NH,) y los
carbonos C-47, C-3" y C-3, correlaciones que no se observaban para €l otro grupo NH de la
urea (NHp).
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FIGURA 1.5.— Correlaciones de H y C mas relevantes del grupo NHa de los ureidoderivados 1.12-1.14 y 1.16a-c

En los espectros de *C RMN (Tabla 1.4) se observé |a aparicién de una nueva sefial a
151.26-154.54 ppm que se asigné a carbonilo del agrupamiento urea. Asimismo, los
espectros de C RMN mostraron un desplazamiento a campo ato de las sefides
correspondientes al C-4" (Dd = 12-13 ppm) y por e contrario un desplazamiento a campo
bajo de la sefia correspondiente al C-3” (Dd = 24-25 ppm) con respecto a las mismas sefiales
del compuesto de partida 25, a igual que habia ocurrido en los espectros de los
oxalilderivados 1.8, 1.9y 1.10.

Cuando 25 se tratd con isocianato de acetato de etilo (1.17), a fin de obtener €l
derivado TSAO portador de dos carbonilos separados por un puente de dos eslabones,
empleando una metodologia similar a la descrita para la sintesis de 1.16a-c, no se obtuvo €l
producto de acilacion esperado, recuperandose e producto de partida inalterado incluso tras
largos tiempos de reaccion.

Existen gjemplos en la bibliografia'® de sintesis de ureas a partir de aminas poco
reactivas e isocianatos en presencia de EtsN. Sin embargo, cuando 25 se traté con el
isocianato 1.17, en presencia de EtsN en acetonitrilo seco areflujo, nuevamente se recupero el
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producto de partida inalterado. Cuando esta misma reaccion se llevd a cabo calentando en
tubo cerrado a 100°C se obtuvo el 4”-ureidoderivado 1.18 con un 52% de rendimiento junto
con el derivado ciclico 1.19 con un 30% de rendimiento (Esquema 1.11).
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ESQUEMA 1.11.- Sintesisde los derivados 1.18 y 1.19

La formacion del derivado 1.19 portador de un anillo de dioxoimidazolidino, podria
explicarse mediante el ataque del producto iniciamente formado 1.18 sobre una segunda

molécula del isocianato 1.17 y ciclacion posterior paradar 1.19 (Esquema 1.12).

o o) 0
- b -~
N N N
TBDMSO N/l\o o TBDMSO N/KO Q TBDMSO N/l*o
o - o

,—HN__HN H3CH2CO) N._H H3CH,CO,C™ "N N HN
HCHCO.CT Y ) — w7 — T /
O -0 OTBDMS < 00 5O OTBDMS 0 O 5O OTBDMS

O// A O// A O// A
0 CO,CH,CH3 © 0

1.18 1.19

HaCH,CO,C~ “N=C=0

ESQUEMA 1.12.- Formacién del derivado 1.19

La asignacion estructura del ureido derivado 1.18 se llevé a cabo de manera similar a
la descrita para la asignaciéon estructural de los ureido derivados 1.12-1.14 y 1.16a-c,
comentados anteriormente. En cuanto a la asignacion estructural del imidazolidin derivado
1.19 obtenido como producto secundario en la reaccidn, su asignacion no fue obvia, y requirié
la utilizacion de técnicas de RMN de *H y *3C mono- y bidimensionales (1D y 2D) y
espectrometria de masas.

En su espectro de '"H RMN (Tabla 1.3) se observé la desaparicion de una de las
sefiadles correspondientes a uno de los NH del agrupamiento urea respecto a espectro del
ureido derivado 1.18 anteriormente comentado. Ademas, se observé respecto a este derivado,
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la aparicion de un sistema AB adiciona centrado a d = 460 ppm (J = 17.6 Hz)
correspondiente a un grupo metileno adicional en la molécula. Asimismo, una comparacion
de los espectros de *C RMN (Tabla 1.5) del ureido derivado 1.18 y del derivado ciclico 1.19
permitio observar la aparicion adicional de sefiales correspondientes a dos carbonos
cuaternarios asi como la sefial correspondiente a un nuevo carbono protonado con
multiplicidad de metileno.

En & experimento de HMBC (Figura 1.6) se observaron correlaciones a dos y tres
enlaces entre la sefia correspondiente al proton NH (d = 10.25 ppm) y los carbonos C-4”
(d = 142.38 ppm) y C-3" (d = 107.23 ppm) lo que indicaba que € grupo NH estaba unido
directamente a anillo de espiro. Ademés, se observaron correlaciones a dos y tres enlaces
entre los protones de los grupos metileno (d = 4.44 y 4.60 ppm) y los carbonos cuaternarios
gue se reflgan en la Figura 1.6. Los datos de espectrometria de masas [MS (ES) m/z
814.5 (M-1)] corroboraron la estructura propuesta.

4.60
H

4.22 H/\KA

>—C
O 167 09 14830
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/6267 | *{6 64 N

O

FIGURA 1.6.— Datos espectroscOpicos mas relevantes para €l sustituyente de la posicion 4” del anillo de espiro
en el derivado 1.19. Desplazamientos quimicos de *H RMN en rojo, desplazamiento de *C en azul
ylascorrelacionesdeHy C enrosa

Finalmente, el tratamiento de 25 con cloruro de metoxicarbonil acetilo, a fin de
obtener un andlogo TSAO con dos carbonilos sobre €l 4’-NH, separados mediante un
metileno, tanto en medio basico como en presencia de AlCl; (Esquema 1.13) no condujo al
N-acilderivado esperado 1.20, recuperdndose € producto de partida inalterado. Cuando se
intentaron forzar las condiciones afiadiendo més equivalentes del cloruro de acido y de AICl3
se obtuvo el 5'-O-acilderivado 1.21 (40%).
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ESQUEMA 1.13.— Sintesis del O-acilderivado 1.21

En e espectro de '"H RMN del derivado 1.21 (ver parte experimental) se observé la
presencia de un Unico grupo TBDMS asi como la desaparicion de las sefial es correspondientes
al protén vinilico H-3” y a grupo 4”-NH,. Asimismo, se observo la presencia de dos nuevos
sistemas AB centrados ad = 3.50 ppm y a 4.30 ppm correspondientes a dos grupos metileno y
la aparicion de un nuevo singlete ancho a 8.76 ppm que intercambiaba lentamente con D,O
que se asigné como el NH iminico del espiroanillo. En e espectro de **C RMN aparecen tres
nuevas sefides a 166.04, 166.11 y a 167.91 ppm, que se asignaron mediante experimentos de
HMBC a los dos nuevos grupos carbonilos y a carbono de la imina repectivamente.
Asimismo, aparecen dos sefidles a 42.13 y 53.23 ppm correspondientes a 10s nuevos grupos
metilénicos del derivado 1.21.

1.2.2 Actividad antiviral

Los derivados TSAO descritos en e presente apartado fueron evaluados frente a la
replicacion del virus de inmunodeficiencia humana (VIH-1 y VIH-2) en cultivo celular
empleando lineas celulares CEM/0y MT-4, por €l equipo de los doctores Jan Balzarini y Erik
De Clercq en e “Rega Institute for Medical Research” de la Universidad Catdlica de Lovaina
de forma analoga a la mencionada en € apartado 1.1.1 del presente capitul o.

En la Tabla 1.5 se recogen los resultados obtenidos de dicha evaluacién antiviral en la

gue se definen los pardmetros utilizados para determinar actividades y toxicidades.
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Los compuestos ensayados son andlogos TSAO modificados en la posiciéon 4" del
anillo de espirooxatioldioxido. Asi, se han ensayado hemiacetales ciclicos (1.6 y 1.7),
4" -N-oxalilderivados (1.8-1.10) y 4”-ureidoderivados tanto sin sustituir (1.12) como
sustituidos con grupos TBDMS (1.13), alquilo (1.14), acilo (1.16a-c) y aquiléster (1.18).
Asimismo, se ha ensayado € ureidoderivado portador de un anillo de dioxoimidazolidino
(1.19).

Segln se observa en la Tabla 1.5 los hemiacetales ciclicos 1.6 y 1.7 resultaron
inactivos. Los 4”-N-oxalilderivados 1.8-1.10 mostraron actividades significativas frente a la
replicaciéon de VIH-1 a concentraciones no citotoxicas. El compuesto portador de un grupo
amida (1.10) fue el més activo de esta serie mostrando una actividad ligeramente superior ala
del compuesto prototipo TSAO-m°T (25) [CEsp (CEM) = 0.028 vs 0.04 mM]. El derivado
portador de un grupo éster (1.8) mostré actividad comparable a la del prototipo mientras que
para € derivado 1.9 (portador de un grupo é&cido) esta actividad fue un orden de magnitud
inferior. Ninguno de los oxalilderivados mostré actividad frente alareplicacion de VIH-2.

TABLA 15

Actividad antiviral frenteaVIH en células MT-4 y CEM
de derivados TSAO modificados en la posicion 4”

CEso(M)* CCxo(M)”
MT-4 CEM MT-4 CEM
Compuesto VIH-1 VIH-2 VIH-1 VIH-2
1.6 > 50 > 50 > 50 > 50 >250 > 250
1.7 > 50 > 50 > 50 > 50 > 250 > 250
1.8 0.08 + 0.06 >4 0.06 + 0.02 >4 103+26  557+221
1.9 1.31+ 0.45 >10 0.23+ 0.04 > 50 31.1+204  50.1+94
1.10 0.057 + 0.008 >2 0.028 + 0.017 >10 333+0.04 229+0.07
1.12 >2 >2 >2 >2 366+037 4.36+0.13
1.13 >2 >2 >2 >2 263+ 117  4.02+0.06
1.14 >2 >2 >2 >2 - 4.26 + 0.30
1.16a >2 >10 >2 >2 333+004 229+0.07
1.16b >2 >2 >2 >2 - 3.0+03
1.16c >0.8 >0.8 >0.8 >0.8 119+ 059  1.21+0.52
1.18 >2 >2 >2 >2 378+ 160 502+0.62
1.19 0.89 + 0.02 >2 0.24 + 0.02 >2 143+050 1.42+051
TSAO-m®*T  0.06+0.09 > 250 0.04 + 0.01 > 250 230+ 7.3 -

4Concentracion efectiva para proteger al 50% de las células del efecto citopatico de VIH-1y VIH-2
PConcentracion citotéxica que inhibe el crecimiento del 50% de las células no infectadas
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En cuanto a los 4”-ureidoderivados 1.12-1.14, 1.16a-c y 1.18, ninguno de ellos
presentd actividad significativa a concentraciones no toxicas.

Finalmente, en e compuesto 1.19 portador de un anillo de dioxoimidazolidino se
observé una actividad significativa frente a VIH-1, un orden de magnitud inferior a la del
compuesto prototipo, pero este derivado resultd muy citotéxico.

En cuanto a la toxicidad de estos compuestos, en general todos los derivados
ensayados resultaron més téxicos que el compuesto prototipo TSAO-m°T (25). El mecanismo
implicado en la toxicidad de los derivados TSAO es, hasta € momento, desconocido, sin
embargo, se ha sugerido que altas concentraciones de derivados TSAO podrian interferir a
nivel de lamembrana celular'®.

Seguidamente, los 4”-N-oxalilderivados 1.8-1.10 se ensayaron frente a los enzimas
Transcriptasa Inversa de VIH-1 salvagie y Tl de VIH-1 mutada en la posicion 138
(Glul38Lys), mutacion encontrada en la Tl cuando es sometida a la presion de los derivados
TSAO (Tabla 1.6). El ensayo se realizé siguiendo procedimientos descritos™. En el ensayo se
incluyé e derivado TSAO-m®T (25) como patrén. Segln se refleja en la Tabla 1.6 los
derivados 1.8-1.10 mostraron actividad inhibitoria significativa frente a la enzima Tl salvaje
con valores de Clsp de 138, 34 y 200 mM respectivamente |o que indica que su objetivo es la
Tl de VIH-1. Ademas, € 4"-N-oxa oderivado 1.9 mantiene su actividad inhibitoria frente ala
enzima Tl mutada (Glul38Lys) (Clso = 50 M), dato que fue corroborado en cultivo celular
frente a cepas de VIH-1 resistentes a TSAO. Sin embargo, los 4”-N-oxalilderivados 1.8 y 1.10

resultaron inactivos frente a la enzima mutada

TABLA 1.6

Actividad frente a Tl salvgjey frente a TI mutada (Glu-138Lys)
delosderivados 1.8, 1.9y 1.10

Clso(mM)®
Compuesto Tl salvaje T1 mutada (Glul38Lys)
18 138 > 500
19 34 50
1.10 200 > 500
TSAO-m°T 2.23 > 500

&Concentracion inhibitoria necesaria para inhibir al 50% la actividad
delaenzima
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Los datos de actividad/toxicidad recogidos en las Tablas 1.5 y 1.6 se pueden resumir
en |os siguientes puntos:

1. Todos los derivados TSAO modificados en la posicién 4” que resultaron activos
mostraron una ata especificidad por VIH-1 a igua que otros de los miembros de la
familia TSAO.

2. Laactividad mostrada por los 4”-N-metoxalil y 4”-N-oxamoilderivados (1.8 y 1.10) es
comparable aladel compuesto prototipo TSAO-m°T. Sin embargo, estos compuestos
presentaron una citotoxicidad mucho mayor.

3. Parece ser necesaria para la actividad la presencia de dos grupos carbonilo contiguos
(comparar 1.8 con 1.16b y 1.18). Los 4”-ureidoderivados portadores de un solo grupo
carbonilo (1.12-1.14) o de dos carbonilos no contiguos (1.16a-1.16¢ y 1.18) resultaron
inactivos.

4. El 4”-N-oxaloderivado (1.9) mostré actividad significativa tanto frente ala Tl mutada
(Glul138Lys) como frente a las cepas TSAO-resistentes siendo éste €l primer derivado
TSAO de “segunda generacion” activo frente a las cepas resistentes a los derivados
TSAO de primera generacion.

1.2.2.1. Estudios de estabilidad

A la vista de las actividades mostradas por los compuestos 1.8-1.10, consideramos
importante determinar s el agrupamiento amida de dichos compuestos era estable en el medio
bioldgico, ya que s dicho enlace se rompiera, la actividad mostrada por los compuestos
podria deberse alaliberacion de TSAO-m®T (derivado muy activo).

Asi, cuando € compuesto 1.8 se disolvié en DMSO y se diluy6 con un 10% de suero
fetal que contenia € medio de cultivo (condiciones en las que se realizan los ensayos
antiviradles de los compuestos), éste se transformd en un compuesto mas polar. Dicho
compuesto no fue TSAO-m>T (que se formaria por ruptura del enlace amida) ni e &cido 1.9
(que se formaria por hidrélisis del éster metilico). El nuevo producto que se formo, se aido y
caracterizd como e derivado 1.22 (Esquema 1.14), es decir el analogo de 1.8 desprotegido en
laposicion 5’ del azlicar (ver parte experimental, pag 130)
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ESQUEMA 1.15.— Formacion del 4” -metoxalilderivado 1.22

Como era de esperar, cuando dicho compuesto 1.22 se ensay0 frente a virus del SIDA
resultd inactivo. Cabe destacar que en las mismas condiciones experimentales el compuesto
prototipo TSAO-m°T (25) es estable y no se observa la desproteccién del grupo 5'-TBDMS,

Con € fin de determinar la estabilidad del grupo 5-TBDMS en estas moléculas,
[levamos a cabo un estudio comparativo entre los derivados 1.8, 1.9 y 1.10 ya que la
estabilidad relativa de los mismos, y por tanto, la velocidad de liberacién del mencionado
grupo 5-TBDMS dando lugar a compuestos inactivos, podria ayudar a explicar las
diferencias de actividades observadas para estos compuestos.

Primeramente, se realizd un estudio comparativo por HPLC de la estabilidad quimica
de estos compuestos en disolucion (mezcla DM SO:H,0). Segun se reflgjaen laFigura 1.7, en
los tres casos se observa degradacion al correspondiente derivado 5 desprotegido. Sin
embargo, la velocidad de hidrélisis, o en otras palabras |la estabilidad del 5'-TBDMS, no esla
misma en |os tres compuestos. La hidrélisis es méas rapida para el derivado 1.8 (éster metilico)
seguido del derivado 1.9 (&cido carboxilico) y finamente e derivado 1.10 (amida).
Simplemente mencionar que e TSAO-m>T (25) (y los ureidoderivados 1.12 y 1.16b) en las

mismas condiciones, son completamente estables y no se hidrolizan.
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FIGURA 1.7.— Estabilidad del grupo 5 TBDMSen DMSO:H,0 delos derivados, 1.8, 1.9, 1.10y 25
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Paralelamente, se estudié e comportamiento en disolucion del compuesto mas

inestable (1.8) mediante RMN de 'H.
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FIGURA 1.8.— Espectros de *H RMN en la zona de 4.00 a 8.00 ppm del derivado 1.8 en (CD),SO.
Los espectros se han realizado a tiempo O, y al cabo de 24, 48 y 72 h. Las sefiales
marcadas en color rojo corresponden al derivado 1.8, mientras que las marcadas en verde

corresponden al derivado 1.22
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Asi, se realizaron espectros de '"H RMN del derivado 1.8 en [(CD3),SO] a distintos
tiempos. En la Figura 1.8 se recogen los resultados de dichos experimentos Las sefidles
marcadas en rojo corresponden a proton anomérico H-1' (d = 6.01 ppm), a protén H-2' (d =
4.92 ppm) y a protén H-3" (d = 7.83 ppm) del compuesto disililado 1.8, mientras que las
sefiales marcadas en verde, corresponden a los mismos protones en e derivado 5'-
desprotegido 1.22. Segun reflejan los espectros, alas 24 h e producto 5’ -desprotegido (1.22)
esta en una proporcién 1.2:1 respecto a producto de partida (1.8), a las 48 h esta proporcién
aumenta hasta 2.5:1y alas 72 h el producto esta précticamente desprotegido.

Sin embargo, cuando este experimento se realizé en un disolvente apolar (CDCl3) en
presencia y en ausencia de D,O la molécula es estable tras una semana en disolucién, no
detectandose trazas del producto desprotegido en 5'.

Los datos experimentales indican que la pérdida del grupo 5-TBDMS en los
compuestos 1.8-1.10 debe estar relacionada de algin modo con € sustituyente de la posicién
4" y con la polaridad del medio.

Existen muy pocos antecedentes en la bibliografia de desprotecciones “espontaneas’
de grupos sililo en las que dicha hidrdlisis se produce con asistencia intramolecular de un
grupo vecino™%, Actualmente se esta estudiando este proceso a fin de poder postular un
posible mecanismo de hidrélisis de dicho 5'-TBDMS con asistencia intramolecular del enlace
amida de laposiciéon 4”.

La importancia de la asistencia del grupo participante vecino en el proceso de
desililaciéon de estas moléculas queda puesto de manifiesto por € hecho de que cuando se
sintetiza el andlogo de 1.8 de configuracion xilo 1.24 éste resultd ser estable en condiciones en
las que su andlogo de configuracion ribo (1.8) se desprotege espontaneamente.

Asi, e tratamiento del xiloderivado 1.23** (Esquema 1.16) con cloruro de
metiloxalilo en presencia de AlICl3 y en dicloroetano seco, condujo a N-acilderivado 1.24 con
un rendimiento del 53%. Cuando este derivado se mantiene en disolucion de DMSO:H,0O
resultd ser estable tras 10 dias en disolucion, no observandose la formacion del derivado

desprotegido en laposicién 5' del azlcar.
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ESQUEMA 1.16.- Sintesis del xiloderivado 1.24

Estudios previos en nuestro grupo de trabajo, revelan que e grupo TBDMS de la
posicion 5 es imprescindible en los derivados TSAO para mantener la actividad antiviral, y
como se ha visto con anterioridad, el derivado 1.8 pierde dicho grupo con mucha facilidad en
las condiciones en las que se redlizan los ensayos biolégicos. Este hecho, unido a la gran
potencia antiviral que posee 1.8, hace que no podamos reamente evaluar la potencia
conseguida al introducir e grupo metoxalilo, ya que cuando 1.8 pierde el grupo TBDMS de la
posicion 5 del azlcar, pasa a ser inactivo. Ello hace necesaria la busgueda de un grupo més
estable en dicha posicién 5, aproximacion en la que estamos trabajando en la actualidad.
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2. DERIVADOSTSAO SUSTITUIDOSEN LA POSICION 3" DEL ANILLO
DE ESPIROAMINOOXATIOLDIOXIDO

Como ya se ha comentado en la introduccion, los derivados TSAO egercen un modo
particular de inhibicion sobre la Tl, posiblemente interaccionando en la interfaz de las dos
subunidades p66/p51 de la enzima, o que sugiere un mecanismo de accion diferente a del
resto de IENN.

Con € fin de obtener una “nueva generacion” de derivados TSAO con interacciones
adicionaes con aminoacidos de la interfaz préximos a Glu-138 de la subunidad p51 nos
planteamos la preparacion de nuevos analogos TSAO de férmula general | (Figura 2.1) en los
gue se mantiene e grupo 4”-NH, del anillo de espiroaminooxatioldioxido, para interaccionar
con €l Glu-138, y se ha sustituido la posicién contigua (C-3") con grupos (R') de distinta
naturaleza que podrian estar implicados en interacciones con aminoacidos préximos a dicho
Glu-138 mediante puentes de hidrégeno o por sus propiedades estereoelectrénicas. Estos
compuestos podrian dar lugar a una inhibicion mas potente de la Tl y/o evitar la aparicion de
cepas de virus TSAO-resistentes, ya que a haber més puntos de interaccion con la enzima
(TI) @ virus podria resultarle més dificil mutar.

TBDMSO

H,N

R
Ng-O OTBDMS

(O0's)
|

FIGURA 2.1.— Formula general de derivados TSAO sustituidos en la posicion 3"
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Cabe destacar que la sintesis de las moléculas propuestas supone un reto sintético
importante ya que la reactividad del sistema heterociclico de 4-amino-g-sultona ha sido muy
poco estudiada, |0 que requiere la blsgueda y puesta a punto de metodologias sintéticas
adecuadas para la introduccion de los sustituyentes en la posicion 3" de dicho anillo. Ademés,
la presencia de los grupos TBDMS en las posiciones 2 y 5 del azlcar, cruciales para la
actividad antiviral, pero sensibles tanto a medios &cidos como bésicos, implica la eleccion de
condiciones suaves de reaccién compatibles con dichos grupos o que limita las posibilidades
sintéticas.

En e presente capitulo se describe la sintesis y evaluacion biolégica de esta nueva
serie de compuestos.

2.1. SINTESISDE DERIVADOSTSAO SUSTITUIDOSEN LA POSICION 3

2.1.1.Sintesis de derivados TSAO sustituidos en la posicién 3" mediante reacciones de
alquilacion

Como se hamencionado en el capitulo anterior, € anillo de espiroaminooxatiol didxido
de los derivados TSAO se encuentra preferentemente en forma de enamina™.

Las enaminas son unos nucledfilos muy versétiles™1%+1%°

ya que reaccionan con una
gran variedad de electréfilos (Esquema 2.1) tales como olefinas electréfilas, haluros de
alquilo, cloruros de &acido, etc. generando enlaces C-C en posicion b a grupo amino de la

enamina.

R-N-R @ R— lNéR R—p~R
a —_— —_—
A )\/E /I\/E
b
= 7 (Z:CO,R', CN, COR'..)
e < RLX (RY: ArCH,, CH,=CHCH,, ROCOCHS...)
R'COCI

EsSQUEMA 2.1.—Reactividad general de enaminas
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Los intentos iniciales de alquilacién de TSAO-m®T (25) con olefinas activadas, como
el acrilato de metilo, en las condiciones clasicas descritas por Stork™™, tanto en disolventes
apréticos (CH3CN) como préticos (EtOH) areflujo y en ausencia de base, fueron infructuosos
recuperdndose en ambos casos e producto de partida inalterado. Andogamente, cuando se
[levé a cabo la reaccion utilizando haluros activados, como e bromuro de dilo, en presencia
de EtsN, para captar €l HBr generado, y a reflujo de acetonitrilo, ésta resulté igualmente
infructuosa recuperandose €l producto de partida (25) inalterado.

Dada la baja reactividad del sistema enaminico del TSAO-m>T en ausencia de base,
decidimos intentar las reacciones de alquilacion en presencia de bases fuertes. Asi, €
tratamiento de TSAO-m’T (25) con yoduro de metilo (Esquema 2.2) en presencia de
1.2 equivalentes de KOH, en dioxano seco a temperatura ambiente, condujo a una mezcla
compleja de productos desprotegidos en la posicion 5 del azlcar, de la que tras una sililacion
posterior, pudieron aislarse € derivado N,C-dialquilado 2.3 y € compuesto de C-alquilacion
2.4, en un 20% y 18% de rendimiento, respectivamente, junto con un 35% del producto de

partida sin reaccionar.

o] B o] B o]
\f‘\iCH3 \f‘\lCH3 \f‘\iCH3
TBDOMSO— N © Ho— o N © TBDOMSO— N ©
N CHgl_ | REN TBDMsC|  RHN
/ KOH Rl DMAP R
2g-O OTBDMS “5-O OTBDMS Ng-O OTBDMS
0 o 0 o 0 o
25 2.1 R=RY=CH, 2.3R=RY=CHjg
2.2R=H,R1=CH3 24R=H, R1=CH3

EsSQUEMA 2.2.— Reaccién de TSAO-m®T con CHl

Con € fin de evitar o controlar la desproteccion del grupo 5-TBDMS, decidimos
explorar otras bases como €l NaH, asi como otros electrofilos activados. Asi, € tratamiento
TSAO-m®T (25) con bromuro de alilo, en presencia de 1.5 equivalentes de NaH en THF seco,
a temperatura ambiente (Esquema 2.3) dio lugar a una mezcla del correspondiente derivado
de N-aquilacién 2.5 (20%), € derivado de C-alquilacion 2.6 (31%) junto con un 40% del
producto de partida inalterado.
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2.6 R=H, R! = -CH,-CH=CH,

ESQUEMA 2.3.— Reaccién ddl derivado 25 con bromuro de alilo

Andlogamente, el empleo de otros haluros activados, como yodoacetamida, en
condiciones similares a las ya descritas para la sintesis de 2.5 y 2.6 condujo a nucledsido
N,C-diaquilado 2.7 en un 40% de rendimiento, junto con un 48% del producto de partida sin
reaccionar (Esquema 2.4).

\f‘\ .CH3 \f‘\N/CH3
TBDMSO— N° "0 TBDMSO— N0
N ICH,CONH, RHN
/ NaH, THF /
-0 OTBDMS R \s-O OTBDMS
o0 o 0o
25 2.7 R = -CH,CONH,

ESQUEMA 2.4.— Reaccién del derivado 25 con yodoacetamida

Como se puede observar, € empleo de NaH como base no da lugar a la desproteccion
del grupo 5-TBDMS, sin embargo, en ambas reacciones, se obtienen mezclas de productos
de C- y/o N-aquilacion junto con una gran cantidad del producto de partida sin reaccionar.
Intentos posteriores de optimizacion de esta reaccién empleando un mayor nimero de
equivalentes de NaH y/o tiempos més prolongados de reaccion, con €l fin de consumir €l
producto de partida sin reaccionar e intentar asi megjorar los rendimientos de la reaccién,
resultaron infructuosos, obteniéndose mezclas complegjas de productos de desprotecciéon que
no se aislaron.

La determinacion estructural de los compuestos 2.3-2.7, se realiz6 a partir de sus datos
analiticos y espectroscopicos. Asi, en los espectros de 'H-RMN de los derivados de

C-dquilacion en la posiciéon 3" del anillo 2.4 y 2.6, se observa la desapariciéon de la sefial
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correspondiente al proton vinilico H-3" a5.76 ppm, asi como la presencia de nuevas sefiaes
correspondientes a los grupos introducidos en dicha posicion (Parte Experimental,
péags. 99-99). Por otra parte, en e espectro de 'H-RMN del derivado N-alquilado 2.5 se
observé la desaparicion de la sefia correspondiente al grupo NH»-4" a 6.47 ppm junto con la
presencia de una nueva sefial ancha, que intercambiaba con D,O y que integraba para un
proton a 6.60 ppm, que se asigné como la sefial correspondiente a NH de la posicion 4”.
Finamente, en los espectros de los derivados N,C-dialquilados 2.3 y 2.7 se observo la
desaparicion de los protones H-3" y NH2-4" y la presencia de una nueva sefial anchaa 5.97 y
7.31 ppm respectivamente, correspondiente @ NH de la posicion 4" del anillo de
espiroaminooxatiol didxido.

Cuando los espironucledsidos alquilados 2.3-2.7 se ensayaron frente a virus del
SIDA, Unicamente e derivado de C-alquilaciéon 2.4 mostrd actividad frente a VIH-1, tal y
como se veraen € apartado de actividad antiviral.

Los bajos rendimientos de los productos de C-alquilacion deseados, debido en parte a
la falta de regioselectividad de la reaccion, junto a la baja reactividad del sistema enaminico
presente en las moléculas TSAO, nos llevd a abordar 1a sintesis regioselectiva de derivados
TSAO sustituidos en la posicién 3" del anillo de espiroaminooxatioldioxido mediante una
nueva estrategia sintética.

2.1.2.Sintesisde derivados TSAO sustituidos en la posicién 3" mediante reacciones
de acoplamiento de Stille

Para la preparacion de los derivados TSAO sustituidos en la posicion 3" disefiamos un
procedimiento sintético en dos pasos, que se halla recogido en € Esquema 2.5, basado en
reacciones de acoplamiento de Stille catalizadas por paladio (Pd) entre 3”-yodonuclebdsidos,
como electroéfilos, y distintos organoestannanos. Cabe destacar que €l sistema heterociclico de
gsultona, presente en nuestras moléculas, no habia sido estudiado con anterioridad en

reacciones de acoplamiento catalizadas por paladio.

HoN o~ HoN o~ H,oN i
g\’/ﬁw / 3 Pd(O)Ln / &
> | —_— R
/,S\\/O ,/S\\/O BU3SHR ,,S\\/O
O o (O e) oo

ESQUEMA 2.5.— Estrategia general para la sintesis de derivados TSAO 3"-sustituidos
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Primeramente, fue necesaria la preparacion de los 3”-yodoespiroderivados,

intermedios clave en la secuencia sintética.

2.1.2.1. Sintesis de los intermedios TSAO sudtituidos en la posicion 3" con grupos

hal6geno

La mayoria de los métodos de halogenacion descritos en la bibliografia®

emplean
acidos y/o bases fuertes como oxidantes, asi como temperaturas de reaccion elevadas, |o que
en nuestro caso resulta incompatible con los grupos TBDMS de las posiciones 2 y 5 del
anillo de ribosa.

Dentro de los procedimientos suaves de halogenacion, € método de halogenacion
oxidativa desarrollado por Robins y col.*"® parecia el més adecuado. Dicho método, utilizado
por primera vez por Sugiyama™® en hal ogenaciones de sistemas bencénicos, y posteriormente
ampliamente utilizado en halogenaciones de la posicion C-5 de derivados de uracilo'”,
emplea una mezcla de |, 0 halogenuros metdlicos y nitrato cérico aménico [(NH4)2Ce(NOs)e]
(CAN) conduciendo, en tiempos muy cortos de reaccion, a rendimientos elevados de los
correspondientes productos de halogenacion.

Asi, € tratamiento de TSAO-T (24) con yodo, (Esguema 2.6) en presencia de CAN y
de EtsN, en acetonitrilo seco a 80°C, dio lugar a correspondiente 3”-yododerivado 2.8 con
excelente rendimiento (93%). La presencia de EtsN es esencia para evitar la desproteccion

del grupo TBDMS delaposicion 5’ del anillo de ribofuranosa.

Cr L

N N

TBDMSO— o TBDMSO— o
HoN I, CAN, EtsN HoN
_ >
/ CH4CN, 80°C W
-0 OTBDMS N5-O OTBDMS

0" o 0" o
24 2.8 (93%)

ESQUEMA 2.6.— Sintesis del yododerivado 2.8

Cuando el yodonucledsido 2.8 se ensay6 frente a VIH-1 mostrd una actividad similar a
la del compuesto prototipo TSAO-T. Por ello, consideramos interesante la preparacion de los
correspondientes cloro y bromoderivados de TSAO-T y TSAO-m’T, con € fin de comparar
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su actividad con la del yododerivado (2.8). La preparacion de estos compuestos nos permitiria
estudiar € efecto del tamafio y la electronegatividad del hal6geno sobre la actividad/toxicidad
de los compuestos.

Asi, lareaccion de TSAO-T (24) 6 TSAO-m®T (25) (Esquema 2.7) con LiCl, LiBr, 6
I, en presencia de CAN y Et3N, en condiciones similares a las descritas para la sintesis de 2.8
condujo a los correspondientes 3”-haloespironucledsidos con buenos rendimientos
[2.9 (50%), 2.10 (75%), 2.11 (90%)].

La posicion de halogenacion de los derivados 2.8-2.11 se asigné basandose en sus
datos analiticos y espectroscopicos. Los espectros de *H RMN mostraron la desaparicion del
singlete a 5.75 ppm correspondiente a protén H-3”. En los espectros de **C RMN, se observé
un desplazamiento a campo ato de la sefid del C-3” (Dd = 7-37 ppm) debido a la sustitucion

del proton de laposicion 3" de 24 6 25 por los grupos hal 6genos més apantallantes (Cl, Br, 1).

N

TBDMSO o TBDMSO o
HoN LiCl, LiBr 6 I, HoN
B — e
/ CAN, EtgN, rid
S’O OTBDMS CH3CN, 80°C S’O OTBDMS

O o O o
24 R=H 29 R=H, R'=cl
25R=CHj 210R=H, Rl=pr

2.11R=CHg, Rl=|
ESQUEMA 2.7.— Sintesis de los 3" -haloespironucleosidos 2.9, 2.10y 2.11
2.1.2.2. Reacciones de acoplamiento catalizadas por Paladio

Una vez demostrada la viabilidad y los excelentes rendimientos obtenidos en la
reaccion de yodacion de la posicion 3" del anillo de espiroaminooxatioldioxido decidimos,
dentro de |as posibilidades sintéticas que nos ofrecia este tipo de haluro organico sp?, explorar
las reacciones de acoplamiento catalizadas por paladio como metodologia que nos permitiera
laintroduccidn de sustituyentes en dicha posicién 3”.

De entre las numerosas aproximaciones descritas en |la bibliografia para este tipo de
reacciones™”, pusimos especial atencién en la seleccion de aguellos métodos que empleasen
condiciones suaves de reaccion compatibles con los grupos TBDMS. La reaccién de
acoplamiento de Heck entre haluros organicos y olefinas ha sido uno de los métodos mas
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utilizados para la vinilacién de haluros organicos™®. Dicho método consiste en e tratamiento
de un haluro orgénico sp® de vinilo, arilo o heteroarilo, como electréfilo (Esquema 2.8), con
olefinas en presencia de una amina (principalmente EtsN) y distintos tipos de catalizadores de
Pd y ligandos (p.g. acetato de paladio y triarilfosfinas, entre otros). La reaccidn es bastante
genera y versdtil, siendo compatible con una gran variedad de grupos funcionales tanto en el
haluro organico como en la olefina.

2 2

H R . R R
E— Pd(0)Ln 6 Pd(Il)Ln - )
1>_<R3 + R-X + EtgN - 1>—<R3 + EtgNH'X

~ R

R
R = Arilo, heteroarilo, bencilo, vinilo
X=1, Br

Ln = Ligando
EsSQUEMA 2.8.— Reacciones de acoplamiento catalizadas por paladio (Heck)

Los intentos iniciales de acoplamiento entre el 3”-yodonucledsido 2.8 con alquenos
activados (acrilato de metilo) (Esguema 2.9), utilizando las condiciones clasicas de Heck
[PA(OAC),, PPhs, EtsN]*'°, en dioxano seco, resultaron infructuosos recuperéndose el
producto de partida inalterado junto con € producto de reduccién (TSAO-T, 24).

o) o)
\f‘\NH \f‘\NH
N’l*o NAO
TBDMSO— TBDMSO—
H,N + = coMe Pd(OAc),, PPh3 H,oN
| / Et3N, dioxano, D 7
5-O OTBDMS Ng-O OTBDMS
s s
2.8 24

ESQUEMA 2.9.— Reaccién de acoplamiento catalizada por paladio utilizando las condiciones de Heck

Se ha descrito en |a bibliografia®*°

gue en reacciones de Heck, asi como, en general,
en reacciones de acoplamiento catalizadas por paadio, la reduccion del yododerivado de
partida es una de | as reacciones secundarias més comunes en este tipo de procesos.

Otro de los métodos descritos para la formacion de enlaces C-C en presencia de

catalizadores de Pd es la modificacion de Sonogashira™* del método original desarrollado por
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Heck, que consiste en la reaccion de acoplamiento entre haluros sp? y alquinos terminales en
presencia de Cul como cocatalizador y una amina como disolvente (Esquema 2.10). El
empleo de Cul como cocatalizador hace que la reaccion transcurra en condiciones muy
suaves, pudiéndose redlizar muchas de ellas incluso a temperatura ambiente, por lo que

decidimos intentar estas condiciones con nuestro yododerivado 2.8.

Pd(0)Ln 6 Pd(Il)Ln
R—C=C—H -
|CU, Eth 6 EtzNH

R-X + R—C=C—R

EsQUEMA 2.10.— Reacciones de acoplamiento catalizadas por paladio (Sonogashira)

Asi, la reaccion de acoplamiento de 2.8 con 5-cloro-1-pentino (Esquema 2.11) en
presencia de PdCl,(PPhs), como catalizador, Cul como cocatalizador y EtsN como base y

como disolvente!*

a50°C, dio lugar a una mezcla de 2.12** y 2.13, ambos desprotegidos en
laposicion 5’ del azlcar respectivamente.

Cuando la reaccién de acoplamiento se llevé a cabo con un catalizador de Pd(0)
[Pd (PPhs)s] en presencia de Cul, 2 equivalentes de EtsN, y DMF como disolvente™?
temperatura ambiente (Esquema 2.11), ésta resulté igualmente infructuosa aislandose €l

producto de partida sin reaccionar junto con €l producto de reduccion 24 (TSAO-T).

o o}
N"0
=—(CHy)sCl HO— o
H2N " HZN
Q PdCl,(PPhy), )
\kaH Cul, Et3N, 60°C /O OTBDMS : Ng-O OTBDMS
7

N™ O

TBDMj@ 212 2.13
HoN e}

/

-0 OTBDMS NH

25
0" o
=—(CHy)5Cl TBDMSO
2.8 HZN
Pd(PPh3)y, Cul,
DMF, Et3N (2 eq), ta /o OTBDMS

24

ESQUEMA 2.11.— Reacciones de acoplamiento catalizadas por paladio: método de Sonogashira
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Los resultados infructuosos de los primeros intentos de acoplamiento utilizando las
condiciones descritas tanto por Heck como por Sonogashira nos llevaron a explorar otras
metodologias de acoplamiento. Entre ellas, e método de Stille nos permitié llevar a cabo
dichas reacciones de acoplamiento con éxito.

La reaccion de acoplamiento catalizada por paladio entre organoestannanos y
electréfilos organicos (haluros organicos o triflatos), conocida como reaccion de Stille,
(Esquema 2.12) es un procedimiento muy atractivo dentro de la quimica organica,
ampliamente utilizado en los Gltimos afios para la formacion de enlaces C-C*3,

Pd(O)Ln
Rsn(R?); + R3X L, Xsn(R?); + RLR®

ESQUEMA 2.12.— Esquema general de la reaccion de Sille

El método de Stille utiliza condiciones suaves de reaccién, es de una gran versatilidad
sintética, a ser compatible con una gran variedad de grupos funcionales tanto en €l
organoestannano como en € electréfilo, transcurre con una elevada estereoespecificidad y
regioselectividad y da lugar a rendimientos muy elevados, |0 que hace que la metodologia
haya sido ampliamente utilizada en la sintesis de moléculas organicas complejas.

El mecanismo™* comtnmente aceptado para la reaccion de Stille se reflgja en €
Esquema 2.13 y sigue los principios generales de otras reacciones catalizadas por metales de
transicion. Esgqueméticamente, este mecanismo consiste en un ciclo catalitico en tres pasos:

Pd(ll)
RISn(R?);

RL.R?

o, ) Pd(0)Ln
Eliminacion Reductiva R*-R® r\/ © \/\ R3-X Adicion Oxidativa

R3-Pd(Il)Ln-R* R3-Pd(Il)Ln-X

e

XSn(R?); R'sSn(R?);

Transmetalacion

ESQUEMA 2.13.— Mecanismo propuesto para la reaccion de Stille
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(i) Adicion oxidativa iniciad de complejos de Pd(0) a haluro correspondiente.
(ii) Transmetalacion, paso limitante de la reaccion, donde se transfiere uno de los grupos del
estannano [R'Sn(R»)s] a complejo anteriormente formado [R3-Pd(I)Ln-X]. En e
organoestannano, R' es el grupo que se va a transferir, generalmente un grupo insaturado
(vinilo, arilo, heteroarilo, aquinilo) y R? es un grupo no transferible (metilo o butilo).
(i) Finamente, eliminacién reductiva, para conducir a producto de acoplamiento (R*-R°)
regenerédndose € complejo de paladio(0) inicial [Pd(O)Ln].

La especie catditicamente activa es Pd(0), aunque también pueden utilizarse
catalizadores de Pd(ll), que serdn reducidos répidamente, en este caso por € propio
estannano, a complejos de Pd(0) entrando asi en € ciclo catalitico.

En la reaccién se pueden utilizar una gran variedad tanto de catalizadores de Pd, como
de disolventes, y aunque existen catalizadores de uso bastante general [g). Pd(PPhs)4], éstos
dependeran de cada caso en particular, especialmente en sustratos poco reactivos, donde en
general se requiere una optimizacion cuidadosa de las condiciones experimentales de
reaccion.

Primeramente, intentamos la reaccion de acoplamiento de Stille entre € yododerivado
2.8 y uno de los reactivos de estafio comerciales mas versétiles, e tri-n-butilvinilestannano,
utilizando las condiciones clésicas de Stille Asi, e tratamiento de 2.8 con
tri-n-butilvinilestannano (2.14) en presencia de Pd(PPhs), como catalizador, DMF como
disolvente (Esgquema 2.14), a 90°C durante 24 horas, condujo a producto de reduccion 24y a
una mezcla inseparable de dos productos en la que se pudo detectar, por *H RMN, por
primera vez, e producto de acoplamiento deseado 2.15, aunque en muy bago rendimiento
(< 10%), junto con producto de partida sin reaccionar.

o) o o)
Cr Cr
TBDMSO— N O TBDMSO TBDMSO— N O
HoN Pd(PPh3)4 HoN HoN
2 + BugsSnT ™ 2 2
— DMF, 90°C 4
//S:o OTBDMS 514 5’0 OTBDMS / /,5;0 OTBDMS
0o 0 o
28 2.15

ESQUEMA 2.14.—Sintesis de 2.15 utilizando las condiciones clasicas de Stille
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A pesar de haber conseguido €l acoplamiento entre 2.8 y & estannano 2.14, nos
enfrentabamos a dos problemas. por un lado, a los bagjos rendimientos del producto de
acoplamiento, y por otro, alas dificultades de separacion cromatogréfica entre el producto de
acoplamiento 2.15 y el producto de partida.

Con € fin de facilitar los estudios posteriores de optimizacion de la reaccion de
acoplamiento, primeramente decidimos buscar otros vinilestannanos funcionalizados que nos
permitieran seguir el curso de la reaccion.

Entre los numerosos vinilestannanos descritos, elegimos iniciamente el
(E) 3-(tri-n-butilestannil) acrilato de metilo 2.18"°, por su féacil preparacion y por haber
conducido a buenos rendimientos en otras reacciones de Stille'*>,

La sintesis de 2.18 (Esquema 2.15) se realiz6 mediante reaccion de adicion conjugada
de complejos de Cu-Sn (2.16) a ésteres a,b-acetilénicos'®. Asi, e tratamiento de
bis(tributilestafio) en THF seco con una disolucion 1.6 M de n-butilitio en hexano, durante 20
minutos (formacion de n-BusSnLi), seguido de la adicion de CuBr-S(CHs), a -78°C durante
30 minutos adicionales, condujo a complejo de Cu-Sn (2.16). El tratamiento posterior de 2.16
con propiolato de metilo, en presencia de etanol a-78°C, dio lugar a una mezclade los (2) y
(E) vinilestannanos 2.17 (17%) y 2.18 (40%), donde el isomero (E) fue el mayoritario.

"BuLi CuBrS(CHgz),

BuzSn ——— > ™BugSnLi —— »  n-BuzSnCu.(CH3),S.LiBr
(BuzSn), THE, 20°C 3 . 3 (CHa)2
2.16
EtOH n-BuzSn CO,CH3 n-Bu3Sn H
n-BugSnCu.(CHg),S.LIBr + HC=C-CO,CHy —————> >=< —
2778 THF, TeC H™ H * H~ CO,CH,
2.16 2.17 (17%) 2.18 (40%)

ESQUEMA 2.15.— Sintesis del derivado de estario 2.18

Tal y como se ha descrito en la bibliografia™® |a formacién mayoritaria del isdmero
E podria explicarse en funcién de las condiciones utilizadas, ya que en dichas condiciones
(bgjas temperaturas y presencia de un disolvente prético como el etanol) € intermedio de
"control cinético" A (Figura 2.3) seria relativamente estable y se protonaria antes de que

ocurriera la isomerizacion dando lugar al isdmero E mayoritariamente.
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Li
]
BusSn . CuS(CH3), Bu3Sn CO,CH3

H CO,CH3 H CIZUS(CH3)2
Li
A B

FIGURA 2.3.— Intermedios de la sintesisde 2.17 y 2.18

Seguidamente, el yoderivado 2.8 se hizo reaccionar con € nuevo vinilestannano
sintetizado 2.18 (Esguema 2.16), en las condiciones clésicas de Stille anteriormente descritas
[Pd(PPhs)s, DMF, 90°C] para dar, nuevamente, una mezcla del producto de acoplamiento
deseado 2.19, en bajo rendimiento (< 10%), e producto de reduccién 24, junto con un 70%
del producto de partida sin reaccionar. Sin embargo, cabe destacar que en esta ocasién los
productos pudieron separarse cromatogréficamente tanto por HPLC como por cromatografia
de capa fina, a diferencia de lo que habia ocurrido en el acoplamiento con e vinilestannano
(2.14) anteriormente descrito.

r Cr
Nige) N~ O
TBDMSO n-BuzSn H Pd(PPh TBDMSO
H,N © han & HoN TSAO-T
+ H CO,CH3 DMF, 90°C +
i 2.18 4 24
//5;0 OTBDMS HeCO,C—7 //S“,o OTBDMS
0o 0" o
2.8 2.19 (<10%)

ESQUEMA 2.16.— Reaccion de acoplamiento de Stille entre el yododerivado 2.8y 2.18

Seguidamente, se realizaron estudios de optimizacién de esta reaccion, en presencia de
distintos catalizadores de Pd, ligandos, cocatalizadores y diferentes concentraciones del
estannano. Todas las reacciones se redlizaron en N-metil-2-pirrolidinona (NMP) como
disolvente a 60°C y bajo atmosfera de argon. Ya que dos de las mejoras de la reaccion de
Stille descritas en la bibliografia, que han resultado claves para solucionar problemas
asociados con una baja reactividad de determinados sustratos favoreciendo el paso limitante
de transmetalacion, han sido € "efecto ligando" (utilizacion de ligandos "blandos' poco
donadores como por §. trifenilarsina)™’ y el efecto cocatalizador de sales de Cu(l)*®, ambos
tipos de modificaciones se incluyeron dentro de los estudios de optimizacién de nuestro
sistema en particular. En la Tabla 2.1 se recogen los resultados de estos estudios de

optimizacion.
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TABLA 2.1

Estudios de optimizacién de la reaccion de Stille

r

r

N" 0 N H3CO,C
TBDMSO— N-BUASN H TBDMSO— CL_
2 o= —> 2 + TSAO-T +
-/ * H CO,CHs /) CO,CHs
5-O OTBDMS 2.18 HsCO,C—7 g-O OTBDMS 2.90
O// \\O O/ .\O
2.8 2.19
E ) a Catalizador Equivalentes Tiempo de Proporcién Rendimiento
Xperimento de estannano reaccion (h) de 2.19/24° de 2_193(%)b
>80h
Pd(PhsP), (5% :
1 (PhsP), (5%) 2 (80%) de 11 2:1 10
2 PdCl,(CHCN), 2 o L L
Pd,(dba); (2%)/ _
3 AsPh, (8%) 2 5 4:3 55
Pd,(dba); (2%)/
4 c 1 70
AsPh, (8%) 2+2 6 3
Pd,(dba); (2%)/
5 AsPh; (8%)/ 2+ 20 2 31 72
Cul (4%)
6 cucl 2 24 h _ -
7 CuTc 2 24 h o o

*Todas las reacciones se llevaron a cabo en NMP a 60°C. "Las proporciones de |os productos obtenidos y los
rendimientos se determinaron por HPLC. “Se afiadieron 2 equivalentes de estannano al cabo de 1hy 2h de
reaccion o bien al cabo de 0.5h y 1h de reaccion.

A la vista de los datos reflgjados en la Tabla 2.1, podemos destacar los siguientes
puntos:

1. Lanaturalezadel catalizador y € tipo de ligandos utilizado influye de manera decisiva
en la formacién del producto de acoplamiento. Los catalizadores tradicionales de
Pd(0) con ligandos duros como Pd(PPhz)s, condujeron a producto de acoplamiento
aunque en muy bago rendimiento, (experimento 1). Sin embargo, € empleo de
catalizadores de Pd(Il) "sin ligando" como PdCI»(CH3CN), no dio lugar a la
formacién del producto de acoplamiento (experimento 2). Esto podria explicarse,
porque, aunque estos sistemas cataliticos son muy reactivos, a no estar coordinados
con ligandos, son también muy inestables, 1o que representa un problema en sustratos
pOCO reactivos, como parece ser nuestro caso, ya que podrian descomponerse antes de
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dar la reaccién de acoplamiento. La utilizacion de un complejo de paladio débilmente
coordinado, como Pd,(dba)s, junto con ligandos blandos, como trifenilarsina (AsPhs)
(experimento 3), cataliza de forma més efectiva la reaccion de acoplamiento. En este
caso el producto de partida se consume en su totalidad y se mejora significativamente
el rendimiento del producto de acoplamiento, respecto a uso de catalizadores como
Pd(PPhs)4 (comparar experimentos 1y 3).

2. Entodos los casos y condiciones estudiadas, ademas del correspondiente producto de
acoplamiento 2.19 se aidé e producto de reduccién 24 (TSAO-T), como producto
secundario, junto con €l derivado 2.20 resultante del homoacoplamiento oxidativo del
correspondiente organoestannano. Existen precedentes en la bibliografia de este tipo
de reacciones secundarias™****.

3. El nimero de equivaentes de reactivo de estafio influye en la relacion producto de
acoplamiento/producto de reduccion. A mayor numero de equivaentes
(experimento 4) mayor rendimiento del producto de acoplamiento (70%) y menor
proporcion del producto de reduccion.

4. Laadicion de Cul, como cocatalizador (experimento 5), aumenta considerablemente la
velocidad de la reaccién, aunque no afecta a la relacion entre e producto de
acoplamiento y el producto reducido.

5. El empleo exclusivo de sales de Cu(l) como cocatalizadores [CuCl (experimento 6) 6

2-carboxilatotiofeno de cobre (1) (CuTc)**®

(experimento 7)] condujo, Unicamente al
producto de reduccion 24 (TSAO-T). Aunque, recientemente se han descrito ejemplos
de acoplamientos de organoestannanos con yoduros de arilo, catalizados Unicamente

por sales de cobre™®

, en los que €l acoplamiento se produce en tiempos muy cortos
(minutos) incluso a bajas temperaturas, desafortunadamente en nuestro caso estas

condiciones no han funcionado.

A la vista de todo lo expuesto hasta € momento, se podria concluir que las
condiciones Optimas (experimento 5) en las que se obtienen mejores rendimientos del
producto de acoplamiento (72% vs 10% inicia), minimizandose € producto de reduccion, son
aquellas en las que se utilizan conjuntamente Pd(dba); (2%) como catalizador, Cul (4%)
como cocatalizador y AsPh; (8%), como sistema catalitico, NMP como disolvente,
4 equivaentes de estannano y la reaccion se lleva a cabo a 60°C.

Finamente, utilizando las condiciones experimentales Optimas, y con € fin de

generalizar este tipo de reaccion y asi introducir diferentes grupos funcionales en la posicién
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3" del anillo de espiroaminooxatioldioxido, decidimos extender la reaccion de acoplamiento a
otros aquenil-, aquinil-, aril-, y heteroarilestannanos, utilizando como electréfilos tanto el

yododerivado 2.8 como e derivado 2.11.

(E) n-BusSnCH=CHCO:Et (2.21) y (E) n-BusSnCH=CH,0H (2.22), que no eran comerciales,

se prepararon previamente siguiendo los métodos descritos en la bibliografia™®. En la Tabla

2.2 serecogen |los resultados de estos experimentos:

TABLA 2.2

Los vinilestannanos funcionalizados

Sintesis de derivados TSAO sustituidos en laposicion 3" mediante

reacciones de acoplamiento de Stille

o) o)
\KI\N—R \KJ\N,R
TBDMSO NAO TBDMSO N/go
o) o)
HzN n-BuzSnR?! H,N . TSAO-T (24)
+
- 2.14,2.18, R TSAO-m®T (25)
5O OTBDMS 291298 ~5-O OTBDMS
(O} 0" o
28R=H 2.15,2.19,2.29-2.31R=H
211 R=CHg 2.6,2.32-2.38 R = CHg
L2 b
1 Propor(_:lon Rendimiento
Compuesto R R acoplamiento/ c
- pdto. acoplado
reduccion
2.6 CH, -CH,-CH=CH, 11 30
2.15 H -CH=CH, 71 79
2.19 H -CH=CHCO,CHj; (E) 31 72
2.29 H -CH=CHCO.Et (E) 31 65
2.30 H -CH=CHCH,OH (E) 91 82
231 H -Ph 21 60
2.32 CH,4 -CH=CHCO,CH; (E) 31 66
2.33 CH; -CH=CHCH,OH (E) 10:1 82
2.34 CH; -Ph 21 60
2.35 CH, L>3— 3:2 50
2.36 CHj; -C°C-CHj3 1:1 30
2.37 CHj; -CN
2.38 CHj; CHj;

4La mayor parte de las reacciones se completaron al 50% en 1h pero por conveniencia se dejaron 24h.

PLas proporciones de productos obtenidos se determinaron por HPLC. “Rendimiento del producto aislado.




CAPITULO 2: DERIVADOS TSAO SUSTITUIDOSEN LA POSICION 3’ 67

1. A partir de una gran variedad de estannanos se han obtenido los productos de
acoplamiento deseados (2.6, 2.15, 2.19, 2.29-2.36) con rendimientos que oscilan entre
el 30% y e 82%, junto con los productos secundarios de reduccion [TSAO-T (24) y
TSAO-m®T (25)] y los productos correspondientes de homoacoplamiento oxidativo
del organoestannano. Cabe destacar que, en general, la separacion del producto de
acoplamiento del producto secundario de reduccion fue bastante laboriosa, siendo
necesarias varias purificaciones cromatogréficas para obtener los derivados acoplados
con los rendimientos que se encuentran reflgjados en la Tabla 2.2.

2. Lanaturaleza del grupo transferible (RY) del organoestannano (n-BusSnR?) influye en
la relacién entre el producto de acoplamiento y el producto de reduccion. Las
variaciones encontradas en dicha relacién podrian explicarse en funcion de la
velocidad de transferencia de dicho grupo R' (R°C°C > R?C=CH > Arilo >
R?’CH=CH-CH, » ArCH, > CH3OCH, > CnHa,+1). Asi, en general, se observa que a
medida que aumenta la reactividad del estannano, mayor es € rendimiento del
producto de acoplamiento y menor € de reduccion, excepto en e caso del
alquinilestannano 2.25 (n-BusSn-C° C-CH3), € cual estan reactivo que la velocidad de
la reaccion de homoacoplamiento oxidativo del propio reactivo podria ser superior ala
velocidad de la reaccion de acoplamiento, lo que explicaria rendimientos (30%)
inferiores a los esperados. Sin embargo, aunque la reaccion de acoplamiento ha
funcionado con una gran variedad de estannanos, la metodologia tiene limitaciones y
los intentos de acoplamiento con derivados de estafio poco reactivos como Me,Sn, o
como BuzSnCN, resultaron infructuosos.

3. Finamente se observa que la reaccion de acoplamiento con alquenilestannanos
sustituidos [(E) n-BusSnCH=CHCO;Me (2.18) y (E) n-BusSnCH=CO,Et (2.21) y
(E) n-BusSnCH=CH,OH (2.22)], a igual gque en otras reacciones de Stille descritas en
la bibliografia****'8, transcurre con retencion de la configuracion inicial del sistema
olefinico del estannano utilizado como producto de partida [(E) en todos los casos).

La determinacién estructural de los derivados 2.6, 2.15, 2.19, y 2.29-2.38 se redliz6 a
partir de sus datos analiticos y espectroscopicos. La estereoquimica de los vinil-
espiroderivados 2.19, 2.29, 2.30, 2.32 y 2.33 se asignd como E (trans) en funcion del valor de
la constante de acoplamiento 3J, 1 = 15.6-15.9 Hz de los protones olefinicos que concuerda
con los vaores 3Jy observados en los organoestannanos utilizados como productos de

partida®™®.
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2.2. ACTIVIDAD ANTIVIRAL

Los derivados TSAO-T cuya sintesis se describe en € presente capitulo fueron
evaluados como agentes antivirales frenteaVIH-1y VIH-2 en células MT-4 y CEM de forma
analoga a la mencionada en el correspondiente apartado de Actividad Antiviral del capitulo 1
de estaMemoria

L os resultados obtenidos de dicha evaluacion antiviral se recogen en laTabla 2.3, enla
gue se definen los pardmetros utilizados para determinar actividades y toxicidades.

La primera serie de compuestos ensayados fueron los derivados de TSAO-m°T
sustituidos en las posiciones 3" y/o 4" del anillo de espiroaminooxatioldiéxido con grupos
metilo (2.3 y 2.4), dilo (2.5y 2.6) y acetamida (2.7). AsSimismo, se ensayd una segunda serie
de derivados TSAO-T y TSAO-m’T portadores en la posicién 3" del anillo de grupos
hal6geno (2.8-2.11), vinilo sin sustituir (2.15) o vinilésteres (2.19, 2.29 y 2.32), vinilalcoholes
(2.30y 2.33), asi como grupos fenilo (2.31 y 2.34), tienilo (2.35), o propinilo (2.36).

Segun se observa en la tabla, los derivados dialquilados en las posiciones 3" y 4” con
grupos metilo 6 acetamida (2.3, 2.7) fueron inactivos frente a la replicacion de VIH. Los
derivados monosustituidos, tanto en la posicion 3" como en la posicion 4” con un grupo ailo
(2.5 y 2.6) resultaron asimismo inactivos. Sin embargo, el compuesto 2.4 portador de un
grupo metilo en 3" resultd activo frente a la replicacion de VIH-1, aunque mostré una
actividad un orden de magnitud inferior aladel compuesto prototipo TSAO-T.

En cuanto a la segunda serie de derivados sustituidos en la posicion 3" con grupos
hal 6geno, los 3"-yododerivados 2.8 y 2.11 presentaron actividades frente a VIH-1 similares a
las del compuesto prototipo TSAO-T mientras que € 3”-bromoderivado 2.10 mostré una
actividad un orden de magnitud inferior y el 3”-cloroderivado 2.9 resulté inactivo.
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TABLA 2.3
Actividad antiviral frenteaVIH-1 en clulasMT-4y CEM
de los derivados TSAO sustituidos en la posicién 3”
CEgy(MM)* CCao(mM)"
MT-4 CEM MT-4 CEM
Compuesto VIH-1 VIH-2 VIH-1 VIH-2
2.3 > 250 > 250 3 100 > 250 > 250 234+ 23
24 0.25+ 0.09 > 250 2217 >50 3 250 10- 250
25 >50 >50 >50 >10 25+ 20 126 + 12.0
2.6 >50 >50 >50 >50 82111 45+ 53
2.7 >2 >2 >2 >2 32+x11 39+£0.2
2.8 0.12 + 0.02 >2 0.06 = 0.02 >2 43x0.2 3.97+0.04
2.9 > 10 > 10 > 10 > 10 54+£13 70+£12
2.10 0.93+0.23 >10 0.85+0.21 > 10 18+ 0.5 17+ 20
211 0.11+ 0.06 >10 0.05+ 0.03 >2 3901 5620
2.15 3.3+£22 75+£35 40x14 40x£0.0 24+ 30 35976
2.19 3.7+£0.01 99+64 30x14 73+£23 29.1+78 39.4+5.6
2.29 10+ 8.9 >50 3507 > 10 40+ 5.7 174+ 95
2.30 6.6+29 54+0.2 32 1.2+0.0 17+ 05 18.0£1.9
2.31 6.7+x16 > 50 25+£0.7 >2 55+ 45 37+23
2.32 2912 >10 0.98 + 0.87 310 13+ 0.1 197+ 3.3
2.33 59+18 310 28+ 27 57+£0.6 13+£1.9 180z 21
2.34 80xt41 >50 1.7+1.1 > 50 24+ 12 65 £36
2.35 2320 >2 1.0 > 10 39125 33+14
2.36 >2 >2 >2 >2 33+£23 50+ 0.6
TSAO-T 0.06 = 0.03 >10 0.06 = 0.01 > 10 120+ 24 --
TSAO-m3T  0.06 £ 0.09 > 250 0.04 +0.01 > 250 230+ 7.3 --

4Concentracion efectiva para proteger al 50% de las células del efecto citopatico del VIH.
PConcentracion citotéxica que inhibe el crecimiento del 50% de las células no infectadas

No se observaron grandes diferencias en la actividad antiviral de los derivados TSAO
portadores en 3" de grupos vinilo (2.15, 2.19, 2.29, 2.30, 2.32 y 2.33), fenilo (2.31y 2.34) 6

tienilo (2.35). Todos ellos mostraron actividades significativas frente a VIH-1 aunque

inferiores (dos érdenes de magnitud) con respecto al compuesto prototipo.

En general, la mayoria de los derivados sustituidos en la posicion 3" del anillo de

espiro mostraron una alta especificidad por VIH-1, resultando inactivos frente a la replicacion
de VIH-2, a igual que el compuesto prototipo TSAO-T (24) y € resto de IENN comentados

en la introduccion.
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Curiosamente, algunos de los derivados mostraron actividad antiviral significativa
frente a VIH-2 a concentraciones subtoxicas. En concreto, los derivados TSAO portadores en
3" de un grupo vinilo sin sustituir (2.15), o sustituido con un grupo metiléster (2.19) o con un
grupo hidroximetilo (2.30 y 2.33) mostraron actividad significativa frente a VIH-2 en el rango
micromolar (CEsp = 1.2-9.9 nM). Segln se observa en la Tabla 2.3, en generd, la actividad
frente a VIH-2 es del mismo orden de magnitud que la actividad frente a VIH-1. Esta
observacion es muy inusual para los IENN y nunca habia sido observada anteriormente para
los derivados TSAO.

En cuanto a la toxicidad de estos compuestos, la mayoria de los derivados ensayados
mostraron toxicidades celulares comparables a la del compuesto prototipo TSAO-T aunque
resultaron sustancialmente més citotoxicos que e TSAO-m’T, excepto e derivado 2.4
portador de un grupo metilo en laposicién 3" que no fue téxico (CCsp 3 250 nivl).

Finalmente, los derivados sustituidos en 3" que habian resultado mas activos frente a
VIH-1 (24, 2.8, 2.10, y 2.11) se ensayaron frente a cepas de virus VIH TSAO-resistentes que
contienen la mutacién 138 Glulllys (que confiere resistencia a los derivados TSAO). En
todos los casos, a igua que e compuesto prototipo TSAO-T y otros derivados TSAO,
resultaron inactivos a concentraciones de 500 M.

Los datos de actividad/toxicidad recogidos en la Tabla 2.3 se pueden resumir en los
siguientes puntos:

1. La presencia del grupo amino primario en e anillo de espiroaminooxatiodiéxido es
importante para la actividad anti-VIH-1, la sustitucion de uno de los protones de dicho
grupo amino por un metilo (2.3), adilo (2.6) o acetamido (2.7) dio lugar a compuestos
inactivos.

2. Lanaturaleza del sustituyente de la posicion 3" parece afectar de manera significativa
a la actividad antivira frente a VIH-1. Asi, los derivados de TSAO-T y TSAO-m°T
sustituidos en 3" con un grupo metilo (2.4) o haldgeno (2.8, 2.10 y 2.11) resultaron
mas activos que los derivados portadores de grupos vinilo (2.15, 2.19, 2.29, 2.30, 2.32
y 2.33), fenilo (2.31y 2.34) otienilo (2.35).

3. En cuanto alos derivados TSAO sustituidos en la posicién 3" del anillo de espiro con
grupos haldgeno, la naturaleza de éste también parece ser importante para la actividad
frente a la replicacion de VIH-1. Asi, la introduccion de un yodo en posicion 3" dio
lugar a compuestos (2.8 y 2.11) que presentan una actividad antiviral similar a la del
compuesto prototipo. El correspondiente bromoderivado 2.10 mostrd una actividad un
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orden de magnitud inferior a TSAO-T, mientras que el 3’-cloroderivado 2.9 fue
inactivo.

4. En general, todos los derivados TSAO sustituidos en la posicion 3" resultaron mas
téxicos que el compuesto prototipo TSAO-m>T. Cabe destacar, que a diferencia del
comportamiento observado para otros derivados TSAO®*, la introduccién de un
grupo metilo en la posicién 3 del anillo de timina no conduce a una reduccion de la
citotoxicidad de los compuestos (comparar 2.8 y 2.11, 2.19, 2.30, 2.31 derivados de
TSAO-T con 2.32, 2.33, 2.34 derivados de TSAO-m°T).

5. Los derivados portadores en 3" de grupos vinilo diferentemente funcionalizados (2.15,
2.19y 2.30) han resultado ser los primeros gjemplos de derivados TSAO que inhiben
de manera significativa la replicacion de VIH-2. Aunque los requisitos estructurales
necesarios para que los derivados TSAO sustituidos en la posicion 3" del anillo de
espiroaminooxatioldioxido muestren actividad frente a VIH-2 no estdn del momento
claros y sera necesario preparar un mayor nimero de compuestos, de manera muy
preliminar, podemos destacar que la conjugacion entre € grupo vinilo de la posicion
3" y d anillo de espiroaminooxatioldioxido parece jugar un papel importante en la

actividad frente a VIH-2 de |os compuestos (comparar 2.15 con 2.6).

Ensayos enzimdticos frente a la Transcriptasa Inversa de VIH-2 indican que €
objetivo de estos compuestos no es la mencionada enzima. Actualmente se estan llevando a
cabo estudios sobre el mecanismo de accién de estos compuestos a fin de determinar en que
punto del ciclo replicativo del VIH-2 actdan.

Se podria concluir, segin los resultados expuestos en el presente capitulo que los
derivados TSAO portadores de grupos vinilo conjugados en la posicion 3" del anillo de
espiroaminooxatioldidxido constituyen un nuevo grupo de inhibidores que podrian actuar por
un mecanismo de accion dual interfiriendo con la Tl de VIH-1y con un proceso distinto en
células infectadas por VIH-2. En la actualidad, nuestros esfuerzos estan dirigidos, no solo a
profundizar en el mecanismo de accién dual de estos derivados sino también a la optimizacion
de estos inhibidores con €l fin de obtener compuestos mas potentes y de menor toxicidad.

La blsgueda de inhibidores especificos no nucleosidicos de la Tl de VIH-1 con
actividad frente a VIH-2 es un &rea de investigacion de gran actualidad e interés®. En

general, los escasos |IENN con actividad VIH-1y VIH-2 que han aparecido en la bibliografia
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en los dos Ultimos afios acttian a nivel de Tl de VIH-2'%°. Por otro lado, en febrero de este
afio™* se ha descrito € primer inhibidor no nucleosidico de la replicacion de VIH-1y VIH-2
que interfiere con la replicacion viral a través de dos mecanismos distintos, por un lado,
actuando anivel de Tl de VIH-1y por otro interfiriendo en el proceso de entrada de VIH-1y
VIH-2 dentro delacélula.
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3. ESTRATEGIA “DOBLE FARMACO”:
CONJUGADOS[TSAO-T]-[FOSCARNET]

Como ya se ha comentado en la introduccion, la terapia combinada es la préactica
habitualmente utilizada en clinica para minimizar los efectos secundarios de los farmacos
anti-SIDA, potenciar la actividad de éstos y/o evitar la aparicién de cepas de virus resistentes
alos mismos.

Una de las aproximaciones utilizadas en e disefio de terapias combinadas, es la
combinacién de compuestos que se unen a sitios distintos de la misma proteina viral. Asi, por
giemplo, dentro de los inhibidores de Tl se han estudiado un gran nimero de combinaciones
entre 2',3'-didesoxinucledsidos (ddN) e inhibidores especificos no nucleosidicos* %
(IENN). Aunque, la combinacion de foscarnet (inhibidor que se une al sitio de union del
pirofosfato) con ddN o IENN ha sido muy poco explorada, se han descrito experimentos de
combinacion “in vitro” de foscarnet con AZT en los que se observa un efecto aditivo entre
ambos farmacos™#1%,

Dentro de las combinaciones en las que se han incluido a los derivados TSAO,
nuestros colaboradores en € Instituto Rega de la Universidad de Lovaina llevaron a cabo
experimentos de combinacion “in vitro” de TSAO-m®T (25) con foscarnet (15), basados en €
hecho de que las cepas TSAO-resistentes (138-Lys) son inhibidas por foscarnet y a su vez las
cepas foscarnet-resistentes son sensibles a la inhibicién por TSAO-m°T. Ademés, se da una
circunstancia adicional que apoya alin més la realizacién de este tipo de estudios: € foscarnet
no sblo inhibe la cepa TSAO-resistente sino que muestra una actividad frente a dicha cepa un
orden de magnitud superior a la mostrada frente a la cepa viral savage (138-Glu)
[Clso (mg/mL): 0.34 vs 2.59]. Este hecho no se ha observado con ningun otro inhibidor de la
Transcriptasa Inversa de VIH-1y nos llev6 a postular, que una combinacién de foscarnet con
los derivados TSAO podria retrasar y/o evitar la aparicion de la cepa 138-Lys resistente a
estos ultimos.
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Asi, cuando ambos inhibidores se combinan en cultivo celular a distintas
concentraciones, se observa un efecto aditivo entre ambos. A concentraciones altas de ambos
inhibidores, se consigue retrasar la replicacion vira hasta 45 dias solo detectandose la
formacion de particulas virales tras eliminar los compuestos del cultivo celular. En la
actualidad, se esta llevando a cabo la caracterizacion a nivel molecular de estas cepas viraes
con € fin de determinar si corresponde a la cepa viral salvaje, 0 aparece la mutaciéon 138-Lys
caracteristica de |los derivados TSAO, la de foscarnet u otra nueva mutacion.

Sin embargo, como se ha mencionado en la introduccion, el foscarnet, compuesto de
naturaleza polianionica a pH fisiolégico, presenta problemas de permeabilidad a través de la
membrana celular, o que se traduce en bajas concentraciones intracelulares de este farmaco
en las células infectadas por € virus. Con €l fin de paliar este problema, consideramos que
una aproximacion interesante a la terapia combinada podria ser € disefio de conjugados,
utilizando la estrategia denominada “doble-farmaco” (Figura 3.1) consistente en la
combinacién en una misma molécula de dos inhibidores (farmacos) unidos covalentemente
mediante un enlace labil. Dicho “conjugado” tras atravesar |la membrana celular liberaria, bien

guimica y/o enziméticamente, a ambos inhibidores.
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FIGURA 3.1.— Estrategia “ doble farmaco”

Basandonos en los resultados de combinacion “in vitro” de TSAO-m°T y foscarnet y
utilizando la estrategia “doble-farmaco”, hemos disefiado y sintetizado compuestos de
férmula general | (Figura 3.2) que combinan en su estructura una molécula TSAO con una
molécula de foscarnet unidas mediante un enlace covaente [&bil. Como molécula TSAO
elegimos el andlogo sustituido en la posicion N-3 de la timina con un grupo hidroxipropilo
3.1'** (Figura 3.2) ya que este compuesto es uno de |os derivados TSAO més activos de todos
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los sintetizados hasta e momento (ECso = 0.03 mM) y es portador en su estructura de un
grupo hidroxilo donde podria anclarse covalentemente la molécula de foscarnet. La unién del
foscarnet a dicho hidroxilo del derivado TSAO podria realizarse bien a través del grupo
carboxilato (unién O-C, 1a) o bien a través del resto fosfonato (union O-P, |b) (Figura 3.2).
En ambos tipos de conjugados la union entre ambas moléculas es una union 1&bil de tipo éster

gue podria ser metabolizada intracel ularmente.
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FIGURA 3.2.— Conjugados [ TSAO-T]-[Foscarnet] lay Ib

Con €l disefio y sintesis de este tipo de “conjugados’ pretendemos explorar: (i) s la
elevada lipofilia del derivado de TSAO-T podria ayudar a “transportar” el foscarnet dentro de
la célula. En ambos tipos de conjugados (la y Ib), ademés de la propia lipofilia aportada por
la molécula TSAOQ, la carga negativa disminuiria respecto a la de la molécula de foscarnet,
facilitando asimismo su paso a través de la membrana celular; (ii) S una vez dentro, y
dependiendo de la naturaleza de la union (O-C 6 O-P), € conjugado [TSAO-T]-[Foscarnet]
seria metabolizado liberando ambos inhibidores y (iii) estudiar el efecto que tendria en la
actividad antiviral laliberacion de mayores concentraciones intracelulares de foscarnet.

En los ultimos afios ha habido un gran interés tanto en la blsqueda de pro-farmacos

125128 como de conjugados de foscarnet con nucledsidos antivirales?*3,

lipdfilos de foscarnet
sin embargo, hasta el momento no se han descrito “combinaciones’ quimicas de foscarnet con

inhibidores especificos de la Transcriptasa Inversa de VIH-1.
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3.1. Sintesis de conjugados [T SAO-T]-[Foscar net]

Como preambulo a la sintesis cabe destacar que el &cido fosfonoférmico no es un
fosfonato sencillo, sino que la yuxtaposicion de los grupos fosforilo y carbonilo le confiere
una reactividad bastante complegja, que alin no ha sido totalmente explorada. Asi, estudios
mecanisticos han demostrado que a pH neutro, puede ocurrir (generalmente en triésteres y en
menor medida en diésteres de foscarnet)*****! el atague nucledfilo tanto a &omo de C como
al de P lo que puede dar lugar a rupturas no deseadas de |os enlaces P-O, C-O y P-C*341%,

Primeramente, nos planteamos la preparacion del conjugado la (union O-C). Para ello
disefiamos un procedimiento sintético en dos pasos (Esguema 3.1) basado en métodos
descritos en la literatura para la unién de foscarnet a la posicion 5-OH de nucledsidos
antivirales'™®. El procedimiento consiste en la acilacion del derivado TSAO 3.1 con € cloruro
del &cido fosfonoférmico adecuado, seguido de la desproteccion selectiva de los grupos
alquilfosfonato del conjugado intermedio A para dar lugar al monoéster de foscarnet con el
&cido fosfonico libre (1a).

1 \EOJ\N (CH2)50 ('c') (IF? OR
N-(CH,)30H Rl
\f‘\)\( 23 00 LA OR
W N (e}
NS0 CI—C-p-OR
OR b
Azlcar - Azdcar

3.1

TBDMS
H,N

A
S .O OTBDMS
o3, N- (CH2)3 o c P OH

la

EsSQUEMA 3.1.— Procedimiento para la sintesis del conjugado [ TSAO-T]-[ Foscarnet] 1a

Sin embargo, los intentos de condensacion del acohol 3.1 con 1.5 equivaentes de
cloruro de (dietoxifosforil)formilo (Esquema 3.2), generado “in situ” a partir de trifosgeno y

fosfito de trietilo** en presencia de EtzN y DMAP, resultaron infructuosos recuperandose el
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producto de partida inalterado. Cuando esta misma reaccion se llevo a cabo utilizando un
mayor numero de equivalentes del cloruro de &cido (4.5 equivalentes) nuevamente se
recuperd e producto de partida sin reaccionar junto con una mezcla inseparable de productos
desprotegidos. Igualmente, e tratamiento del alcohol 3.1 (Esguema 3.2) con trifosgeno, para
obtener e cloroformiato 3.3, seguido de la adicion de trietilfosfito dio lugar a la recuperacion
del producto de partida inalterado.

(Cl3)2CO3 + P(OEf)3

EtsN, DMAP
?Q
CI—C-P-OEt o
1
o C (0] (ICIZ)(") (0]
N (CHp)3-O-C-P-OE
o | /Q 2)3 , t
a)ob) N6 OFt
| N'(CH2)3OH
vo .
; ® 3.2
" N(CHzO-C-Cl :
31 (Cl3),CO3 N/go P(OEt)3
3.3

a) (Et0),POCOCI (1.5 eq), Et3N (3 eq), DMAP (1 eq), CH,Cly, D
b) (Et0),POCOCI (4.5 eq), Et3N (9 eq), DMAP (3 eq), CH,Cl,, D

ESQUEMA 3.2.— Conjugados [TSAO-T]-[Foscarnet] (unién O-C)

Cabe destacar que existen pocos precedentes de conjugados de foscarnet con anaogos

nucleosidicos unidos a través del resto carboxilato del foscarnet™*®

y que estos compuestos se
obtienen con bajos rendimientos (inferiores a 25%). Ademéas, aunque en algunos casos se ha
descrito la utilizacion de otras condiciones de reaccion (como es € empleo de piridina a
reflujo)*** en nuestro caso en particular resultaron ser incompatibles con los grupos TBDMS
presentes en la molécula TSAO. Por €llo, y a la vista de los resultados experimentales
negativos, decidimos abandonar la sintesis de este tipo de conjugados [TSAO-T]-[Foscarnet]
(la) y dirigir nuestros esfuerzos hacia la preparaciéon del segundo tipo de conjugados
[TSAO-T]-[Foscarnet] (Ib) unidos a través del &omo de fosforo del foscarnet. Las uniones
O-P en conjugados de foscarnet y nucledsidos antivirales han sido las més exploradas™* 331’

y las que mejores resultados han dado tanto desde un punto de vista sintético como biol égico.
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Para la sintesis de este tipo de conjugados disefiamos un procedimiento sintético, en
dos pasos, basado nuevamente en una de las metodologias descritas en la bibliografia™™. La
estrategia sintética que se halla recogida en el Esgquema 3.3 consiste en la esterificacion de un
alcohol primario (B) con un agente fosforilante adecuado (C) para dar lugar a
correspondiente P,C-diéster de foscarnet D que por posterior hidrélisis del éster carboxilico
conduciriaa monoéster de foscarnet E.

00
1 i
R'O-C-P-Cl
C cl [P 1]
R-OH RIO-C-P—OR _,  HO-C-P-OR
OH OH
B D E

EsQUEMA 3.3.— Procedimiento general para la sintesis de conjugados de foscarnet (union O-P)

Para la sintesis del conjugado [TSAO-T]-[Foscarnet] b, siguiendo esta metodologia,
fue necesario la preparacion previa del agente fosforilante. Asi, e tratamiento de
cloroformiato de etilo con fosfito de tris(trimetilsililo) (Esguema 3.4) condujo a
[bis(trimetilsilil)fosforil] formiato de etilo 3.4 con buen rendimiento (75%). La reaccion
posterior de 3.4 con cloruro de tionilo™* dio lugar a (diclorofosforil)formiato de etilo 3.5
con un 84% de rendimiento. Este reactivo fosforilante es muy inestable y, tras destilarse a
vacio, se utilizd inmediatamente en la siguiente etapa de reaccion.

? . T S0,Cl Q9
C—C-OEt + P(OSiMe); ———> EtO-C-P-OSiMe3 ——» EtO—C—IID—CI

OSiME3 Cl

3.4 35

EsSQUEMA 3.4.— Preparacion del agente fosforilante 3.5

El posterior tratamiento de 3.1 con el diclorofosforilderivado 3.5 (Esquema 3.5) en
presencia de Et3;N utilizando DMF seca como disolvente, no condujo a diéster de foscarnet
esperado obteniéndose mezclas complejas de productos desprotegidos que no fueron
identificados. Sin embargo, cuando esta misma reaccion de fosforilacién se llevé a cabo
utilizando CHCl, seco como disolvente, se obtuvo el diéster de foscarnet 3.6 con un 31% de
rendimiento.



CAPITULO 3: CONJUGADOS [TSAO-T]-[FOSCARNET] 79

o) o)

00
Il
N-(CH,)4-OH N-(CH,)3-O-P-C-OEt
oy NS Gaes
N” ~O 0o TBDMSO N° 0
TBDMSO non a) CH,Cl,, 0°C
HoN © , EOCh-cl TR N O
cl H
) b) H,O Vi
Ng-O OTBDMS 3.5 Ng-O OTBDMS
o 0" 0o
3.1 3.6

EsQUEMA 3.5.— Sntesis del derivado 3.6

Dado el bajo rendimiento obtenido en la sintesis del aducto [ TSAO-T]-[Foscarnet] 3.6,
y previo a los estudios de hidrdlisis del grupo éster del mismo, procedimos a la blsqueda de
un procedimiento aternativo que nos permitiera acceder a P,C-diésteres
[TSAO-T]-[Foscarnet] con mejores rendimientos.

Un método alternativo podria ser € que se hala recogido en e esquema 3.6. El
P,C-diéster de foscarnet | podria obtenerse por condensacion de un alcohol primario (F) con
el agente fosforilante adecuado (G) seguido de la hidrdlisis selectiva del grupo aquilfosfonato
(OR?) del triéster H asi obtenido. Esta metodologia se ha empleado con éxito para la

preparacion de P,C-diésteres de foscarnet con nucledsidos?.

l 1" "
R*O-C-P-Cl
OR? OO0
c Rl0-C-P-OR 1-8
ROH ——————> L 5 ————» R'O-C-P-OR
OR :
OH
F H I

EsQUEMA 3.6.— Metodologia general para la generacion de P,C-diésteres de foscarnet

Lareaccion de 3.1 con € reactivo fosforilante 3.8 (Esquema 3.7), generado “in situ” a
partir de (dimetilfosforil)formiato de metilo 3.7 y PCls, condujo al triéster de foscarnet 3.9
con excelente rendimiento (91%). Seguidamente, la desproteccion selectiva del grupo OCHj3
unido al &omo de P del triéster 3.9, con Nal (0.9 equivalentes) en THF seco™®, dio lugar
conjugado 3.10 en forma de sal sodica con buen rendimiento (80%).
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HaCO-P-C-OCHS3

OCH3
3.7
PCls, Et3N
CH,Cly, -50°C
e} (0]
0 0 0 00 99
| /t(CHZ)3-OH C"(ﬁ)’;ﬁ‘oc% \fLN-(CHz)3-o—FI>—c-OCH3 | /'\ll\;(CHz)s-O-E’-C-OCHz
3 ot
"o 3.8 o OCHs N“>0 o
- P ]
e CHac, -
3.1 3.9 3.10

EsSQUEMA 3.7.— Sintesis del diéster de foscarnet 3.10

La identificacion estructural de los conjugados 3.6, 3.9 y 3.10 se realiz6 a partir de sus
datos analiticos y espectroscopicos. Los datos de IR mostraron la presencia de una banda
intensa a 1710 cm™ caracteristica del grupo éster. Los espectros de *P RMN desacoplado
(Tabla 3.1) mostraron sefidles a -4.50, -2.53 y -7.41 ppm, respectivamente, valores que
concuerdan con otros tri- y diésteres de foscarnet descritos en la bibliografia>>****¥’. En los
espectros de 'H RMN se observé la aparicion de nuevas sefiales correspondientes a los nuevos
grupos aquilicos de las moléculas (1.16-4.10 ppm). Los espectros de *C RMN desacoplado
(Tabla 3.1) mostraron la presencia de un doblete a 172.34 ppm (3.6), 174.20 ppm (3.9) y
174.61 ppm (3.10) con constantes de acoplamiento a un enlace de Jpc = 248-250 Hz, que se
asigné a C=0 dd grupo éster. Los carbonos situados a dos y tres enlaces del aomo de
fosforo aparecieron como dobletes (Tabla 3.1), con valores de constantes de acoplamiento de
2Jpc = 6.2-5.5 Hz y %Jpc = 6.8-3.8 Hz, respectivamente.

Una vez obtenido el diéster de foscarnet 3.10 con buen rendimiento, intentamos la
saponificacién del éster metilico con e fin de obtener el conjugado [TSAO-T]-[Foscarnet] b
propuesto. Asi, € tratamiento de 3.10 con NaOH 0.2N (Esquema 3.8) seguido de
neutralizacion con resina Dowex 50 Wx4 (forma H*) condujo a una mezcla (1:1) de dos
productos de elevada polaridad, que tras separacion cromatografica en fase reversa (Cig),
fueron identificados como el monoéster de foscarnet 3.11 (53%) en forma de sal disodicay €
producto 3.12 (43%) resultante de la descarboxilacion por ruptura del enlace P-C. En ambos
productos se habia producido la desproteccion de la posicion 5’ del anillo de ribofuranosa de
la molécula de TSAO-T. Es conocido en la bibliografia que los grupos TBDMS pueden ser
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hidrolizados, lentamente en medio bésico. La polaridad del disolvente o la presencia de

nucledfilos pueden acelerar dicha hidrdlisis basica™®.

\ﬁ?\N(CH)OEEOCH \ﬁ?\N(C )3‘099 * \ﬁ?\N(CH)OEH
“(CHy)30-P-C- 3 “(CH2)30-P-C-O'Na “(CH2)30-P—
LA o’ LAy one LA, o’
TBDMSO—] HO— 4 HO—
sz NaOH (OZN) HZN HZN
_— N
/ / 4
“3-O OTBDMS -0 OTBDMS 5-O OTBDMS
% % %
3.10 3.11 3.12

EsQUEMA 3.8.— Reaccion de hidrdlisis de 3.10 con NaOH (0.2N)

Aunque no existen precedentes en la bibliografia de rupturas del enlace P-C en
reacciones de hidrolisis de diésteres de foscarnet, si existen antecedentes de
descarboxilaciones similares en hidrdlisis en medio basico (NaOH) de triésteres de

foscarnet>+1¢

(més inestables). En estos estudios se ha descrito que la concentracion de OH
es un factor importante y cuando se utilizan concentraciones de NaOH superiores a 0.2 N la
hidrolisis es mas rdpida que la ruptura del enlace P-C, pudiéndose evitar asi la
descarboxilacion®®.

Con estos precedentes, y a la vista de los resultados experimentales obtenidos en los
primeros intentos de hidrdlisis del diéster 3.10, utilizamos concentraciones superiores de
NaOH con e fin de evitar o minimizar la ruptura del enlace P-C y, por tanto, la
descarboxilacién. Asi, cuando la reaccion de hidrélisis de 3.9 se llevd a cabo en presencia de
NaOH 0.45 N (Esquema 3.9) se obtuvo el derivado 3.11 desprotegido en la posicion 5 con
buen rendimiento (76%). En este caso, no se observd la formacién del producto de

descarboxilacion.

0 o)
N(CH)OE(IC?OCH N(CH)OE@O'N+
- yO-P-C- - U= P-C- a
| /l\ “ O'Na' ? | /I\ e O'Na*
N o N o a
TBDMSO— HO— 4
HoN NaOH (0.45N) HoN
—_—
/ /
2g-O OTBDMS 25-O OTBDMS
O/ \b O/ \b
3.10 3.11

ESQUEMA 3.9.— Reaccién de hidrdlisis de 3.10 con NaOH (0.45N)
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Los espectros de IR de 3.11 y 3.12 mostraron la desaparicién de la banda del C=0 del
éster a 1710 cm™. En los espectros de *H RMN se observé la desaparicion de las sefides
correspondientes a uno de los grupos TBDMS asi como la desaparicién del singlete a 3.87
ppm correspondiente a grupo metilo del éster en e producto de partida (3.10). Sin embargo,
los datos que nos ayudaron a discernir entre ambas estructuras fueron los siguientes: a) En €l
espectro de 'H RMN de 3.12 se observo la presencia de un doblete a 6.59 ppm (Jpp = 623 Hz)
caracteristico del agrupamiento P-H'®. b) En el espectro de *C RMN de 3.11 se observé la
aparicion de un doblete a 199.27 ppm (Jpc = 230 Hz) correspondiente al carbonilo del grupo
&cido, sefial que no aparece en el espectro de *C RMN del derivado 3.12 (Tabla 3.1). c) El
espectro de *'P RMN de 3.11 mostré una sefial a -12.19 ppm mientras que en e espectro del
derivado 3.12 dicha sefial apareci6 a 6.83 ppm, (en la zona positiva del espectro), o que
sugiere la presencia del agrupamiento P-H en 3.12'%. Finalmente, los espectros de masas de
alta resolucion concordaron con las estructuras propuestas.

Los intentos de sililacion de 3.10 tanto con TBDMSCI en piridina seca como con
TBDMSCI / DMAP en DMF seca resultaron infructuosos. Dada la imposibilidad de acceder
a aducto [TSAO-T]-[Foscarnet] disililado (molécula objetivo Ib) mediante esta
aproximacion, utilizamos otros grupos protectores del carboxilo del foscarnet que pudieran
ser eliminados en € paso final por métodos més suaves, evitando €l medio bésico.

Como grupo protector alternativo elegimos el grupo bencilo, ya que a pesar de haber

sido escasamente empleado en la sintesis de ésteres de foscarnet™

, podria ser eliminado
mediante hidrogenacién catalitica (condiciones suaves compatibles con los grupos TBDMS
de la molécula TSAO). La preparacion del correspondiente éster bencilico de foscarnet 3.15
(Esquema 3.11) se llevo a cabo de manera andloga a la descrita para la sintesis del diéster
alquilico 3.6. Previamente fue necesaria la preparacion del correspondiente reactivo
fosforilante. Asi, e tratamiento de cloroformiato de bencilo con fosfito de tris(trimetilsililo)
(Esgquema 3.10) condujo a derivado 3.13 (89% de rendimiento) que por reaccion posterior
con cloruro de tionilo dio lugar a (diclorofosforil)formiato de bencilo 3.14 con rendimiento
moderado (30%). Esta es la primera vez que se describe la sintesis del dicloroderivado 3.14.
Los intentos de optimizacion de ésta reaccion, bien utilizando SO,Cl o PCls, resultaron
infructuosos ya que € dicloro bencilderivado 3.14 resultd ser més inestable que e
correspondiente dicloroetilderivado 3.5 anteriormente descrito, y descompone répidamente en

el proceso de destilacion.
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(0]
) M Il ) SO,CI o
P(OSiMe)3 + CHC-OBn —> BnO—C—I?—OS|Me3 — <% = BnO-C-P-CI
OSiME3 ICI
3.13 3.14

EsQUEMA 3.10.— Preparacién del reactivo fosforilante 3.14

Una vez sintetizado €l reactivo fosforilante 3.14 se hizo reaccionar con € derivado
TSAO 3.1 (Esquema 3.11), en CH.Cl, seco a baa temperatura (-20°C), dando lugar a
bencilderivado 3.15 (54% de rendimiento). Finamente, la hidrogenacion catalitica
(Pd/C a 10%) de 3.15 permitié acceder a conjugado [TSAO-T]-[Foscarnet] Ib con un 60%
de rendimiento.

)

? 9

o} o}

BnO—C—If—CI (|? (|? (I? (I?

[ N(CH)3OH Cl [ N(CH)y0-p-C-OBn [ N-(CH)gO-~C-OH
A 314 A OH A OH
N0 N”~0 Ha, Pd/C N~ "0

—_—
Azlcar Azucar MeOH Azlcar

3.1 3.15 I

ESQUEMA 3.11.— Sintesis del conjugado [ TSAO-T]-[Foscarnet] 1b

La identificacion estructural de los compuestos 3.15y |b se realiz6 de manera andloga
a la descrita para los derivados de foscarnet anteriormente comentados. En el espectro de IR
de 3.15 se observo la presencia de una banda a 1707 cm™ correspondiente a grupo carbonilo
del éster bencilico, asi como la desaparicion de la misma en e derivado | b. Los espectros de
'H RMN de los conjugados 3.15 y | b mostraron la presencia de |as sefiales correspondientes a
dos grupos TBDMS, la presencia de las sefiales caracteristicas del grupo bencilo para 3.15 y
la desaparicion de las mismas para |b. Los espectros de *C RMN (Tabla 3.1) mostraron
sefidles a 175.62 ppm para 3.15 y a 182.01 ppm para |b, que se asignaron a los grupos
carbonilos del éster (para 3.15) y acido (para Ib). Por ultimo, los desplazamientos quimicos
de las sefiales observadas en |os espectros de *'P RMN (Tabla 3.1), asi como los espectros de
masas de alta resolucion, resultaron coherentes con las estructuras propuestas.

Todos los compuestos preparados en este capitulo resultaron ser atamente
higroscopicos y no dieron andlisis elementales satisfactorios. Sin embargo, los datos de RMN,
espectrometria de masas de ata resolucion y rigurosos andlisis de las muestras por HPLC nos
permitieron comprobar la pureza de los productos y descartar la existencia de trazas del
producto de partida 3.1 (que podria interferir en los ensayos de actividad biol 6gica).
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TABLA 3.1.— Datos més significativos de *C RMN y *'P RMN del sustituyente de la posicién N-3 de los derivados 3.6, 3.9-3.12, 3.15y |b.
Desplazamientos quimicos (ppm), multiplicidades y constantes de acoplamiento (Hz) registrados en CD3;0D a 100 MHz

(0] (0]
a b c ,c,) ,c,) a b c 9
| N—CHZ-CHZ-CHZ-O—IID—C—R2 | N—CHZ-CHZ-CHZ-O-IID—H
A RY A RY

N (@] N 0]
RO RO
HoN o HoN o
4 J
/S’O OTBDMS /S’O OTBDMS
0o 0o
3.6, 3.9-3.11, 3.15, Ib 3.12
Compuesto R R' R? CHoa CHzb CHqc co Otros a .
3 2 1 P RMN
( J P,C) ( J P,C) ( J P,C)
3.6 TBDMS OH OCH,CHj4 40.18 s 30.07d 65.34d 172.34d 61.28 d (CO,CH,CHs, *Jpc = 4.2) -4.50
(5.9) (6.2) (250)
39° TBDMS OCH; OCH; 382s 30.38d 65.6d 174.20d 51.72 d (CO,CHz, “Jpc = 3.8) -2.53
(6.7) (6.1) (248)
3.10 TBDMS O Na' OCH, 4016 s 20.94d 65.33d 174.61d 51.73 d (CO,CHs, *Jpc = 3.8) -7.41
' (6.9) (6.1) (248)
3.11 H O Na' O Na' 4042's 30.93d 63.92d 199.27d -12.19
(4.0) (6.1) (230)
3.12 H O Na' 40.11s 30.74d 62.92d 6.83
- (6.1) (5.5) -
3.15 TBDMS OH OCH,Ph 40.18 s 20.94d 65.31d 175.62d 66.71 d (CO,CH,Ph, *Jpc = 3.8) -4.24
(6.8) (6.1) (230)
Ib TBDMS OH OH 40.16 s 30.07 d 64.30 d 182.01d -12.2
(6.8) (6.1) (235)

Registrados a 161.8 MHz, "Registrado en (CD5),CO
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3.2. ACTIVIDAD ANTIVIRAL

Los derivados nucleosidicos, cuya sintesis se describe en el presente capitulo, fueron
evaluados como agentes antivirales frenteaVIH-1y VIH-2 en células MT-4 y CEM de forma
analoga a la mencionada en el correspondiente apartado de Actividad Antiviral del capitulo 1
de estaMemoria

Los compuestos ensayados son conjugados [TSAO-T]-[Foscarnet] en los que ambos
inhibidores se han unido mediante una union |&bil de tipo éster através del grupo fosforilo de
foscarnet (union P-O) y e grupo hidroxilo terminal del 3-N-(hidroxipropil)derivado de
TSAO-T 3.1. Se han ensayado tanto los conjugados intermedios, €l triéster de foscarnet
protegido con grupos aquilicos (3.9), y los correspondientes P,C-diésteres de foscarnet
conjugados con grupo C-aquilo (3.6, 3.10) o bencilo (3.15), asi como e monoéster de
foscarnet con el grupo écido fosfonico libre (1b, molécula objetivo).

Los resultados obtenidos de la evaluacion bioldgica de 3.6, 3.9, 3.10, 3.15y |Ib se
recogen en la Tabla 3.2. En dicha tabla se incluyen como compuestos de referencia el
3-N-(hidroxipropil)derivado de TSAO-T (3.1) y e foscarnet (15) (compuestos que se
generarian en la hidrdlisis de los conjugados en cultivo celular), que han sido evauados
siguiendo los mismos procedimientos que |os compuestos objeto de este estudio.

Segun se observa en la tabla, todos los compuestos ensayados mostraron actividades
significativas frente a la replicacién de VIH-1, en todos los casos superiores a la actividad
mostrada por el propio foscarnet 15, aunque en general inferiores a la del compuesto TSAO
de referencia 3.1. Asi € triéster de foscarnet 3.9 fue e derivado mas activo de la serie
(CEsp = 0.08-0.28 M) mostrando actividad significativa frente a VIH-1. Los P,C-diésteres de
foscarnet en los que € grupo carboxilo del foscarnet esta protegido con un grupo etilo (3.6),
metilo (3.10) o bencilo (3.15), mostraron actividades frente a VIH-1 moderadas
(CEsp = 1.26-20.1 nM), aunque resultaron ser dos 6rdenes de magnitud inferiores a las del
compuesto de referencia 3.1. EI monoéster de foscarnet Ib mostré una actividad superior
(CEsp = 0.47-0.82 mM) ala de los P,C-diésteres de PFA anteriores.
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Todos los fa&rmacos ensayados resultaron ser de 5 a 50 veces menos tdxicos
(CCsp = 18.4-178 M) que e compuesto patron 3.1 (CCsp = 3.86 niM). Ninguno de los
conjugados [ TSAO-T]-[Foscarnet] ensayados resultd activo frente a VIH-2 en cultivo celular.

TABLA 3.2

Actividad antiviral frenteaVIH-1 en cBlulasMT-4y CEM
de los conjugados [TSAO-T]-[Foscarnet]

CEso (MM)? CCs (MM)°
MT-4 CEM/0 MT-4 CEM/O
Compuesto VIH-1 VIH-2 VIH-1 VIH-2

3.6 4.23+ 057 >50 213+ 1.62 >50 84.3+12.92 135+ 1.4
39 0.282 + 0.005 > 10 0.08+ 0.0 > 10 184+ 19 209+ 0.85
3.10 20.1+ 3.0 >50 45+0.7 >50 555+ 26.7 146 + 41.7
3.15 1.26 + 0.37 >50 3.0+£0.0 >50 84.0+ 374 138+ 7.8
Ib 0.82+ 0.05 >50 0.47 + 0.46 >50 111+ 2.1 178 + 62.4
31 0.030 + 0.003 >2 0.011 + 0.006 >2 3.86+0.29 3.86+0.29

Foscar net 80.1+10.1 70.6+ 3.9 555+ 6.3 476+48 294+ 7.3 248+ 151

4Concentracion efectiva para proteger al 50% de las células del efecto citopético del VIH
PConcentracion citotéxica que inhibe el crecimiento del 50% de las células no infectadas

Como se ha mencionado en la introduccién, €l foscarnet es un antivira de amplio
espectro que muestra actividad no solo frente a VIH-1y VIH-2, sino también frente a virus
herpes y citomegalovirus. Una manera de detectar si los conjugados liberan foscarnet seria el
ensayo frente a estos virus. Sin embargo, cuando los conjugados 3.6, 3.9, 3.10y 3.15y Ib se
ensayaron frente a citomegalovirus (CMV) y virus varicela zoster (VZV) en células de
pulmoén embrionario humano (HEL) ninguno mostré6 actividad significativa

Por otro lado, como ya hemos comentado anteriormente, € foscarnet es un orden de
magnitud més activo frente a la cepa TSAO-resistente (138-Lys) que frente a la cepa viral
salvaje (138-Glu). Baséndonos en este hecho, se podria postular que una liberacion de
foscarnet a partir de los conjugados [TSAO-T]-[Foscarnet] podria dar lugar a actividad frente
a dicha cepa TSAO-resistente. Asi, cuando se ensayaron en cultivo celular los conjugados
intermedios 3.6, 3.9, 3.10, 3.15y Ib frente a la cepa TSAO-resistente (Tabla 3.3) se observé
que, a diferencia de los derivados TSAO, los derivados 3.6, 3.10, 3.15 y Ib mostraron
actividades significativas a concentraciones no toxicas frente a dichas cepas (CEsp = 25, 50,

20y 20 mM, respectivamente).
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TABLA 3.3
Actividad antiviral frente alas cepa de VIH-1 TSAO-resistente en cultivos CEM
de los conjugados [TSAO-T]-[Foscarnet] 3.6, 3.9, 3.10, 3.15y Ib
Compuesto
CEg(nM)? 36 39 3.10 3.15 Ib 31 Foscar net

Cepavird svde 13, 160 00834001 45407 30£00 047+046| 001+001 801+ 101

(Glu139)
Cepaviral mutada 25 >10 50 20 20 >2 8.73

(Lysl139) '

4Concentracion efectiva para proteger al 50% de las células del efecto citopatico del VIH.

Seguidamente, con e fin de determinar s los conjugados “per s€” podrian estar
involucrados de alglin modo en la actividad antiretroviral observada se realizaron ensayos de
inhibicién directa tanto frente a la enzima Tl de VIH-1 salvgje como frente a la enzima Tl
mutada en la posicion 138 (Glul38Lys) (Tabla 3.4).

TABLA 3.4

Actividad frente a Tl salvgjey frente a TI mutada (Glu-138Lys)
de los conjugados [TSAO-T]-[Foscarnet] 3.6, 3.9, 3.10, 3.15, Ib

Clso(mM)*
Compuesto Tl salvaje T1 mutada (Glu138Lys)
3.6 6.3 293
39 11.3 > 500
3.10 4.8 394
3.15 36 298
Ib 3.7 484
31 3.0 > 500
TSAO-m’T 2.23 > 500
&Concentracion inhibitoria necesaria para inhibir al 50% la actividad
delaenzima

Los ensayos de inhibicion directa de la enzima salvaje ponen de manifiesto que todos
los conjugados son inhibidores potentes de la misma con valores de Clsy comparables, en
general, al 3-N-(hidroxipropil)derivado de TSAO-T 3.1. Asimismo, los conjugados 3.6, 3.10,
3.15y Ib mostraron actividad significativa, aunque moderada, frente alaenzima Tl de VIH-1
mutada en la posicion 138.
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A la vista de todos los datos expuestos hasta e momento, cabe destacar algunos
aspectos. Primeramente, el hecho de que todos los conjugados sintetizados sean inactivos
frente a la replicacion de VIH-2 y otros virus (CMV y VZV) podria indicar que a partir de
estos derivados no se libera intra- 0 extracelularmente foscarnet, o bien que la concentracion
de foscarnet liberada no es suficiente para producir la accion antiviral. Por otro lado, la
actividad mostrada por los conjugados 3.6, 3.10, 3.15 y Ib frente a la cepa de VIH-1
TSAO-resistente podria interpretarse a partir de la liberacion de foscarnet, o bien, que la
propia molécula de conjugado “per se’ pudiera estar involucrada de algin modo en la
actividad observada. De hecho, de los datos de inhibicién directa de los conjugados frente ala
Tl mutada (Glul38Lys) se deduce que estos compuestos inhiben de manera significativa la
enzima sin necesidad de ser metabolizados.

Finalmente, con & fin de aclarar estos puntos se llevaron a cabo estudios de
estabilidad de los conjugados en distintos medios biol6gicos que nos permitieran determinar
s la unién éster (P-O) entre ambos inhibidores se metaboliza intracelularmente liberando
foscarnet (15) y el derivado de TSAO-T 3.1.

3.2.1 Estudios de estabilidad de los conjugados [T SAO-T]-[Foscar net]

Uno de los objetivos claves de la aproximacion “doble farmaco” abordada en este
capitulo es que los conjugados [TSAO-T]-[Foscarnet] preparados sean estables
extracelularmente, y que una vez dentro de la célula, € enlace éster pueda ser hidrolizado por
enzimas celulares regenerdndose ambos tipos de inhibidores.

Con € fin de comprobar esta hipétesis, en primer lugar, se realizaron estudios de
estabilidad quimica del conjugado [TSAO-T]-[Foscarnet] 1b y de los conjugados intermedios
3.6, 3.9, 3.10y 3.15 a pH fisiol6gico en solucion salina de tampon fosfato (PBS, pH = 7.4),
asi como, estudios de estabilidad extracelular mediante incubacion de los derivados a 37°C en
suero humano (condiciones que mimetizan las condiciones extracelulares), monitorizandose
ambos experimentos por HPLC. En estas condiciones todos |os compuestos son estables, con
tiempos de vida media superiores a 180 minutos, lo que parece indicar que los conjugados son
estables quimicamente a pH fisioldgico, y por otro lado, que todos €ellos parecen cumplir uno
de los requisitos bésicos de la aproximacion “doble farmaco” que es su estabilidad
extracelular.
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Una vez comprobada la estabilidad quimica y extracelular de los conjugados, se
realizaron estudios de metabolismo de éstos mediante incubacion de los compuestos a 37°C
en extractos de células CEM (condiciones que mimetizan las condiciones experimentales de
los ensayos “in vitro”). Durante la incubacion se tomaron alicuotas a diferentes tiempos
(t =0, 30, 60, 180 minutos) que fueron posteriormente analizadas por HPLC utilizandose
como patrén el 3-N-(hidroxipropil)derivado de TSAO-T 3.1 (que se liberaria de los
conjugados tras la ruptura del enlace P-O éster). El foscarnet no pudo usarse como patron en
estos experimentos ya que no puede ser detectado por UV. Estos estudios demostraron que, en
estas condiciones a partir de los conjugados intermedios 3.6, 3.9, 3.10 y 3.15 (con € resto de
foscarnet parcial o totalmente protegido) € enlace P-O éster no se rompe. Sin embargo, en €l
conjugado Ib con e é&cido fosfonico libre, e enlace éster si se metaboliza liberando
intracelularmente e derivado TSAO patron 3.1 como metabolito mayoritario y
presumiblemente la molécula de foscarnet (15). Ademés, € cromatograma de HPLC
(Figura 3.3) indica la formacion de otro metabolito minoritario (Tr = 16.39 min) que fue
posteriormente caracterizado como el derivado TSAO patron desprotegido en la posicion 5°
del azlcar (3.16).
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FIGURA 3.3.— Cromatograma de HPLC obtenido en los estudios de metabolismo del conjugado I1b
en extractos celulares CEM al cabo de 30 minutos

En la Figura 3.4 se reflgjan los resultados de estos estudios de hidrdlisis del conjugado
Ib a cabo de 30, 60 y 180 minutos. Como puede observarse € tiempo de vida media del
compuesto | b en extractos de células CEM es inferior a 30 minutos (de 20 a 25 minutos) y a

cabo de 180 minutos se ha producido aproximadamente la hidrélisis del 80% del conjugado.
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FIGURA 3.4.— Estudios de hidrdlisis del conjugado 1b
en extractos de células CEM

La eficacia antivira de los conjugados [TSAO-T]-[Foscarnet] depende de muchos

factores como es la inhibicion enzimatica, permeabilidad a través de membranas celulares,

estabilidad extracelular y metabolismo intracelular y la correlacion entre todos estos factores

es muy complicada. Sin embargo, todos los resultados biol 6gicos expuestos en este apartado

se podrian resumir en los siguientes puntos:

1.

Se han obtenido conjugados [TSAO-T]-[Foscarnet] (3.6, 3.9, 3.10, 3.15 y Ib) con
actividad significativa frente a VIH-1 muy superior a foscarnet (15) aunque inferior a
ladel derivado prototipo TSAO 3.1.

Latoxicidad de los compuestos descritos en este capitulo es marcadamente menor que
la observada para el derivado TSAO utilizado de referencia 3.1.

Los P,C-diésteres de foscarnet protegidos con un grupo etilo (3.6), metilo (3.10) o
bencilo (3.15) asi como & conjugado [TSAO-T]-[Foscarnet] con el &cido fosfonico
libre (Ib) han mostrado actividad significativa frente a cepas de virus VIH-1
TSAO-resistentes.

Los estudios de metabolismo de estos compuestos en extractos de células CEM
indican que e conjugado Ib con el resto de foscarnet desprotegido, si se hidroliza
intracelularmente liberando € 3-N-(hidroxipropil)derivado de TSAO-T 31 y
presumiblemente la molécula de foscarnet, lo que indica que la hipétesis de disefio de
estos conjugados ha funcionado con éxito. Por e contrario, los conjugados
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intermedios protegidos o parciamente desprotegidos 3.6, 3.9, 3.10 y 3.15 no se
hidrolizan en estas condiciones.

5. Todos los conjugados [TSAO-T]-[Foscarnet] 3.6, 3.9, 3.10, 3.15 y Ib mostraron
actividad en ensayos directos de inhibicion de la Tl de VIH-1. Asimismo, los
conjugados parcialmente protegidos 3.6, 3.10 y 3.15 junto con e conjugado final
desprotegido Ib resultaron activos frente a la Tl mutada en la posicion 138
(Glul138Lys).

6. Los resultados expuestos en los puntos 4 y 5 parecen indicar que, la actividad
mostrada por los conjugados intermedios 3.6, 3.10 y 3.15 (tanto frente a la cepa vira
salvaje como a la cepa virad mutada) es debida a la accién inhibitoria de los
compuestos “per se’.

7. Laactividad mostrada por e conjugado [TSAO-T]-[Foscarnet] desprotegido Ib frente
ala cepa vira salvaje podria ser debida tanto a la liberacion intracelular del derivado
TSAO 3.1y foscarnet (15), como (ya que no sabemos si € conjugado se metaboliza
intracelularmente en su totalidad) a la accion intrinseca de la propia molécula
conjugada puesto que ésta muestra actividad frente a Tl. Sin embargo, probablemente
las razones por las que la actividad frente a VIH-1 mostrada por el conjugado Ib sea
inferior a la del derivado 3.1 (que se libera intracelularmente a partir del conjugado)
podrian ser diferencias de permeabilidad a través de membranas celulares de estos
derivados.

8. Laactividad mostrada por e conjugado [TSAO-T]-[Foscarnet] desprotegido Ib frente
alacepavira mutada (Glu-138-Lys), podria explicarse tanto mediante la liberacion de
foscarnet (15) (en este caso nunca podria ser debida al derivado 3.1 pues éste es
inactivo frente a la cepa viral mutada) como por la accién intrinseca del conjugado s
éste no |lega a metabolizarse en su totalidad.

Se podria concluir que la aproximacion abordada en el presente capitulo, consistente
en la sintesis de conjugados [TSAO-T]-[Foscarnet] unidos a través de un enlace covaente
l&bil ha resultado viable tanto desde € punto de vista quimico como desde € punto de vista
biol6gico. Desde € punto de vista quimico, se ha sintetizado el primer conjugado de foscarnet
con un IENN (TSAO-T) de la Transcriptasa Inversa de VIH-1. Desde un punto de vista
biolégico, esta estrategia ha conducido a compuestos de marcada actividad antiretroviral
frente a VIH-1 asi como a actividades moderadas frente a cepas de virus TSAO-resistentes.
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Ademés, se han realizado estudios de metabolismo que sugieren que la hipétesis de disefio ha
funcionado y € enlace P-O entre los dos tipos de inhibidores podria hidrolizarse
intracel ularmente.

En la actualidad se estan seleccionando y caracterizando cepas de VIH-1 resistentes a
conjugado [TSAO-T]-[Foscarnet] Ib, con € fin de estudiar si |a liberacién de foscarnet podria
retrasar y/o evitar la aparicién de la cepa 138-Lys TSAO-resistente.
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4. MODELO DE INTERACCION DEL TSAO-T CON LA TRANSCRIPTASA
INVERSA DE VIH-1

Como ya se ha comentado en la introduccion, se han descrito en los Ultimos afios
estudios de co-cristalizacion entre distintos inhibidores especificos y la Tl de VIH-1. De
manera analoga, se esta intentando la co-cristalizacion de TSAO-T con la Tl de VIH-1, por €
grupo de los Profesores D. Stuart y D. Stammers de la Universidad de Oxford, s bien, hasta
el momento no se dispone de cristales de calidad suficiente para su andlisis por rayos X. En el
ano 1997, y en paraelo a los trabgjos de sintesis y evauacion bioldgica, iniciamos una
colaboracién con € grupo del Dr. Federico Gago de la Universidad de Alcald, quien lleva a
cabo estudios de modelado molecular con € fin de establecer un modelo de interaccion entre
los derivados TSAO y su enzima objetivo la Tl de VIH-1. Dichos estudios de modelado se
realizaron inicialmente empleando las coordenadas descritas para otros inhibidores
especificos complegjados con la enzima.

4.1. Modelo preliminar de interaccion del TSAO-T con la Transcriptasa Inversa de
VIH-1

El modelo preliminar del que disponiamos®>**>* @l inicio del trabgjo que se halla
recogido en la presente memoria (esgueméticamente representado en la Figura 4.1) sitGa al
TSAO-T préximo a la interfaz entre las subunidades (p66/p51) del heterodimero (Tl), con la
mayor parte de la molécula alojada en el bolsillo hidréfobo de la subunidad p66, a que se
unen € resto de los IENN, y € anillo de espiroaminooxatioldioxido apuntando hacia la
subunidad p51. El amino de dicho espiroanillo se sittia a distancia de puente de hidrégeno con
la cadena lateral (grupo carboxilo) del Glu-B138 de dicha subunidad p51. El modelo sugiere
que e grupo 5-TBDMS se aloja en la cavidad definida por los aminoécidos aromaticos
Tyr-A181, Tyr-A188y Trp-A229. El grupo TBDMS de la posicion 2 se localiza en una zona
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hidréfoba definida por laVa-A106 y laVa-A179. El anillo de timina se sitda por encima del
plano definido por la Tyr-A318 en una cavidad delineada por las cadenas laterales de la
Leu-A100, laLys-A103, laVal-A106 y laLeu-A234 y los carbonilos del esqueleto carbonado
de laLys-A101, laHis-A235 y la Pro-A236°%*, Esta orientacion dispone el anillo de timina
de tal forma que los sustituyentes de la posicién N-3 se encontrarian dirigidos hacia € canal
que conecta €l bolsillo de unién (de los IENN) con e disolvente, lo que explicaria la gran
diversidad de grupos que pueden ser introducidos en dicha posicion*” %% que van desde un
grupo metilo® hasta cadenas mucho més largas y funcionalizadas, incluyendo incluso una
molécula terminal de AZT o d4T™* como en los heterodimeros de marcada actividad
[TSAO-T]-[AZT] o [TSAO-T]-[d4T]***.

Leu A100 _Ca Tyr A318

Leu A 234 Y
Ca : 0

0] Lys A103
Tyr A181 HO
0 .
OH
Lys A101
o T o<
Trp A229 TBDMSO— v Q A
P OH HaN HaN
Tyr A188 /
o Ng-O OTBDMS
7\
g 0o )\
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Glu B138 \<
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FIGURA 4.1.—Modelo preliminar de interaccion del TSAO-T con la Tl de VIH-1. En azul se
representan los aminoacidos de la subunidad p66 (notacion A en los
aminoacidos) y en rosa los de la subunidad p51 (notacion B en los
aminoacidos).

Aunque este modelo no pudo ser confirmado experimentalmente, si correlacionaba
con lamayoria de los resultados biol 6gicos obtenidos para las diferentes modificaciones sobre
los derivados TSAO.

A lolargo de lo que ha sido €l trabajo presentado en esta Memoria, se han contrastado
los resultados del modelado molecular con los datos de actividad biolégica con € fin de
validar y refinar é modelo de interaccion.
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Asimismo, con € fin de vaidar € modelo de interaccion propuesto disefiamos
modificaciones tanto en el inhibidor como en laenzima. En € presente capitulo se recogen los
resultados de tales modificaciones.

4.1.1. Modificaciones sobre € inhibidor TSAO-T

En & modelo de interaccién propuesto existe una interaccion desfavorable entre €l
oxigeno de la posicion 4 del anillo de timina del TSAO-T y e carbonilo del esqueleto
carbonado de la HissA235 (Figura 4.2). El potencial electrostético negativo generado en esta
region del inhibidor resulta desfavorable para la union a la enzima ya que, segin se observa
en lafigura, este oxigeno se sitlia en una zona de potencial negativo, préximo al mencionado
carbonilo del esqueleto carbonado de la His-A235 dando lugar a interacciones electrostéticas
de tipo repulsivo con la enzima. Por tanto, se podria razonar que la eliminacién de dicho
oxigeno de la timina del TSAO-T deberia dar lugar a una molécula de mayor afinidad por la
enzima al desaparecer la interaccion desfavorable, 10 que deberia traducirse en un aumento de
actividad de lamisma respecto al prototipo TSAO-T.

H
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FIGURA 4.2.—Modelo de interaccion del TSAO-T con la Tl de VIH-1.
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Asi, con € fin de comprobar esta hip6tesis nos planteamos la preparacion del derivado
TSAO portador de un anillo de 2-pirimidinona (4.2, Esquema 4.1).

4.1.1.1. Sintesisde andlogos de TSAO-T modificados en la posicion 4 del anillo detimina

Para |la preparacion de la molécula objetivo 4.2, utilizamos el procedimiento sintético
en dos pasos que se reflgja en € esquema 4.1. Dicho procedimiento consiste en la reaccion de
tionacion de la posicion 4 del anillo de timina, seguido de desulfuracion reductiva del grupo

tiocarbonilo para dar lugar a anillo de 2-pirimidinona.

\'AJN: TLJN:
TBDMSO— N O TBDMSO— N° O TBDMSO
HoN HoN HZN
4 4
25O OTBDMS 250 OH S/o OH
oy o
24 41 4.2

ESQUEMA 4.1.— Procedimiento para la sintesis del derivado 4.2

Lasintesis del 4-tioderivado (4.1) se realiz6 utilizando el reactivo de Lawesson**°, uno
de los agentes de tionacion més versailes en la generacion de tioamidas, que ha sido
ampliamente utilizado en la formacion de 4-tioderivados de pirimidinas™®¢. Asi, la reaccion
de TSAO-T (24) con € reactivo de Lawesson (4.3) en tolueno seco a 80°C (Esquema 4.2)

condujo al derivado 4.1 con un 60% de rendimiento.

o) S

X 184
TBDMSO TBDMSO N" O
||/ \II tolueno )
HzN + H3CO—©— OCH; —  » H2N
J
S,o OTBDMS 2g-0 OTBDMS
o
o)
24 4.1

ESQUEMA 4.2.— Sintesis del 4-tioderivado 4.1
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El espectro de UV ded tioderivado 4.1 muestra un maximo de absorcion a
Oma = 332 nm que coincide con e valor observado para otros derivados de 4-tiotimidina™*®.
En el espectro de *C RMN de 4.2 se observa el desplazamiento a campo bajo, respecto a
producto de partida, de la sefial correspondiente al carbono C-4 (Dd = 28.6 ppm) caracteristico
de otros 4-tioderivados de pirimidina“®. El efecto desapantallante del &tomo de azufre
también afecta, aunque en menor medida, a las sefiales de los carbonos de la base cercanos a
laposicién 4, C-5 (Dd = 7.8 ppm), C-6 (Dd = 3.8 ppm), y CH3-5 (Dd = 4.9 ppm). Asimismo,
en el espectro de 'H RMN de 4.1 se apreci6 un desplazamiento a campo bajo de la sefial del
NH-3 (Dd = 1.3 ppm).

Los intentos iniciales de desulfuracion reductiva del 4-tioderivado 4.1 mediante
tratamiento con Ni Raney (condiciones clésicas de reduccion de tioamidas)*** dio lugar a
mezclas compl e as de productos de reaccion que no pudieron separarse cromatograficamente.

Existen precedentes en la bibliografia donde e empleo de Ni Raney en
desulfuraciones de derivados de 4-tiopirimidinas conduce a mezclas de productos que
incluyen tanto derivados de 2-pirimidonas como los correspondientes 3,4- 6 4,5-dihidro y los
derivados de perhidrogenacion*'?.

Uno de los agentes reductores alternativos a Ni Raney que ha sido ampliamente

utilizado en reacciones de desulfuracion reductivat®>4®

, S bien no habia sido aplicado en
particular a compuestos pirimidinicos, es el boruro de niquel (“NiB”).

Asi, cuando € tioderivado 4.1 se trat6 con “Ni,B” generado in situ a partir de cloruro
de niquel hexahidratado y borohidruro sodico (Esguema 4.3) se obtuvo una mezcla 1:1 de los
espironucledsidos de 3,4-dihidro-5-metil-2-pirimidinona 4.2 (25%) y 3,6-dihidro-5-metil-2-
pirimidinona 4.4 (20%), resultante de la migracion del doble enlace en e resto de

2-pirimidinona.

O O O

N~ O N~ ~O

N™ ~0 TBDMSO TBDMSO
TBD,\:E’E@ . NE" THF/MeOH Hzm . Hzm
/) 0°C / /
/S’O OTBDMS 45\\/0 OTBDMS //S\"O OTBDMS
3 o % O]
4.1 4.2 4.4

ESQUEMA 4.3.— Sintesis del derivado 4.2
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Existen precedentes hibliogréficos, aunque escasos, de migraciones similares de
dobles enlaces en reacciones de desul furacion reductiva en presencia de “Ni,B"'*,

La asignacion estructural de los derivados 4.2 y 4.4 no fue obvia y requirio la
utilizacion de técnicas de *H RMN y **C RMN tanto mono- como bidimensionales asf como
de espectroscopia de masas.

Los espectros de UV de 4.2 y 4.4 fueron similares entre si, con un slo maximo de
absorcion (Omex = 231 y 230 nm) respectivamente, a diferencia de los dos méximos de
absorcion observados para e tioderivado de partida 4.1 (Omx = 332 y 230 nm) lo que
confirmaba la desaparicion del grupo tiocarbonilo.

Los datos de espectroscopia de masas de las dos estructuras eran idénticos
[MS (ES+) m/z =598.3 (M + Na)'] lo que indicaba que se trataba de dos isdmeros portadores
de anillos de 2-pirimidona.

En los espectros de 'H RMN de ambas estructuras se observé |a presencia de un nuevo
grupo CH, respecto a compuesto de partida y desplazamientos quimicos y multiplicidades
diferentes del resto de las sefides de los protones de la base (Tabla 4.1). Sin embargo,
mientras en el espectro de 'H RMN de 4.2 & nuevo grupo metileno aparecié como un doblete
de dobletes a 3.82 y 3.88 ppm que se smplificaba a afiadir D,O (y que se asigné como €l
CH.-4 contiguo a grupo NH-3 de la base), en & espectro de *H RMN de 4.4 & nuevo
metileno aparecié como un multiplete ad = 3.90 ppm y no se modifico a afiadir D,O. En este
derivado se observg, sin embargo, que € proton vinilico a 5.93 ppm era la sefid que se
simplificaba a afadir D,O, lo que indicaba que estaba contiguo a NH-3. La sefid
correspondiente a NH-3 apareci6 en ambos compuestos desplazada a campo ato
Dds 2 = 5.46 ppm y Dds 4 = 4.23 ppm respecto a producto de partida 4.1 (Tabla 4.1) y con una
multiplicidad diferente.

En los espectros de *C RMN de 4.2 y 4.4 (Tabla 4.1) se observé la desaparicion de la
sefial correspondiente al grupo 4-tiocarbonilo a 192.33 ppm y la aparicion de una nueva sefial
correspondiente a un carbono de tipo metilénico. Para e compuesto 4.2 € nuevo metileno
aparecio ad = 45.52 ppm y correlacionaba a un enlace en el experimento de HMQC con los
protones a 3.82 ppm y 3.88 ppm de la posicion 4 del anillo de 2-pirimidinona. En el
experimento HMBC (Figura 4.3) se observaron correlaciones a dos y tres enlaces entre la
nueva sefial de carbono a d = 45.52 ppm y los protones NH-3 (d = 6.19 ppm), CHs-5
(d = 1.69 ppm) y H-6 (d = 6.15 ppm). Por otro lado, en e compuesto 4.4 & nuevo carbono
CH> que aparecié a d = 46.90 ppm correlacionaba en e experimento de HMBC (Figura 4.3)
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con €l protén H-1' (d = 5.74 ppm), H-4 (d = 5.93 ppm) y CH3-5 (d = 1.67 ppm) por lo que se

asigné como el CH, de laposicion 6.

H N/KO

TBDMSO—]

H,N TBDMSO

) H H2N
g O OTBDMS

o
4.2

/O OTBDMS

4.4

FIGURA 4.3.— Sefiales de correlacion observadas para € nuevo grupo CH, en €

experimento HMBC sobre los derivados 4.2y 4.4

Con d fin de vaidar nuestra hipétesis de disefio, los nuevos andogos TSAO
sintetizados 4.1, 4.2 y 4.4 se ensayaron frente a la replicacion de VIH (Tabla 4.2). En contra
de lo esperado, los derivados 4.2 y 4.4 (que carecian del grupo carbonilo en la posicién 4)
mostraron una actividad inferior (de 2 a 4 veces) ala del compuesto prototipo TSAO-T. Por

tanto, |os resultados obtenidos parecian contrarios a la hipétesis propuesta.

TABLA 4.2

Actividad antiviral frenteaVIH-1y VIH-2 en cdlulasMT-4y CEM delos
derivados TSAO modificados en la posicién 4

CEso(nM)*
MT-4 CEM/0
Compuesto VIH-1 VIH-2 VIH-1 VIH-2
4.1 0.17 + 0.05 > 10 0.17 % 0.16 >2
4.2 0.20+ 0.03 > 10 0.10+ 0.0 >2
4.4 0.23+ 0.06 > 10 0.12+ 0.0 > 10
TSAO-T 0.06 + 0.03 > 20 0.06 + 0.01 > 20

&Concentracion efectiva para proteger al 50% de las células del efecto citopatico de VIH-1y VIH-2.



TABLA 4.1.— Datos més significativos de '"H RMN?y *3C RMNP de los derivados 4.1, 4.2 y 4.4.
Desplazamientos quimicos (ppm), multiplicidades y constantes de acoplamiento (Hz) registrados en (CD3),CO

S

T r o
BDMS BDMS

| |
N N
TBDMSO TBDMSO TBDMSO
HzN ° HoN o HoN o
/ 4 4
_s 0 OT Yg-0 OT Y-0 OTBDMS
o o 0”0 O o
4.1 4.2 4.4
H-4 CH3-5 H-6
NH- -2 -4 - CH35 -
Compuesto 3 J (H2) 3 (H2) J (H2) C C C-5 3 C-6
4.1 11.65 sancho 205d 756d 152.03 192.33 120.05 17.23 132.46
- (1.3
4.2 6.19 dd 3.82dd, 3.88 dd 1.69d 6.15 m ancho 153.77 45.52 110.82 16.54 121.76
(1.3, 2.6) (15.1) (0.5
4.4 7.42 m ancho 5.93m 1.67d 3.80-4,02 m 154.10 120.72 106.14 16.99 46.90
(1.2)

*Registrados a 400 MHz
PRegistrados a 100 MHz



CAPITULO 4 : MODELO DE INTERACCION DE LOS DERIVADOS TSAO 101

4.1.2. Modificacionesen la enzima

En & modelo de interaccion, ded TSAO-T con la enzima, propuesto existia una
interaccién favorable entre € potencial electrostatico negativo generado por € grupo sulfona
del anillo de espirooxatioldiéxido del TSAO-T y la zona positiva generada por la cadena
lateral dela Arg-A172. Por tanto, se podria postular que un cambio de esta Arg-A172 por una
Ala (que daria lugar a una disminucion en la zona de potencia positivo) deberia traducirse en
una pérdida de la afinidad de la enzima por los derivados TSAO, sin afectar a la afinidad por
el resto de inhibidores especificos no nucleosidicos (IENN). Es decir, s esto ocurriera
podriamos validar biol6gicamente e modelo de interaccion propuesto.

Sin embargo, cuando el equipo del Dr. Balzarini (nuestro colaborador en € Instituto
Rega de la Universidad de Lovaina) llevo a cabo la mutacién propuesta en la enzimay ensayo
tanto los derivados TSAO como otros IENN frente a dicha enzima mutada |os resultados no
corroboraron la hipétesis propuesta. En contra de o esperado, 1os derivados TSAO, resultaron
mas sensibles frente a la enzima mutada (7-10 veces mas activos) que frente a la enzima
savge (Tabla 4.3) mientras que la sensibilidad del resto de los IENN (UC781, delavirdine,

efavirenz, o ddGTP) no se vio afectada por la mutacion.

TABLA 4.3

Actividad de TSAO-T y TSAO-m’T frente alaenzima savajey
de la enzima mutada (Argl72Ala)

Clso (my/mL)*
Compuesto Tl salvaje Tl mutada (Argl72Ala)
TSAO-T® 3.6+ 0.2 0.37+0.0
TSAO-mT® 2.80+0.18 0.42 +0.01
uc-781 0.008 + 0.0008 0.007 + 0.0001
Delavirdine 0.30 + 0.07 0.18+0.01
Efavirenz 0.007 + 0.004 0.003 + 0.0008
ddGTp® 0.42 + 0.04 0.54 + 0.06

&Concentracion inhibitoria necesaria para inhibir al 50% la actividad de la enzima
b
EnnM
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Por tanto, a la vista de todo lo expuesto hasta este punto y a pesar de que el modelo
propuesto explicaba la mayoria de los resultados biolégicos obtenidos con los derivados
TSAOQ, las modificaciones realizadas tanto en e inhibidor como en la enzima iban en contra
del mismo. Ademas, como ya se ha mencionado, datos bioldgicos recientes indican que la
unién de los derivados TSAO a la enzima da lugar a una desestabilizacion del
heterodimero®®. Este resultado dificilmente podia ser explicado con & modelo de
interaccion propuesto, en € que la union del TSAO, mayoritariamente aojado en la
subunidad p66 y con una interaccion fuerte (puente de Hidrégeno) con e Glu-B138 de la
subunidad p51, deberia estabilizar € heterodimero.

Todas estas piezas contradictorias nos llevaron a comenzar de nuevo, e intentar

encontrar un modo de unién aternativo.
4.2. Nuevo moddo deinteraccion delosderivadosTSAO con la Tl deVIH-1

Nuestro modelo preliminar de interaccion estaba quizds demasiado dirigido y
restringido en un intento de unir los derivados TSAO en € bolsillo hidréfobo donde
interaccionan todos |os inhibidores especificos no nucleosidicos descritos.

Por €llo, la aproximacion utilizada por € equipo del Dr. Gago en los nuevos estudios
de docking consistié en ampliar la posible zona de unién del TSAO ala proteina més ala del
bolsillo hidréfobo de interaccién de los IENN. Ademés, se emplearon todas las coordenadas
de la transcriptasa inversa de VIH-1 descritas tanto para la apoenzima (enzima sin complear)
como para la enzima comple ada con distintos inhibidores o con el ADN.

Como resultado de estos estudios, se propone un nuevo modelo de interaccion'® de
los derivados TSAO con la Tl de VIH-1 que da respuesta satisfactoria a nuestros resultados
experimentales. El nuevo modelo difiere claramente del modo “clésico” de unién de los IENN
alatranscriptasainversade VIH-1.

En el nuevo modelo propuesto (Figura 4.4) e TSAO-m’T se une a la interfaz entre
ambas subunidades p66/p51 de la enzimay no hace uso del bolsillo hidréfobo a que se unen
el resto de IENN.

El TSAO-m®T se orienta en la interfaz de tal manera (Figura 4.4 B) que € elevado
momento dipolar del anillo de espiroaminooxatioldioxido se alinea adecuadamente en el
campo creado por la regién electrostatica positiva de la LysA101 y LyssA103 (de la
subunidad p66) y e Glu-B138 cargado negativamente de la subunidad p51. El grupo amino
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FIGURA 4.4.— Nuevo model o de interaccion de los derivados TSAO con la Tl de VIH-1

(4"-NHy) del espiroanillo interacciona mediante puente de hidrégeno con e grupo carboxilo
del mencionado Glu-B138 de la subunidad p51. Existe otra importante interaccion polar, en
este nuevo modelo, entre el carbonilo de la posicion 4 del anillo de timinay el grupo hidroxilo
delaThr-B139 de la subunidad p51, que se encuentran a distancia de puente de hidrégeno.
Este nuevo modelo, y en concreto esta interaccion, pone de manifiesto la importancia
del O-4 delatiminaen € inhibidor y explica la disminucion de la potenciainhibitoria frente a
VIH-1 de los derivados 4.2 y 4.4 ya que a eliminar dicho carbonilo se ha eliminado una



104 CAPITULO 4 : MODELO DE INTERACCION DE LOS DERIVADOS TSAO

interaccion favorable (puente de hidrogeno) con la enzima, lo que se traduce en una pérdida
de actividad antiviral.

El modelo da asimismo una explicacion satisfactoria a aumento de afinidad por los
derivados TSAO cuando se muta la Arg-A172 de la enzima por una Alanina (Tabla 4.3).
Cuando se calculan las contribuciones, tanto electrostaticas como de Van der Waals, a la
energia de union del complegjo TSAO/TI de los distintos aminoacidos de la enzima, se observa
para la Arg-A172 una contribucion electrostatica ligeramente desfavorable, contribucion que
desaparece cuando este residuo se muta por una Ala. La contribucion a la energia de union de
este residuo es debida fundamentalmente al resto guanidinio que seglin se observa en la
Figura 4.4 B se apila sobre el anillo de timina del TSAO-T. La contribucion desfavorable ala
energia de unién se ve agravada por €l hecho de que para que TSAO se una ala enzima, la
Arg-A172 (cuya cadena latera de guanidinio esta cargada a pH fisiologico) debe
desolvatarse. La energia de desolvatacion de este residuo, cargado positivamente, es muy
grande y no se compensa por ninguna carga negativa del entorno, lo que supone una
penalizacion energética grande. Esta penalizacidn desaparece cuando la Arg se reemplaza por
una Ala (residuo mucho més lipdfilo) lo cua se traduce en un aumento de la afinidad y por
tanto de la potencia antiviral del TSAO-T.

Siguiendo con € modelo de interaccion, € resto de las interacciones entre €l
TSAO-m®T y la Tl son hidréfobas y hacen uso de dos cavidades hidréfobas de la interfaz de
la enzima que son los bolsillos de unién de los grupos TBDMS de las posiciones 2' y 5
(Figura 4.4 A). Asi, € grupo 5-TBDMS interacciona en la subunidad p51 en una gran
cavidad hidréfoba definida por las cadenas laterales de los residuos 11e-B31, Val-B35 y €
esgqueleto hidrocarbonado de la Lys-B32 y la Ser-B134 (Figura 4.4 B). Dicho grupo
5 -TBDMS encgja en la mencionada cavidad cas como una mano y su guante lo que explica
los requisitos estructurales tan estrictos de este grupo y e porqué cualquier modificacién del
mismo da lugar a una marcada pérdida de afinidad por la enzima™*>*"5?* debido a la pérdida
de puntos de interaccién favorables con la misma.

En lo que respecta a grupo 2'-TBDMS, éste interacciona en la subunidad p66 en un
bolsillo hidr6fobo, de mayor tamafio que el anterior (Figura 4.4 A), definido por la Pro-A176
y laVa-A179 (Figura 4.4 B). En este caso, € mayor tamafio del bolsillo explica e porqué en
esta posicion es posible una mayor variacion estructural sin pérdida significativa de la
actividad®®.
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Finamente, este modelo esta, asimismo, de acuerdo con la gran diversidad de
sustituyentes que admite la posicion N-3 del anillo de timina del TSAO-T*"**** Segiin €
modelo, dichos sustituyentes se sitllan paralelos a la interfaz entre ambas subunidades
mayormente expuestos a disolvente (Figura4.4 A).

A modo de resumen, se puede concluir que los nuevos estudios de “docking” han
llevado a proponer un nuevo modo de unién de los derivados TSAO diferente del modo
“clasico” de union del resto de inhibidores especificos no nucleosidicos (IENN). Segun este
nuevo modelo, los derivados TSAO no se unen en € bolsillo aostérico a que se unen los
demés IENN sino que se unen en la interfaz entre ambas subunidades (p66/p51) de la
Transcriptasa Inversa interaccionando con aminoécidos distintos de aquellos con los que
interaccionan €l resto de IENN.

4.3. Mecanismo de Inhibicion dela Tl por losderivados TSAO

A la vista dedl modelo cabe preguntarse ¢cud es el mecanismo de inhibicion de la
transcriptasa inversa por parte de los derivados TSAO?

FIGURA 4.5.— Modelo simplificado que contiene los Asparticos del centro catalitico, en presencia (color verde)
y en ausencia (color azul) de TSAO-m°T
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Como ya se ha mencionado en la introduccion, los derivados TSAO parecen actuar
interfiriendo e proceso de dimerizacion de la enzima®. La presencia del compuesto en la
interfaz entre ambas subunidades puede perturbar € proceso dinamico de asociacion de las
subunidades y/o evitar el cambio conformacional necesario para tener la enzima en su forma
catal iticamente activa®®*. Se ha demostrado que en presencia de TSAO-T® y TSAO-€’T% se
produce una desestabilizacion del heterodimero de la enzima lo que conlleva unainactivacion
parcial delamismay una marcada disminucion de afinidad por €l ADN viral.

Se ha descrito en la literatura que los IENN (inhibidores a ostéricos) cuando se unen a
la Tl de VIH-1 provocan cambios en la estructura de la enzima, respecto a la apoenzima™.
Concretamente, se produce un movimiento concertado de las laminas b6, b9 y b10, que
contienen los asparticos del centro catalitico (Asp-Al110, Asp-Al185 y Asp-Al86)
produciendo una distorsion de dicho centro catalitico interfiriendo asi la sintesis del ADN
viral. El equipo del Dr. Gago llevd a cabo simulaciones de dindmica molecular con la
apoenzima y con la enzima complgada con TSAO-m®T. Cuando se compararon ambas
simulaciones (Figura 4.5) en presencia de TSAO-m°T (color verde en la Fig. 45) y en
ausencia de TSAO-m’T (color azil en la Fig. 4.5), se observa a igua que con € resto de
inhibidores alostéricos (IENN) una distorsion de los aspéarticos del centro catalitico aunque
mediante un mecanismo diferente a la observada para €l resto de IENN. En este caso la union
de TSAO-m®T provoca cambios en las |dminas b5 y b6 y desplazamientos de las 1aminas b9y

b10y enlahdice-a inmediatamente anterior a b9.
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Los puntos de fusién se midieron en un aparato Reichert-Jung Kofler y no estén
corregidos.

Los andlisis elementales de los compuestos no descritos en la bibliografia se hallan en
el rango de + 0.4 respecto alos valores tedricos calculados para las formulas moleculares y se
han redlizado en el laboratorio de microandlisis del C.N.Q.O. “Lora Tamayo” con un
analizador Heareus CHN-O-RAPID.

L os espectros de *H-RMN y *C-RMN fueron registrados en un espectrometro Varian
Gemini 2200 y 50 MHz, en un Varian UNITY INOVA-300a300y 75 MHz, o en un Varian
UNITY-500 a 500 y 125 MHz. Los espectros monodimensionales de *H y *3C se obtuvieron
en condiciones estandar. Los espectros NOE se generaron con un tiempo de mezcla de 2 seg.;
los demés parémetros de adquisicion fueron idénticos a los utilizados en *H-RMN.

Los experimentos de correlacion heteronuclear de desplazamientos quimicos
utilizando la técnica de deteccion inversa se obtuvieron utilizando la secuencia de pulsos
HMQC. Las condiciones de adquisicion empleadas fueron las siguientes: Tiempo de espera
entre acumulaciones 0.969 s; anchura espectral en € dominio de proton, 5972 Hz; anchura
espectral en e dominio de carbono, 18750 Hz; nimero de incrementos, 256 y 2048* 1024
puntos para la matriz de datos. El experimento se optimizé para una constante de
acoplamiento a un enlace de 150 Hz. El tiempo de anulacion se optimizé empiricamente a
300 ms.

Finalmente, los espectros de correlacion heteronuclear de desplazamientos quimicos a
larga distancia mediante deteccion inversa se obtuvieron utilizando la secuencia HMBC. El
experimento se llevé a cabo en las mismas condiciones que e HMQC optimizando para
constantes de acoplamiento de 7 Hz. La anchura espectral en el dominio de *C se amplié a
20151 Hz.

La determinacién del ion molecular se llevd a cabo mediante las técnicas de
electroespray positivo (ESt+) y electroespray negativo (ES-) registrandose dichos
experimentos en un Hewelett Packard 1100 MSD.
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L os espectros de IR se registraron con un espectrometro Schimazdu |R-435.

Las cromatografias de capa fina analitica se realizaron en cromatofolios de 0.2 mm de
espesor, con gel de silice tipo 60 Fusq (Merck). Los compuestos se detectaron con una lampara
de luz UV de 254 nm y/o mediante pulverizacion con una disolucién de &cido sulfurico/etanol
(3:7) y calentando.

Las cromatografias preparativas se realizaron mediante cromatografia circular
centrifuga en capa fina (CCTLC) en cromatotron, en placas de 1 y 2 mm de espesor, con gel
de silice Merck tipo 60 PF 254 con CaS0O;4, velocidad de flujo (5-10 mL/min).

Las separaciones cromatogréficas en columna se realizaron con gel de silice Merck
tipo 60 (230-400 mesh).

Los andlisis de HPLC serealizaron en:

1. Aparato Waters 484 System utilizando una columna de fase reversa
nBondapak Cis Fase movil: CH3CN: H,0 (0.05% TFA) (70:30). Velocidad de
flujo: 1 ml/min. Deteccion: UV (I =254 nm).

2. Aparato Pharmacia LKB Biotechnologies 2141 utilizando una columna de fase
reversa Lichrocart Superspher 60 RP-8. Fase movil: CH;CN: H,O (0.05%
TFA) (55:45). Velocidad de flujo: 1 ml/min. Deteccion: UV (I =267 nm).
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PRODUCTOS COMERCIALES

Acido hipofosforoso
Acido propidlico

Acido trifluor oacético
Alcohol bencilico

Acrilato de metilo
Anhidrido acético
Anhidrido trifluor oacético
Aza-isobutironitrilo
Bisulfato sddico
Bis(Tributilestaio)
Boranoen THF (1M)
Borohidruro sédico

Bor abiciclononano
Bromoacetato de bencilo
3-Bromopropanol
Bromuro dealilo
n-Butillitio

Carbonato de cesio
Carbonato potéasico
Cianuro sodico
Cloroformiato de bencilo
Cloroformiato de etilo
Cloruro de Aluminio
Cloruro de benzoilo
Cloruro de Cobre
Cloruro de metiloxalilo
Cloruro de niquel hexahidratado
Cloruro detionilo
Cloruro det-butildimetilsililo

ALDRICH
ALDRICH
FLUKA
ALDRICH
ALDRICH
PANREAC
ALDRICH
FLUKA
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
FLUKA
QUIMICEN
PANREAC
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
FEROSA
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
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Cloruro de metanosulfonilo
Cloruro de p-toluensulfonilo

Compleg o de dimetilsulfuro-bromuro de cobre (1)

DIBAL-H

Dibencilidenacetona dipaladio (0)
N,N-Diisopropiletilendiamina
Dimetilamina al 33% en etanol
4-N,N-Dimetilaminopiridina
N,N-Dimetilformamida
Hexabutildisilazano
Hexametildisilazano

Hidruro sédico (60%)

Hidruro detributilestafio

| socianato de benzoilo

| socianato de etilo

| socianato de etoxicar bonilo

| socianato de etoxicar bonilmetilo
| socianato de 1-metacriloilo
1,2-isopropiliden-a-D-xilofuranosa
Metilamina al 33% en etanol
Metilamina en metanol (2M)
N-Metil-2-pirrolidinona

Nitrato amonico de Cerio (1V)
Nitrito de isoamilo

Nitrito de pentilo

Nitrito de terc-butilo

Nitrito sddico

Niquel Raney

Oxido de cromo

Paladio sobre carbono

Paladio (0) tetrakis(trifenilfosfina)
Pentacloruro de fésforo

Piridina

FLUKA

ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
FLUKA

ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH

PFANSTIEHL

FLUKA
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
PANREAC
FLUKA
ALDRICH
FLUKA
ALDRICH
MERCK
ALDRICH
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Propiolato de etilo
Propiolato de metilo
Reactivo de L awesson
Sulfato aménico

Sulfato de cobre

Sodio metal

Timina
Tri-n-butilalilestafio
Tri-n-butilfenilestafio
(Tri-n-butilestannil)-1-propino
Tri-n-butil-2-tienilestaiio
Tri-n-butilvinilestafio
Tri-n-butilcianoestano
Trietilamina
Trietilfosfito
Trifenilarsina
Trimetilsililtrifluorometanosulfonato
Tris(trimetilsilil)fosfito
Y odo

Yoduro de Cobre(l)

2-Y odoacetamida

Yoduro de metilo

ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
FLUKA
FLUKA
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ACROSS
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
ALDRICH
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11.1. PREPARACION DE LOS PRODUCTOS DE PARTIDA.

[1.1.1. Derivados de azUicar es

1,2-Di-O-acetil-5-O-benzoil-3-C-ciano-3-O-mesil-D-ribofur anosa™

a) 5-O-Benzoil-1,2-O-isopropiliden-a-D-xilofuranosa™®

A una disolucion de 1,2-O-isopropiliden-a-D-xilosa (5 g, 26.3 mmol) en
diclorometano:piridina (10:1), (100:10 mL) a -20°C se afade lentamente cloruro de benzoilo
(4 mL, 28.93 mmol). Se degja subir lentamente la temperatura manteniendo la mezcla de
reaccion a temperatura ambiente durante 2 horas. Se vierte sobre aguay hielo, y se extrae con
diclorometano (2 x 100 mL). Las fases organicas combinadas se lavan con una disolucién
acuosa de HCl 1IN (50 mL) y finalmente con agua (2 x 100 mL). Se secan sobre N&SO,
anhidro, se filtran y se evaporan a sequedad a presion reducida. El residuo obtenido se
purifica por cromatografia de columna (hexano:acetato de etilo, 5:1) obteniéndose 6.5 g
(84%) de un sdlido blanco que se caracteriza como 5-O-benzoil-1,2-O-isopropiliden-a-b-
xilofuranosa. PF 82-84°C. PF (bibl.**) 83.5-84.5°C.

b) 5-O-Benzoil-3-C-ciano-1,2-O-isopr opiliden-a-D-ribofur anosa™®

A una suspension de dicromato de piridinio (4.2 g, 11.1 mmol) en diclorometano seco
(20 mL), a 0°C (en bafio de agualhielo), se afiade anhidrido acético (5.6 mL). La mezcla
resultante se deja agitando a temperatura ambiente durante 15 minutos. Transcurrido este

tiempo se aflade lentamente una disolucion de 5-O-benzoil-1,2-O-isopropiliden-a-D-
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xilofuranosa (5.0 g, 17 mmol) en diclorometano seco (20 mL). La mezcla de reaccién
resultante se calienta a reflujo durante 30 minutos. Una vez que se alcanza la temperatura
ambiente, se vierte sobre acetato de etilo (100 mL) y € precipitado se filtra sobre gel de silice
previamente impregnada en acetato de etilo. El filtrado se evapora sequedad y el residuo
resultante se coevapora con tolueno (3 x 50 mL) obteniéndose un sélido blanco (4.38 g) que
se identifica como el 3'-ulosilderivado [IR (KBr) 1770 cm™ (CO furanosilulosa)].

Una mezcla del 3'-ulosilderivado, éter etilico (67 mL), agua (33 mL), bicarbonato
sodico (2.78 g, 32.88 mmol) y cianuro sodico (0.81 g, 16.44 mmol) se agita vigorosamente a
temperatura ambiente durante 4 horas. Una vez finalizada la reaccién se decanta la fase
organica y la fase acuosa se extrae con éter etilico (2 x 60 mL). Las fases organicas
combinadas se secan sobre Na,SO, anhidro, se filtran y se evaporan a sequedad a presion
reducida. El residuo obtenido se purifica por cromatografia de columna (hexano:acetato de
etilo, 1:2) obteniéndose un solido blanco (4.68 g, 90%) que se caracteriza como 5-O-benzoil-

3-C-ciano-1,2-O-isopropiliden-a-D-ribofuranosa.
c) 5-O-Benzoil-3-C-ciano-1,2-O-isopr opiliden-3-O-mesil-a-b-ribofur anosa™®

A una disolucién de 5-O-benzoil-3-C-ciano-1,2-O-isopropiliden-a-D-xilofuranosa
(4.5 g, 14.1 mmol) en piridina seca (75 mL) y a 0°C, se afiade cloruro de metanosulfonilo
(6.0 mL, 77.5 mmol). La mezcla de reaccion se mantiene a 0°C durante 16 horas.
Transcurrido este tiempo la mezcla de reaccidn se vierte sobre agua y hielo y se extrae lafase
acuosa con diclorometano (2 x 100 mL). Las fases orgénicas combinadas se lavan
sucesivamente con una disolucién acuosa de HCl 1IN (2 x 50 mL), agua (2 x 50 mL) y
finalmente con una solucién acuosa saturada de NaCl (50 mL). El residuo obtenido se purifica
por cromatografia de columna (hexano:acetato de etilo, 2:1) para dar un sélido (5.26 g, 94%)
gue se identifica espectroscdpicamente como 5-O-benzoil-3-C-ciano-1,2-O-isopropiliden-3-
O-mesil-a-D-ribofuranosa. PF 101,5-102,5°C (EtOH). PF (bibl.>") 102-103°C.

d) 1,2-Di-O-acetil-5-O-benzoil-3-C-ciano-3-O-mesil-D-ribofur anosa®®
El compuesto anterior (5.0 g, 12.6 mmol) se disuelve en 30 mL de una mezcla 9:1 de

acido trifluoroacético:agua y se agita a temperatura ambiente durante 4 horas. Se evapora €l
disolvente a presion reducida y se coevapora con diclorometano (2 x 50 mL). El residuo
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obtenido se disuelve en piridina seca (38 mL), se afiade anhidrido acético (18 mL) y lamezcla
resultante se agita a temperatura ambiente durante toda la noche. El disolvente se evapora a
presién reducida y €l residuo obtenido se coevapora con etanol (2 x 10 mL). El bruto
resultante de la reaccion se purifica por cromatografia de columna (hexano:acetato de etilo,
2:1) para dar un jarabe blanco (5.2 g, 95%) que se identifica por sus datos analiticos y
espectroscopicos como 1,2-di-O-acetil-5-O-benzoil -3-C-ciano-3-O-mesil-D-ribofuranosa.

[1.1.2. Derivados de nucledsidos

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]timina] -3’ -espir o-5" -
(4" -amino-1",2" -oxatiol-2" ,2" -diéxido) (TSAO-T, 24)

a) 1-(2'-O-Acetil-5'-O-benzoil-3' -C-ciano-3' -O-mesil-b-D-ribofur anosil)-timina™®

Sobre una suspension de timina (1.80 g, 20.2 mmol) en hexametildisilazano (26 mL)
se afade sulfato amonico (0.010 g), y la mezcla se calienta a reflujo hasta que se solubiliza €l
producto. Se evapora €l disolvente a presion reducida a temperatura inferior a 30°C, y €
residuo obtenido se coevapora con tolueno (10 mL). Sobre €l jarabe asi obtenido se afiade una
disolucion de 1,2-di-O-acetil-5-O-benzoil-3-C-ciano-3-O-mesil-D-ribofuranosa (4.5 g,
10.2 mmol) en acetonitrilo seco (52 mL) y a continuacion, trimetilsililtriflato
(365 mL, 153 mmol). La mezcla de reaccion se cdienta a 80°C durante 2 horas.
Seguidamente, se vuelve a afadir trimetilsililtriflato (3.65 mL, 15.3 mmol) y se calienta
durante 3 horas adicionales a 80°C. Se enfria la mezcla de reaccion hasta temperatura
ambiente y se evapora e disolvente a presién reducida. El residuo se disuelve en
diclorometano (100 mL) y se vierte sobre una disolucién acuosa de bicarbonato sddico y
hielo. Se decanta la fase organica y la fase acuosa se extrae con diclorometano (2 x 50 mL).
Las fases organicas combinadas se tratan con una disolucién saturada de NaCl (50 mL), se
secan sobre Na,SO, anhidro, se filtran y se evaporan a presion reducida. El residuo obtenido
se purifica por cromatografia de columna (hexano:acetato de etilo, 1:2), obteniéndose 4.34 g
(84%) de una espuma que por sus datos analiticos y espectroscdpicos se identifica como 1-

(2’ -O-acetil-5-O-benzoil -3 -C-ciano-3' -O-mesil-b-D-ribofuranosil)timina.
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b) [1-[b-D-Ribofuranosil]timina]-3'-espiro-5"-(4"-amino-1",2" -oxatiol-2" ,2" -
diéxido) (1.4)*

El compuesto anterior (4.30 g, 8.47 mmol) se disuelve en acetonitrilo seco (70 mL), se
anade carbonato de Cesio (2.76 g, 8.47 mmol), y la mezcla de reaccion se agita a temperatura
ambiente durante 3 horas. Se filtra, se neutraliza € filtrado con acido acético y finalmente se
evapora € disolvente a sequedad a presion reducida. El residuo obtenido se trata con una
solucién de metilamina en etanol (100 mL) a temperatura ambiente durante toda la noche. Se
evapora a sequedad a presion reducida y € residuo resultante se purifica por cromatografia de
columna (diclorometano:metanol, 10:1) para dar 2.14 g (70%) de un solido blanco que se
identifica espectroscopicamente como [1-[b-D-ribofuranosil]timina]-3’ -espiro-5"-(4” -amino-
1",2"-oxatiol-2",2" -dioxido).

c) [1-[2,5-Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofuranosil]timina]-3'-espiro-5” -
(4" -amino-1",2" -oxatiol-2" 2" -diéxido) (TSAO-T, 24)*

A una suspension de [1-[b-D-ribofuranosil]timing]-3’-espiro-5"-(4"-amino-1",2"-
oxatiol-2",2"-dioxido) (1.4) (2.0 g, 550 mmol) en acetonitrilo seco (120 mL), se afiade
4-dimetilaminopiridina (2.68 g, 22.0 mmol) y cloruro de terc-butildimetilsililo (TBDM SCI)
(3.30 g, 22.0 mmol). Se comprueba que € pH esta entre 7-8, y se agita a temperatura
ambiente durante 24 horas. Se evapora €l disolvente a presién reducida, y e residuo obtenido
se trata con acetato de etilo (150 mL) y disolucion acuosa de HCI AN (75 mL). Se decanta la
fase organica y la fase acuosa se extrae con acetato de etilo (2 x 75 mL). Se combinan las
fases organicas y se lavan sucesivamente con agua y disolucion acuosa saturada de NaCl.
Finalmente se seca la fase orgénica sobre Na,SO, anhidro, se filtra, se evapora € disolvente a
presién reducida y e residuo obtenido se purifica por cromatografia de columna
(hexano:acetato de etilo, 2:1) para dar 2.5 g (80%) de un sdlido amorfo que se identifica por
sus datos analiticos y espectroscopicos como TSAO-T (24).
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[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espir0-5"-(4” -amino-1" 2" -oxatiol-2" 2" -diéxido) (TSAO-m°T, 25)*

Una disolucion de 24 (1.0 g, 1.69 mmol), carbonato potésico (0.25 g, 1.85 mmol) y
yoduro de metilo (188 L, 3.28 mmol) en acetona seca (6 mL) se calienta a reflujo durante 2
horas. Se evapora el disolvente a presion reducida, y €l residuo obtenido se trata con acetato
de etilo (100 mL) y disolucién saturada de NaCl (100 ml). Se decanta la fase organica, se seca
sobre Na,SO,4 anhidro, se filtra, se evapora el disolvente a presion reducida y € residuo se
purifica por cromatografia de columna (hexano:acetato de etilo, 1:1), paradar 0.98 g (95%) de
un sdlido amorfo que se identifica por sus datos analiticos y espectroscdpicos como
TSAO-mM’T (25).

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-xilofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5"-(4" -amino-1" 2" -oxatiol-2" 2" -di6xido) (1.23)*"

Siguiendo el procedimiento de alquilacion descrito para la sintesis de TSAO-m°T, una
disolucion de [1-[2',5-Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-xilofuranosil]-timina] -3 -espiro-5"-
(4”-amino-1" 2" -oxatiol-2", 2" -didxido)* (0.20 g, 0.34 mmol), carbonato potésico (0.02 g,
0.37 mmol) e yoduro de metilo (95 nlL, 0.68 mmol) en acetona (5 mL) se calienta a reflujo
durante 4 horas. Se evapora €l disolvente a presion reducida, y € residuo obtenido se trata con
acetato de etilo (20 mL) y disoluciéon saturada de NaCl (3 x 10 ml). Se decanta la fase
organica, se seca sobre NaxSO, anhidro, se filtra, se evapora €l disolvente a presion reduciday
el residuo se purifica por cromatotron (hexano:acetato de etilo, 2:1), obteniéndose 0.20 g
(98%) de un solido blanco amorfo que se identifica como [1-[2',5-Di-O-(terc-
butildimetilsilil)-b-D-xilofuranosil]-3-N-(metil )timina] -3’ -espiro-5"-(4" -amino-1",2" -oxatiol -
2" 2"-di6xido) (1.24)*.'H RMN [200 MHz, (CD3),CO] d: 0.88, 0.89 (2s, 18H, 2t-Bu), 1.92
(d, 3H, J =1.2 Hz, CH3-5), 3.26 (s, 3H, CH3-3), 3.96 (d, 2H, Jr 5 = 5.2 Hz, 2H-5'), 4.57
(d, 1H, J; » = 4.2 Hz, H-2'), 4.67 (t, 1H, H-4'), 5.65 (s, 1H, H-3"), 6.14 (d, 1H, H-1'), 6.30
(s ancho, 2H, NHj), 7.48 (d, 1H, H-6). Andlisis elementa (%): Caculado para
CasHisN3OgSSio: C, 49.72; H, 7.51; N, 6.96. Hallado: C, 49.62; H, 7.52; N, 6.93.
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[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-[3-hidr oxipr opil-

timina]-3'-espir o-5”-(4” -amino-1" 2" -oxatiol-2" 2" -diéxido) (3.1)***

Sobre una disolucion de TSAO-T (24) (0.2 g, 0.34 mmol) en acetona seca (5 mL), se
afade carbonato potasico triturado y seco (0.02 g, 0.37 mmol) y 3-bromopropanol (0.09 mL,
1.02 mmol). La mezcla de reaccion se calienta a reflujo durante 5 h. Una vez completada la
reaccion se deja que se acance la temperatura ambiente y se evapora e disolvente a
sequedad. El residuo obtenido se disuelve en diclorometano (15 mL) y se lava con una
disolucién acuosa de NaCl (2 x 15 mL). La fase organica se seca sobre Na,SO, anhidro, se
filtray se evapora a sequedad. El residuo final se purifica en cromatotron (hexano:acetato de
etilo, 1:2), obteniéndose un sdlido blanco amorfo (0.17 g, 77%) que se identifica como 3.1*%*.
'H RMN [200 MHz, (CD3),CO] d: 0.82, 0.98 (2s, 18H, 2t-Bu), 1.79 (m, 2H,CH,), 1.95
(d, 3H, J =1.1 Hz, CH3-5), 3.55 (m, 3H, NCH,, OH), 4.10 (m, 4H, CH,OH, 2H-5), 4.34
(t, 1H, J = 3.6 Hz, H-4'), 4.67 (d, 1H, J; » = 8.1 Hz, H-2'), 5.78 (s, 1H, H-3"), 6.10 (d, 1H,
H-1'), 6.48 (s ancho, 2H, NHy), 7.52 (d, 1H, H-6). *C RMN [50 MHz, CDCl3] d: 12.87
(CH3-5), 18.34, 19.01 [(CH3)3-C-Si], 25.69, 26.22 [(CHa3)3-C-Si], 30.38 (CH2), 38.20 (NCHy),
58.56 (CH,OH), 62.11 (C-5'), 74.72 (C-2'), 83.60, 87.70 (C-4', C-3"), 92.15 (C-3'), 93.25
(C-1'), 110.99 (C-5), 134.11 (C-6), 150.52, 151.25 (C-2, C-4"), 163.85 (C-4). Andlisis
elemental (%): Calculado para C;H49N309SSi;> C, 50.05; H, 7.26; N, 6.49. Hallado: C, 50.12;
H, 7.35; N, 6.29.

11.2. SINTESIS DE DERIVADOS TSAO MODIFICADOSEN LA POSICION 4"
DEL ANILLO DE ESPIROAMINOOXATIOLDIOXIDO

11.2.1. Sintesisdel analogo desaminado de TSAO-T

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5"-(1",2" -oxatiol-2" ,2" -diéxido) y [1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribo-
furanosil]-3-N-metiltimina]-3'-espiro-5"-(4” -amino-3" -nitro-1" ,2" -oxatiol-2" ,2" -diéxido)
(1.1y1.3)

A una disolucion de n-pentilnitrito (1.15 mL, 8.3 mmol) en THF seco (10 mL) a

reflujo y bajo atmésfera de argén se afiade gota a gota una disolucion de TSAO-m*T 25
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(0.25 g, 0.41 mmol) en THF seco (8 mL). La mezcla de reaccion manteniendo € reflujo se
somete a la accién de una lampara de tungsteno de 160W colocada aproximadamente a
0.07 metros de la mezcla de reaccion durante 30 minutos. A continuacion, se evapora €l
disolvente a presion reducida y el residuo obtenido se disuelve en metanol (1 mL) y
diclorometano (9 mL), se seca sobre NaSO,4 anhidro y se evapora a sequedad. El residuo
finalmente obtenido se purifica dos veces en el cromatotrén primero utilizando como eluyente
(hexano:acetato de etilo, 2:1) y posteriormente con (diclorometano:metanol, 200:1).

De las fracciones de mayor movilidad se aislan 0.036 g (15%) de un sdlido blanco
amorfo que se identifica como 1.1. *H RMN [300 MHz, (CDs),CO] d: 0.81, 0.99 (2s, 18H,
2t-Bu), 1.92 (d, 3H, J = 1.2 Hz, CH3-5), 3.25 (s, 3H, CH3-3), 3.91 (dd, 1H, Jy 54 = 2.7,
Jsasp = 12.1 Hz, H-58a), 4.07 (dd, 1H, Jr5p = 4.3 Hz, H-5b), 436 (dd, 1H, H-4),
4.66 (d, 1H, Jr» = 8.2 Hz, H-2), 6.19 (d, 1H, H-1'), 7.23 (d, 1H, Jz 4= 6.5 Hz, H-4"),
7.44 (d, 1H, H-3"), 7.48 (d, 1H, H-6). *C RMN [50 MHz, (CD3),CO] d: 13.15 (CH3-5),
18.40, 18.88 [(CH3)s-C-Si], 25.79, 26.48 [(CH3):-C-Si], 28.04 (CHz-3), 63.24 (C-5),
76.31 (C-2'), 85.43 (C-4'), 8814 (C-1'), 96.41 (C-3), 11139 (C-5), 129.72 (C-6),
133.78, 137.57 (C-3", C-4"), 152.11 (C-2), 163.44 (C-4). MS(ES+) m/z 598.3 (M + Na)".
Andlisis elemental (%): Calculado para CxsHasN20sSSio: C, 50.99; H, 7.53; N, 4.76. Hallado:
C, 50.90; H, 7.51; N, 4.65.

De las fracciones de menor movilidad se aislan 0.078 g (29%) de un sdlido blanco
amorfo que se caracteriza como 1.3. *H RMN [300 MHz, (CD3),CO] d: 0.79, 0.90 (2s, 18H,
2t-Bu), 1.92 (s, 3H, CH3-5), 3.26 (d, 3H, J = 1.2 Hz, CH3-3), 4.15 (m, 2H, 2H-5), 451
(m, 1H, H-4), 4.98 (d, 1H, J; » = 8.1 Hz, H-2'), 6.11 (d, 1H, H-1"),7.50 (s, 1H, H-6), 8.99
(sancho, 1H, NH), 9.33 (s ancho, 1H, NH). MS (ES+) m/z 649.3 (M + 1)*. Andlisis elemental
(%): Calculado para CpsH4N4010SSi; C, 46.28; H, 6.83; N, 8.63. Hallado: C, 46.21; H, 6.77;
N, 8.69.

I1.2.2. Sintesisde derivados TSAO portadores de grupos car bonilo en la posicion 4”

(4" 9)-4" ,0-5'-hemiacetal ciclico de [1-(b-D-ribofuranosil)timina]-3’-espiro-5’-
(4" -ox0-1",2" -oxatiolano-2" ,2" -dioxido) (1.6)

A unadisolucion de 1.4* (0.2 g, 0.55 mmol) en metanol (5 mL, a 0°C, se le afiade una

disolucién de HCI 0.1 N en metanol (30 mL) y la mezcla de reaccién se mantiene a
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temperatura ambiente durante 24 h. A continuacion se neutraliza a pH = 5, con una solucién
de NaOH 1N en metanol y se evapora el disolvente a presion reducida. El residuo asi obtenido
se trata con isobutanol (30 mL) y agua (30 mL). Se decanta la fase organica y la fase acuosa
se extrae con isobutanol (3 x 20 mL). Las fases organicas combinadas se secan sobre Na,SO,
anhidro, se filtran y se evaporan a sequedad. El residuo finalmente obtenido se purifica por
cromatografia de columna (diclorometano:etanol, 6:1), obteniéndose 0.15 g (70%) de un
solido blanco amorfo que se caracteriza como 1.6. Los espectros de *H RMN de 1.6 muestran
gue en solucion de dimetilsulfoxido deuterado [(CD3).SO], €l cetonucledsido 1.6 se encuentra
en forma hemiacetdlica *H RMN [200 MHz, (CD3),SO] d: 1.80 (s, 3H, CHs-5), 3.65
(d, 1H, Jzazp = 14.0 Hz, H-3"a), 4.03 (dd, 1H, Js 52 = 3.6, Jsasp = 10.4 Hz, H-5'a), 4.05
(d, 1H, H-3"b), 4.13 (dd, 1H, Js 5 = 5.2 Hz, H-5'b), 4.64 (dd, 1H, J».on = 6.8, Jr » = 7.2 Hz,
H-2'), 458 (dd, 1H, H-4), 5.87 (d, 1H, H-1), 6.03 (d, 1H, OH), 7.59 (m, 1H, H-6), 8.41
(s ancho, 1H, OH), 11.47 (s ancho, 1H, NH-3). *C RMN [50 MHz, (CDs),SO] d: 11.87
(CH3-5), 54.85 (CH»-3"), 68.92 (C-5'), 69.39 (C-2'), 82.72 (C-4’), 89.75 (C-1"), 96.36 (C-4"),
107.67 (C-3), 110.14 (C-5), 135.71 (C-6), 150.40 (C-2), 163.35 (C-4). MS (ES+) m/z 363.1
(M + 1)*. Andlisis elemental (%): Calculado para C1oH1sN2010S: C, 37.90; H, 4.24; N, 7.37.
Hallado: C, 37.80; H, 4.33; N, 7.22.

(4" S)-4" ,0-5'-hemiacetal cicico de  [1-]2-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-

ribofuranosil]timina]-3'-espir 0-5" -(4” -oxo-1" ,2” -oxatiolano-2" ,2” -diéxido) (1.7)

A unadisolucion de 1.4% (0.2 g, 0.55 mmol) en metanol (5 mL, a 0°C, se le afiade una
disolucién de HCI 0.1 N en metanol (30 mL) y la mezcla de reaccién se mantiene a
temperatura ambiente durante 24 h. A continuacion se neutraliza a pH = 5, con una solucién
de NaOH 1N en metanol y se evapora el disolvente a presién reducida. El residuo asi obtenido
se disuelve en acetonitrilo seco (8 mL) se le aflade TBDMSCI (0.16 g, 1.03 mmol) y DMAP
(0.13 g, 1.06 mmol) manteniendo la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 48 h.
A continuacion se evapora € disolvente a presion reducida y €l residuo obtenido se trata con
acetato de etilo, se filtra sobre gel de silice y se evapora e disolvente a sequedad. El residuo
final se purifica en e cromatotrén (diclorometano: metanol, 5:1), obteniéndose 0.09 g (71%)
de un sdlido blanco amorfo que se caracteriza como 1.7. *H RMN [200 MHz, (CDs),CO]
d: 0.88 (s, 9H, t-Bu), 1.85 (d, 3H, J = 1.2 Hz, CH3-5), 3.62 (d, 1H, Jzazp = 13.9 Hz, H-3"a),
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4.03 (d, 1H, H-3"b), 4.20 (dd, 1H, Jr 54 = 2.9, Jsasp = 10.7 Hz, H-5'a), 4.15 (dd, 1H,
Jrsb = 4.9 Hz, H-5'b), 4.79 (dd, 1H. H-4'), 4.93 (d, 1H, Jy » = 6.1 Hz, H-2), 6.02 (d, 1H,
H-1), 744 (s ancho, 1H, OH), 7.58 (d, 1H, H-6), 10.25 (s ancho, 1H, NH-3).
3C RMN [50 MHz, CDCl3] d: 12.27 (CHs-5), 18.04 [(CH3)s-C-Si], 25.55 [(CH3)3-C-Si],
56.08 (CH»3"), 70.09 (C-5), 7191 (C-2), 8348 (C-4), 95.38 (C-1'), 98.17 (C-4"),
109.8 (C-5), 111.93 (C-3), 130.93 (C-6), 150.35 (C-2), 163.76 (C-4). MS (ES+) m/z 477.2
(M + 1)". Andlisis elemental (%): Calculado para C1gH1sN>OgSSi: C, 45.36; H, 5.92; N, 5.88.
Hallado: C, 45.44; H, 5.87; N, 5.91.

[1-[2",5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5''-[4"-metoxalilamino-1'",2'’ -oxatiol-2'",2'’ -didxido] (1.8)

Método A

A unadisolucién de TSAO-m’T (25)* (0.2 g. 0.33 mmol) en dicloroetano seco (3mL)
a 0°C se afiade Et3N (71 nl, 0.99 mmoal) y cloruro de metiloxailo (22 nL, 0.47 mmoal). Se
comprueba que €l pH sea ligeramente basico (pH = 8-9), y s no es asi, se afiade EtsN hasta
conseguirlo. La mezcla de reaccion se calienta a 60°C durante 1 hora. Una vez completada la
reaccion, se degja enfriar hasta temperatura ambiente y se evapora e disolvente a presion
reducida. El residuo se disuelve en diclorometano (7 mL) y se lava, con una solucién acuosa
de HCl 0.1N (2 x 3 mL) y finamente con agua (2 x 4 mL), se seca sobre Na,SO, anhidro, se
filtra y se evapora a sequedad. El residuo asi obtenido se purifica en € cromatotrén
(diclorometano:acetato de etilo, 10:1).

De las fracciones de mayor movilidad se aisan 0.08 g (35%) de una espuma blanca
que por sus datos analiticos y espectroscopicos se identifica como 1.8. *H RMN [300 MHz,
(CD3),CO] d: 0.70, 0.79 (2s, 18H, 2t-Bu), 1.97 (d, 3H, J = 1.1 Hz, CH3z-5), 3.28 (s, 3H,
CH3-3), 3.92 (s, 3H, CO,CH3), 4.01 (dd, 1H, Js 52 = 2.3, Jsasp = 13.0 Hz, H-5'a), 4.11
(dd, 1H, J4 s = 2.2 Hz, H-5'b), 4.48 (t, 1H, H-4), 4.97 (d, 1H, Jr > = 8.0 Hz, H-2'), 6.07
(d, 1H, H-1'), 7.77 (s, 1H, H-3""), 7.94 (d, 1H, H-6), 10.60 (s ancho, 1H, NH-4"). *C RMN
[50 MHz, (CD3).CO] d:. 1292 (CHs-5), 18.33, 19.05 [(CH3)s-C-Si], 25.68, 26.23
[(CH3)s-C-Si], 28.11 (CHs-3), 54.26 (OCHs3), 61.86 (C-5'), 73.78 (C-2'), 83.23, 88.92
(C-1', C-4"), 92.43 (C-3'), 110.26 (C-3"), 111.19 (C-5), 134.01 (C-6), 139.43 (C-4'"), 151.12
(C-2), 155.59 (CO-CO,CHj3), 159.12 (CO-CO,CHs3), 163.01 (C-4). Andisis elemental (%):
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Calculado para CsH47N3O11SSio: C, 48.74; H, 6.87; N, 6.09. Hallado: C, 48.59; H, 6.75;
N, 5.94.

De las fracciones de menor movilidad se obtienen 0.041 g (41%) de producto de
partida (TSAO-m®T, 25) sin reaccionar.

Método B

A unadisolucién de 25 (0.1 g, 0.17 mmol) en dicloroetano seco (1 mL) sobre tamiz
molecular 4 A, se afiade una disolucion de cloruro de metiloxalilo (18 ni, 0.19 mmol) y
tricloruro de auminio (0.014 g, 0.19 mmol) en dicloroetano seco (1 mL). La mezcla de
reaccion se agita a temperatura ambiente durante 2 horas. Una vez completada la reaccién, se
anade una mezcla de aguay hielo y la mezcla resultante se agita durante una hora adicional. A
continuacion, se filtra la reaccion sobre celitay € filtrado se lava con agua (3 x 10 mL). La
fase organica se seca sobre Na,SO, anhidro, se filtray se evapora a sequedad. El residuo asi
obtenido se purificaen el cromatotrén (hexano:acetato de etilo, 3:1).

De las fracciones de mayor movilidad se aisan 0.75 g (66%) de una espuma blanca
gue se caracterizdé como 1.8.

De las fracciones de menor movilidad se obtuvieron 0.018 g (18%) de producto de
partida TSAO-m>T (25) sin reaccionar.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5''-[4""-oxaloamino-1"’ 2"’ -oxatiol-2'",2'" -dioxido] (1.9)

A una disolucién de 1.8 (0.1 g, 0.14 mmol) en 1,4-dioxano (2 mL) se afiade una
solucién acuosa de NaOH 1IN (0.16 mL, 0.16 mmol). La mezcla de reaccién se agita a
temperatura ambiente durante 1 hora. A continuacion se afiade una disolucion acuosa de HCI
0.1N hasta conseguir un pH ligeramente &cido (pH [15) y posteriormente, acetato de etilo
(10 mL) y agua (5 mL). Se decanta la fase organicay la fase acuosa se extrae con acetato de
etilo (2 x 10 mL). Las fases organicas combinadas se lavan con una disolucién acuosa
saturada de NaCl (5 mL), se secan sobre N&SO, anhidro, se filtran y se evaporan a sequedad.
El residuo asi obtenido se purifica en e cromatotron (diclorometano:metanol, 15:1),
obteniéndose 0.098 g (70%) de una espuma blanca que se identifica como 1.9. *H RMN
[300 MHz, (CD3),CO] d: 0.77, 0.96 (2s, 18H, 2t-Bu), 1.97 (d, 3H, J = 1.1 Hz, CH3-5),
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3.28 (s, 3H, CH3-3), 4.01 (dd, 1H, Jr5a = 3.2, Jsa5b = 12.0 Hz, H-5a), 4.20 (dd, 1H,
Jy5p = 3.3 Hz, H-5'b), 4.44 (t, 1H, H-4), 4.95 (d, 1H, J; » = 8.0 Hz, H-2'), 6.05 (d, 1H,
H-1), 7.79 (s, 1H, H-3""), 7.94 (d, 1H, H-6), 10.79 (s ancho, 1H, NH-4"). *C RMN
[50 MHz, (CD3),CO] d: 13.07 (CHs5), 1834, 19.77 [(CH3)s-C-Si], 25.68, 27.16
[(CH3)s-C-Si], 29.03 (CHs-3), 62.77 (C-5'), 74.84 (C-2)), 84.61 (C-4'), 87.42, 94.53 (C-3,
C-1), 111.34, 11158 (C-3’, C-5), 134.07 (C-6), 140.61 (C-4"), 152.17 (C-2), 162.05
(CONH), 163.30 (C-4), 167.15 (COOH). Andisis elementa (%): Calculado para
Co7H4sN3011SSio: C, 47.98; H, 6.71; N, 6.22. Hallado: C, 47.77; H, 6.81; N, 6.05.

[1-[2",5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5''-[4’’-oxamoilamino-1'",2’" -oxatiol-2'",2"’ -diéxido] (1.10)

El compuesto 1.9 (0.1 g, 0.14 mmol) se trata con una disolucion saturada de
NHs/metanol (5 mL) y se agita a temperatura ambiente durante 45 minutos, se neutraliza con
&cido acético y se evapora a sequedad. El residuo asi obtenido se disuelve en diclorometano
(20 mL) y se lava con agua (2 x 10 mL) y con una disolucién acuosa saturada de NaCl
(1 x 10 mL). Lafase organica se seca sobre Na,SO, anhidro, se filtray se evapora a sequedad.
El residuo final se purificaen el cromatotrén (diclorometano:acetato de etilo, 10:1).

De las fracciones de mayor movilidad se aislan 0.021 g (21%) de una espuma blanca
que se caracterizd como TSAO-m’T (25).

De las fracciones de menor movilidad se obtienen 0.054 g (52%) de una espuma
blanca que se identifica como 1.10. '"H RMN [300 MHz, (CDs3).CO] d: 0.78, 0.97 (2s, 18H,
2t-Bu), 1.97 (s, 3H, CH3-5), 3.28 (s, 3H, CH3-3), 4.10 (dd, 1H, Jy 52 = 2.2, Jsa5b = 12.9 Hz,
H-5'a), 4.31 (dd, 1H, Jx 5 = 3.7 Hz, H-5'b), 4.43 (dd, 1H, H-4'), 4.72 (d, 1H, Jr » = 8.3 Hz,
H-2'), 6.25 (d, 1H, H-1), 7.64 (s ancho, 1H, NH), 7.50 (s, 1H, H-6), 7.78 (s, 1H, H-3""), 8.15
(s ancho, 1H, NH), 10.65 (s ancho, 1H, NH). *C RMN [75 MHz, (CD3),CO] d: 13.01
(CH3-5), 18.30, 19.73 [(CHs3)s-C-Si], 25.57, 26.89 [(CHs)s-C-Si], 28.64 (CHs-3), 62.70
(C-5), 74.98 (C-2'), 84.69, 86.95 (C-1', C-4'), 94.49 (C-3), 110.71, 111.59 (C-3"’, C-5),
133.76 (C-6), 140.56 (C-4'"), 152.19 (C-2), 160.58 (COCONH,), 160.81 (COCONH,),
163.31 (C-4). Andlisis elemental (%): Calculado para Co;H46N4010SSi,: C, 48.05; H, 6.87; N,
8.30. Hallado: C, 48.10; H, 6.77; N, 8.14.
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11.2.2.1 Sintesis de derivados TSAO portadores de grupos carbonilo en la posicién 4”

por reacciones con isocianatos

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5’'-(4'"-ureido-1"",2'’-oxatiol-2'" 2"’ -diéxido) y [1-[2',5 -di-O-(terc-butildimetil-
silil)-b-D-ribofuranosil]-3-N-metiltimina]-3'-espiro-5''-[4' " -(3-terc-butildimetil silil)-
ureido-1"",2""-oxatiol-2'" 2"’ -diéxido] (1.12y 1.13)

A una disolucién de TSAO-m®T (25) (0.2 g, 0.33 mmol) en diclorometano seco
(5 mL), bgo atmosfera de argbn y a -30°C, se afiade clorosulfonilisocianato (CSl)
(0.19 g, 1.32 mmol) y se mantiene la agitacion durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo
la mezcla de reaccion se neutraliza con una disolucion acuosa saturada de bicarbonato sodico
(NaHCOs), se decanta la fase organica y la fase acuosa se extrae con acetato de etilo
(3 x 15 mL). Las fases organicas combinadas se lavan con agua (2 x 10 mL), se secan sobre
N&SO, anhidro, se filtran y se evaporan a sequedad. El residuo asi obtenido se disuelve en
acetonitrilo seco (2 mL), se afiade TBDMSCI (0.098 g, 0.66 mmol) y DMAP
(0.08 g, 0.66 mmol). La mezcla de reaccion se agita a temperatura ambiente durante 5 horas, y
se evapora € disolvente a sequedad. El residuo obtenido se disuelve en diclorometano
(15 mL), se lava con una disolucién acuosa de HCl 0.1N (3 x 10 mL) y con agua (1 x 10 mL),
se seca sobre Nax SO, anhidro, sefiltray se evapora a sequedad. El residuo final se purificaen
el cromatotron (hexano:acetato de etilo, 3:1).

De las fracciones de mayor movilidad se aisan 0.87 g (35%) de una espuma blanca
que se caracteriza como 1.13. *H RMN [300 MHz, (CD3),CO]: d 0.82, 0.96 (2s, 18H, 2t-Bu),
1.92 (d, 3H, J = 1.1 Hz, CHs5), 331 (s, 3H, CHs3), 395 (dd, 1H, Jy5a = 4.9,
Jsasb = 12.0 Hz, H-5'a), 4.10 (dd, 1H, Js sb = 4.5 Hz, H-5'b), 4.30 (dd, 1H, H-4'), 5.07
(d, 1H, Jp » = 6.7 Hz, H-2), 557 (d, 1H, H-1'), 6.13 (s ancho, 1H, NHSi), 7.13 (s, 1H,
H-3""), 7.69 (d, 1H, H-6), 9.05 (s ancho, 1H, NH-4"). **C RMN [75 MHz, (CDs),CO]
d: 12.94 (CHs-5), 18.48, 18.81 [(CH3)s-C-Si], 25.77, 26.19. 26.41 [(CH3)3-C-Si], 28.05 (CH3-
3), 61.73 (C-5'), 73.59 (C-2'), 84.73 (C-4'), 89.86 (C-3'), 95.12 (C-1'), 100.85 (C-3"),
111.64 (C-5), 138.29 (C-6), 144.35 (C-4'"), 152.43 (C2), 154.54 (CONHSI), 163.31 (C-4).
MS (ES+) m/z 785.3 (M + Na)*. Andlisis elemental (%): Calculado para CaHgoN4OeSSiz:
C, 50.50; H, 7.94; N, 7.46. Hallado: C, 50.45; H, 7.89; N, 7.49.
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De las fracciones de menor movilidad se aislan 0.085 g (40%), de una espuma blanca
que se caracteriza como 1.12. *"H RMN [300 MHz, (CD3)»CQ] d: 0.82, 0.88 (2s, 18H, 2t-Bu),
1.93 (d, 3H, J = 1.2 Hz, CHs5), 332 (s, 3H, CHs-3), 3.89 (dd, 1H, Jy5a = 6.7,
Jsasp = 11.9 Hz, H-5'@), 4.06 (dd, 1H, Jy 5p = 4.3 Hz, H-5'b), 4.17 (dd, 1H, H-4'), 5.06
(d, 1H, Jr > = 6.5 Hz, H-2'), 5,54 (d, 1H, H-1), 6.09 (s ancho, 2H, CONH,), 7.12 (s, 1H,
H-3""), 7.66 (d, 1H, H-6), 9.05 (s ancho, 1H, NH-4"). **C RMN [75 MHz, (CD3),CO]
d: 12.91 (CH3z-5), 18.56, 18.93 [(CH3)s-C-Si], 25.79, 26.16 [(CH3)s-C-Si], 28.12 (CH3-3),
61.73 (C-5'), 73.74 (C-2'), 84.48 (C-4"), 89.23 (C-3'), 96.31 (C-1'), 100.60 (C-3'"), 111.03
(C-5), 139.04 (C-6), 145.58 (C-4""), 152.53 (C2), 154.50 (CONH,), 163.21 (C-4). MS (ES+)
m/z 669.3 (M + Na)*. Andlisis elemental (%): Calculado para CHasN4OeSSio: C, 48.27;
H, 7.17; N, 8.66. Hallado: C, 48.16; H, 7.12; N, 8.72.

Procedimiento general de acilacion de TSAO-m®T con isocianatos sustituidos

Sobre una disolucién de TSAO-m>T (25) (1 mmol) en acetonitrilo seco se afiade el
isocianato correspondiente (4-20 mmol). La mezcla de reaccion se calienta a 80°C entre
3-96 horas. Se evapora €l disolvente a sequedad y € residuo se purifica en € cromatotrén. A
continuacion, se indica para cada compuesto €l tiempo de reaccion, € nimero de mmol de
isocianato, €l eluyente utilizado en la cromatografia, € rendimiento de los productos aislados
y los datos analiticos y espectroscdpicos.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5'-[4"-(3-etilureido)-1'",2'"-oxatiol-2'" 2’ -dioxido] (1.14)

TSAO-m’T (25) (0.1 g, 0.17 mmol) se hace reaccionar con isocianato de etilo
(260 mL, 3.3 mmol) durante 96 horas, siguiendo € procedimiento general. El residuo
finalmente obtenido se purifica en el cromatotrén (diclorometano:metanol, 200:1).

De las fracciones de mayor movilidad se aislan 0.058 g (50%) de una espuma blanca
que se identifica como 1.14. *H RMN [300 MHz, (CDs),CO] d: 0.83, 0.89 (2s, 18H, 2t-Bu),
1.15 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH,CHs), 1.93 (d, 3H, J = 1.2 Hz, CHs5), 3.25 (cd, 2H,
Jchznn = 5.6 Hz, CH,CH3), 3.32 (s, 3H, CH3-3), 3.88 (dd, 1H, Js 52 = 6.7, Jsa5b = 11.9 Hz,
H-5'a), 4.08 (dd, 1H, Js 51 = 4.5 Hz, H-5'b), 4.18 (dd, 1H, H-4"), 5.04 (d, 1H, J; » = 6.6 Hz,
H-2'), 5.50 (d, 1H, H-1'), 6.18 (t, 1H, NH), 7.12 (s, 1H, H-3"), 7.67 (d, 1H, H-6), 8.87
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(s ancho, 1H, NH-4"). *C RMN [75 MHz, (CD3),CO] d: 12.91 (CHs5), 15.36
(NH-CH,-CHg3), 18.39, 18.81 [(CH3)3-C-Si], 25.72, 26.18 [(CH3)s-C-Si], 28.03 (CHs-3),
35.61 (NH-CH,-CHj3), 61.60 (C-5'), 73.55 (C-2'), 84.38 (C-4'), 89.25 (C-3'), 96.45 (C-1"),
100.06 (C-3’"), 111.63 (C-5), 138.89 (C-6), 14541 (C-4"), 152.34 (C-2), 153.67
(NHCONH), 163.17 (C-4). Andlisis elementa (%): Caculado para CygHsoN4OSSiy:
C, 49.83; H, 7.47; N, 8.30. Hallado: C, 49.73; H, 7.39; N, 8.46.

De las fracciones de menor movilidad se obtienen 0.048 g (48%) del producto de

partida inalterado.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5"'-[4""-(3-benzoilureido)-1'" 2" -oxatiol-2'" 2" -diéxido] (1.16a)

Siguiendo € procedimiento general, TSAO-m°T (25) (0.1 g, 0.17 mmol) se trata con
isocianato de benzoilo (0.12 mL, 1.02 mmol) durante 26 horas. El residuo final se purifica en
el cromatotrén (hexano:acetato de etilo, 3:1) obteniéndose 0.12 g (90%) de una espuma
blanca que se identifica como 1.16a. *H RMN [300 MHz, (CD3),CO] d: 0.78, 0.85 (2s, 18H,
2t-Bu), 1.95 (s, 3H, CH3-5), 3.29 (s, 3H, CH3-3), 4.06 (dd, 1H, Jy 54 = 4.7, Jsa5b = 10.9 Hz,
H-5'a), 4.21 (dd, 1H, Js s = 6.3 Hz, H-5'b), 4.41 (dd, 1H, H-4'), 4.97 (d, 1H, J = 7.8 Hz,
H-2'), 6.08 (d, 1H, H-1'), 7.45 (s, 1H, H-3"), 7.68-7.70 (m, 4H, H-6, Ph), 8.15 (d, 1H,
J = 6.9 Hz, Ph), 8.17 (d, 1H, Ph), 10.60 (s ancho, 1H, NH), 11.40 (s ancho, 1H, NH-4").
¥3C RMN [75 MHz, (CD3),CO] d: 13.11 (CHs-5), 18.30, 19.02 [(CH3)s-C-Si], 25.71, 26.22
[(CH3)s-C-Si], 28.07 (CHs-3), 62.12 (C-5), 74.54 (C-2'), 85.18 (C-4'), 89.26 (C-1'), 92.14
(C-3"), 107.41 (C-3"), 111.53 (C-5), 129.24 (Ph), 129.91 (Ph), 132.40 (Ph), 134.95, 135.18
(Ph, C-6), 142.50 (C-4""), 151.26 (NHCONH), 152.04 (C-2), 163.42 (C-4), 170.52 (COPh).
Andlisis eemental (%): Calculado para Cs3sHsoN4O10SSiz: C, 52.78; H, 6.71; N, 7.46. Hallado:
C, 52.69; H, 6.69; N, 7.55.

[1-[2",5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5"'-[4""-(3-etoxicarbonilureido)-1'",2' " -oxatiol-2'*,2'" -dioxido] (1.16b)

De acuerdo con € procedimiento general, TSAO-m°T (25) (0.1 g, 0.17 mmol) se trata
con isocianato de etoxicarbonilo (41 i, 0.51 mmol) durante 3 horas. El residuo finalmente

obtenido se purificaen e cromatotron (diclorometano:metanol, 200:1).
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De las fracciones de mayor movilidad se aislan 0.095g (80%) de una espuma blanca
que se identifica como de 1.16b. *"H RMN [300 MHz, (CD3),CO] d: 0.81, 0.89 (2s, 18H,
2t-Bu), 1.34 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH3CH,0), 1.96 (d, 3H, J = 1.1 Hz, CH3-5), 3.29 (s, 3H, CHs-
3),4.01 (dd, 1H, Jy 52 = 4.8, Jsa5p = 12.2 Hz, H-5'Q), 4.15 (dd, 1H, J; 5 = 6.3 Hz, H-5'b),
4.38 (m, 3H, H-4', CH3CH-0), 4.87 (d, 1H, Jy » = 7.8 Hz, H-2'), 6.03 (d, 1H, H-1'), 7.36
(s, 1H, H-3"), 7.55 (d, 1H, H-6), 10.01 (s ancho, 1H, NH-4"), 10.52 (s ancho, 1H, NH).
3C RMN [75 MHz, (CD3),CO] d: 13.06 (CHs-5), 14.45 (CHs-CH,O), 18.35, 19.02
[(CH3)3-C-Si], 25.68, 26.23 [(CH3)s-C-Si], 28.04 (CH3-3), 55.71 (CH3-CH,0), 62.05 (C-5'),
74.56 (C-2'), 85.09 (C-4'), 89.19 (C-3'), 91.83 (C-1'), 106.61 (C-3'"), 111.47 (C-5), 135.09
(C-6), 142.48 (C-4""), 150.50, 151.97 (C-2, NHCONH), 156.18 (CO,CH,CHs), 163.36 (C-4).
Andlisis demental (%): Calculado para CoHsoN4011SSiz: C, 48.45; H, 7.01; N, 7.79. Hallado:
C, 48.33; H, 7.09; N, 7.88.

De las fracciones de menor movilidad se aislan 0.005 g (5%) de producto de partida
(TSAO-m®T, 25) inalterado.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5"’'-[4""-(3-metacriloilureido)-1'",2' " -oxatiol-2'" 2’ -dioxido] (1.16c)

De acuerdo con € procedimiento general, TSAO-m°T (25) (0.1 g, 0.17 mmol) se trata
con isocianato de 1-metacriloilo (0.12 g, 1.02 mmol) durante 72 horas. El residuo final se
purifica en e cromatotrén (diclorometano:metanol, 60:1) obteniéndose 0.09 g (75%) de una
espuma blanca que se identifica como 1.16¢c. *H RMN [300 MHz, (CDs),CO] d: 0.78, 0.97
(2s, 18H, 2t-Bu), 1.90 (d, 3H, J = 1.1 Hz, CH3-5), 2.70 (s, 3H, COC(CH3)=CH.), 3.25 (s, 3H,
CH3-3), 3.97 (dd, 1H, Jy 52 = 4.8, Jsasp = 12.2 Hz, H-5'a), 4.11 (dd, 1H, Js 51 = 6.4 Hz, H-
5'b), 4.36 (dd, 1H, H-4'), 4.83 (d, 1H, Jy » = 7.8 Hz, H-2'), 5.85 (m, 1H, COC(CH3)=CH.),
6.03 (d, 1H, H-1"), 6.18 (m, 1H, COC(CH3)=CHa), 7.35 (s, 1H, H-3"), 7.56 (d, 1H, H-6),
10.17 (s ancho, 1H, NH-4"), 11.24 (s ancho, 1H, NH). *C RMN [50 MHz, (CD3),CO]
d: 13.02 (CHs5), 18.20 (COC(CH3)=CH2), 18.32, 19.02 [(CH3)s-C-Si], 25.57, 26.20
[(CH3)s-C-Si], 28.10 (CHs-3), 62.11 (C-5'), 74.63 (C-2'), 85.12, 88.88 (C-4', C-1'), 91.92
(C-3), 107.21 (C-3’), 111.54 (C-5), 125.73 (COC(CH3)=CH,), 134.88 (C-6), 139.02
(COC(CH3)=CH,), 142.42 (C-4""), 151.19, 152.02 (C-2, NHCONH), 163.41 (C-4), 171.42
(COC(CH3)=CHy,). Andlisis elemental (%): Calculado para CzHsoN4O10SSio: C, 50.40; H,
7.05; N, 7.84. Hallado: C, 50.36; H, 7.11; N, 7.86.
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[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5"-[4” -(3-etoxicar bonilmetilcureido)-1" ,2” -oxatiol-2" ,2" -dioxido], y [1-[2,5-di-
O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3 -espiro-5”-[4"-[3""" -
(etoxicar bonilmetil)-2'*" 4"’ -dioxoimidazolidin-1"""-il]-car bonilamino-1" ,2" -oxatiol-

2" ,2"-dioxido] (1.18y 1.19)

Una disolucién de TSAO-m®T (25) (0.1 g, 0.17 mmol) en acetonitrilo seco (2 mL) se
hace reaccionar con isocianato de acetato de etilo (34 i, 0.34 mmol) en presencia de Et3N
(20 L, 0.07 mmol) en tubo cerrado a 100°C durante 12 horas. Se evapora €l disolvente a
sequedad y €l residuo obtenido se purificaen el cromatotron (hexano:acetato de etilo, 4:1).

De las fracciones de mayor movilidad se aislan 0.06 g (52%) de una espuma blanca
que se caracteriza como 1.18. 'H RMN [300 MHz, (CD3),CO] d: 0.84, 0.88 (2s, 18H, 2t-Bu),
1.25 (t, 3H, J= 7.1 Hz, CH,CH3), 1.93 (d, 3H, J = 1.2 Hz, CH3-5), 3.33 (s, 3H, CH3-3), 3.92
(dd, 1H, Jy 54 = 7.0, Jsasp = 11.9 Hz, H-5'a), 4.24-4.40 (m, 6H, CH,CO,CH,CHs, H-4',
H-5'b), 5.07 (d, 1H, Jy » = 6.5 Hz, H-2'), 5.53 (d, 1H, H-1"), 6.53 (m, 1H, NH), 7.13 (s, 1H,
H-3""), 7.69 (d, 1H, H-6), 9.30 (s ancho, 1H, NH-4"). *C RMN [75 MHz, (CD3),CO]
d: 14.35, 14.56 (CH3-CH,, CHs-5), 18.55, 18.79 [(CHs)s-C-Si], 25.84, 26.23 [(CHs)s-C-Si],
29.03 (CHs-3), 42.55 (CH,CO,CH,CHg3), 61.62 (C-5'), 73.50 (C-2'), 84.45 (C-4'), 89.21
(C-3) 97.44 (C-1'), 100.67 (C-3"), 111.75 (C-5), 139.01 (C-6), 145.51 (C-4""), 152.52 (C-2),
153.95 (NHCONH), 163.18 (C-4), 170.42 (CO,CH,CH3).MS (ES+) m/z 733.3 (M + 1)".
Andlisis eemental (%): Calculado para C3oHsN4011SSiz: C, 49.16; H, 7.25; N, 7.64. Hallado:
C, 49.10; H, 7.12; N, 7.96.

De las fracciones de movilidad intermedia se aislan 0.042 g (30%) de una espuma
blanca que se caracteriza como 1.19. *H RMN [400 MHz, (CDs)»CQ] d: 0.79, 0.87 (2s, 18H,
2t-Bu), 1.27 (t, 3H, J = 7.0 Hz, CH>CHs), 1.93 (d, 3H, J =1.1 Hz, CHs-5), 3.26 (s, 3H,
CH3-3), 4.03 (dd, 1H, Jy 52 = 5.0, Jsasp = 12.3 Hz, H-5'a), 4.10 (dd, 1H, Js 5 = 5.7 Hz,
H-5'b), 4.22 (m, 2H, J = 1.6, J = 7.0 Hz, CH,CHs), 4.44 (m, 3H, H-4', CH,N), 4.60 (m, 2H,
J=17.9,J=156Hz, CH,), 484 (d, 1H, Jy» = 7.8 Hz, H-2'), 6.02 (d, 1H, H-1"), 7.43 (s, 1H,
H-3"), 7.55 (d, 1H, H-6), 10.25 (s ancho, 1H, NH-4"). **C RMN [100 MHz, (CDs).CQ] d:
13.01 (CHg-5), 14.39 (CH3CH,0), 18.34, 19.01 [(CH3)s-C-Si], 25.69, 26.22 [(CH3)s-C-Si],
28.05 (CHs-3), 40.61 (CH,-N), 48.70 (CHy-ciclo), 62.03 (C-5'), 62.67 (CH,OO0C), 74.70
(C-2), 85.01 (C-4'), 89.34 (C-1), 91.37 (C-3'), 107.23 (C-3"), 111.49 (C-5), 135.09 (C-6),
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142.38 (C-4"), 148.30 (CH,CON), 151.96 (C-2), 156.64 (NCON), 163.34 (C-4), 167.09
(COOCH,CH3), 167.50 (NHCON). MS (ES-) m/z 8145 (M - 1). Andlisis elementa (%):
Calculado para Csz3Hs3sNsO13SSi,; C, 48.57; H, 6.55; N, 8.38. Halado: C, 49.27; H, 6.44;
N, 8.10.

De las fracciones de menor movilidad se obtienen 0.01 g (10%) del producto de
partida inalterado (25).

[1-[2 -O-(terc-Butildimetilsilil)-5-O-(metoxicar bonilacetil)-b-D-ribofuranosil] -
3-N-(metil)timina]-3'-espiro-5'"-[4"’-imino-1"",2""-oxatiol-2'" 2"’ -didxido] (1.21)

Siguiendo € méodo B descrito en la pagina 127, 25 (0.1 g, 0.17 mmol) se hace
reaccionar con cloruro de acetilacetato de metilo (25 L, 0.34 mmoal) y tricloruro de aluminio
(0.028 g, 0.38 mmol) durante una hora. El residuo fina se purifica en € cromatotron
(hexano:acetato de etilo 2:1).

De las fracciones de mayor movilidad se aislan (0.04 g, 40%) de una espuma blanca
que por sus datos analiticos y espectroscopicos se identifica como 1.21. *H RMN [300 MHz,
(CD3),CO] d: 0.89 (2s, 18H, 2t-Bu), 1.91 (d, 3H, J = 1.1 Hz, CH3-5), 3.28 (s, 3H, CH3-3),
3.50 (AB, J = 16.3 Hz, CH»-3"), 3.69 (s, 3H, CO,CHs), 4.07 (AB, 1H, J = 14.1 Hz, CHy),
4.25 (dd, 1H, Jy5 = 4.9 Hz, H-52), 4.30 (AB, 1H, J = 14.1 Hz, CH,), 4.25 (dd, 1H,
Jsa sy = 10.8 Hz, H-5b"), 4.84 (dd, 1H, J = 2.0, Jy5p = 4.94 Hz, H-4"), 490 (d, 1H,
Jr > = 5.3 Hz, H-2'), 5.82 (d, 1H, H-1'), 7.60 (d, 1H, H-6), 8.76 (s ancho, 1H, NH-4").
3C RMN [50 MHz, (CD3),CO] d: 13.02 (CHs-5), 17.58 [(CH3)s-C-Si], 25.04 [(CH3)s-C-Si],
26.96 (CH3-3), 42.13 (CH,-3"), 51.61 (OCHs), 53.23 (CH,), 71.06 (C-5'), 72.62 (C-2'), 84.29
(C-4), 95.22 (C-1'), 97.27 (C-3'), 110.18 (C-5), 133.27 (C-6), 151.15 (C-2), 162.51 (C-4),
166.04, 166.11 (CO,CH,, CO,CH3), 167.91 (C-4"). Andisis elemental (%): Calculado para
Ca3H3sN30411SSi: C, 46.85; H, 5.98; N, 7.13. Hallado: C, 46.95; H, 6.02; N, 7.15.

De las fracciones de menor movilidad se obtienen (0.034 g, 34%) de producto de

partida 25 sin reaccionar.
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[1-[2 -O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3 -espiro-5"" -
[4'’-metoxalilamino-1"",2'"-oxatiol-2"" 2" -dioxido] (1.22)

Para redlizar |os estudios de establilidad el derivado 1.8 (0.01 g), se disuelve en 1 mL
de una mezcla [(CD3),SO: H20, 1:1] y se realizan experimentos de 1H RMN a tiempo O h,
24 h, 48h,y 72 h. A las 72 h se detecta un 80% del derivado desprotegido en la posicion 5
del aziicar 1.22. *H RMN [300 MHz, (CD3),SO] d: 0.70 (s, 9H, t-Bu), 1.90 (d, 3H, J = 1.1 Hz,
CHs-5), 3.18 (s, 3H, CHs-3), 3.87 (s, 3H, CO,CHs), 3.79-3.91 (m, 2H, 2H-5'), 4.41 (s, 1H,
H-4'), 4.60 (d, 1H, J; » = 7.8 Hz, H-2"), 5.28 (s ancho, 1H, OH), 6.08 (d, 1H, H-1'), 7.57
(s, 1H, H-6), 7.93 (d, 1H, H-3"), 11.60 (s ancho, 1H, NH-4").

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-xilofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5"'-[4-metoxalilamino-1'",2'" -oxatiol-2'",2' " -didxido] (1.24)

Siguiendo €& méodo B descrito en la pagina 127, [1-[2',5-di-O-(terc-
butildimetilsilil)-b-D-xilofuranosil]-3-N-metiltimina] -3’ -espiro-5"-(4” -amino-1",2" -oxatiol -
2", 2"-dioxido) 1.23*® (0.1 g, 0.17 mmol) se hace reaccionar con cloruro de metiloxalilo
(18 mL, 0.19 mmol) durante una hora. El residuo fina se purifica en e cromatotron
(hexano:acetato de etilo 2:1).

De las fracciones de mayor movilidad se aislan (0.06 g, 53%) de una espuma blanca
que por sus datos analiticos y espectroscopicos se identifica como 1.24. *H RMN [300 MHz,
(CD3),CO] d: 0.82, 0.86 (2s, 18H, 2t-Bu), 1.92 (d, 3H, J = 1.2 Hz, CHs-5), 3.26 (s, 3H,
CH3-3), 3.94 (s, 3H, CO,CHg), 3.96 (d, 2H, Jy 5 = 6.0 Hz, 2H-5'), 4.69 (d, 1H, J1 » = 3.9 Hz,
H-2'), 4.93 (t, 1H, H-4'), 6.26 (d, 1H, H-1'), 7.41 (d, 1H, H-6), 7.65 (s, 1H, H-3"), 9.51
(s ancho, 1H, NH-4"). Andlisis elemental (%): Calculado para CysH47N301:SSi,: C, 48.74;
H, 6.87; N, 6.09. Hallado: C, 48.50; H, 6.62; N, 6.15.

De las fracciones de menor movilidad se obtienen (0.034 g, 34%) de producto de

partida 1.23 sin reaccionar.
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11.3. SINTESIS DE DERIVADOS TSAO SUSTITUIDOS EN LA POSICION 3" DEL
ANILLO DE ESPIROAMINOOXATIOLDIOXIDO

11.3.1. Sintesis de derivados TSAO sustituidos en la posicién 3" y 4" por reacciones de
alquilacion

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5”-[4” -metilamino-3” -metil-1" 2" -oxatiol-2" ,2” -didxido] 'y [1-[2,5-di-O-(terc-
butildimetilsilil)-b-D-ribofuranosil]-3-N-metiltimina] -3’ -espir 0-5" -(4” -amino-3” -metil -
17,2" -oxatiol-2" ,2" -diéxido) (2.3 y 2.4)

A una disolucién de TSAO-m>T (25) (0.1 g, 0.17 mmol) en dioxano seco (5 mL) se
anade KOH (0.014 g, 0.25 mmol) y la mezcla de reaccidn se mantiene a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Seguidamente, se aflade ioduro de metilo (48 nmi, 0.34 mmol),
manteniendo la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 1 hora. Se neutraliza con
&cido acético y se trata con acetato de etilo (30 mL) y una disolucion acuosa de NaHCO;
(15 mL), la fase acuosa se extrae con acetato de etilo (20 mL) y las fases organicas
combinadas se lavan con una solucion acuosa saturada de NaCl (25 mL), se secan sobre
N&SO, anhidro, se filtran y se evaporan a sequedad. El residuo asi obtenido se disuelve en
acetonitrilo seco (5 mL), se afade 4-dimetilaminopiridina (0.083 g, 0.68 mmol) y TBDMSCI
(0.10 g, 068 mmol) manteniendo la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 24 h'y
se evapora el disolvente a presion reducida. El residuo obtenido se disuelve en acetato de etilo
(20 mL) y se lava con agua (1 x 20 mL). Se separa la fase orgénica y la fase acuosa se trata
con acetato de etilo (2 x 20 mL). Las fases orgéanicas combinadas se lavan sucesivamente con
una solucion acuosa fria (4°C) de HCI 1IN (1 x 20 mL), agua (1 x 20 mL) y con una solucion
saturada de NaCl (1 x 20 mL), se secan sobre N&,SO, anhidro, se filtran y se evaporan a
sequedad. El residuo final se purifica en el cromatotrén (hexano:acetato de etilo, 2:1).

De las fracciones de mayor movilidad se aisan 0.020 g (20%) de una espuma blanca
que se caracteriza como 2.3. *H RMN [200 MHz, CDCl3] d: 0.81, 0.98 (2s, 18H, 2t-Bu), 1.98
(d, 3H, J=1.1 Hz, CH3-5), 2.23 (s, 3H, CH3-3"), 3.08 (d, 3H, Jcrsnn =5.1 Hz, CHs-4"), 3.35
(s, 3H, CHs-3), 3.80 (dd, 1H, Jr5a = 2.4, Jsasp = 12.2 Hz, H-54a), 3.96 (dd, 1H,
Jy sb = 2.8 Hz, H-5'b), 4.26 (t, 1H, H-4), 4.41 (d, 1H, Jy » = 8.0 Hz, H-2'), 5.97 (m, 1H,
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NH-4"), 6.01 (d, 1H, H-1'), 7.26 (d, 1H, H-6). Andlisis elemental (%): Calculado para
Co7H47N30sSSIo: C, 51.32; H, 7.82; N, 6.65. Hallado: C, 51.21; H, 7.62; N, 6.50.

De las fracciones de movilidad intermedia se aislan 0.035 g (35%) de producto de
partidainalterado (TSAO-m°T).

De las fracciones de menor movilidad se obtienen 0.018 g (18%) de una espuma
blanca que se identifica como 2.4. *H RMN [200 MHz, CDCl3] d: 0.78, 0.97 (2s, 18H, 2t-Bu),
1.91 (s, 3H, CH3-3"), 1.98 (d, 3H, J =1.1 Hz, CHs5), 3.34 (s, 3H, CH3-3), 3.84 (dd, 1H,
Jysa =21, Jsasp = 12.4 Hz, H-5'a), 3.97 (dd, 1H, Js 5p = 2.9 Hz, H-5'b), 4.30 (dd, 1H,
H-4'), 445 (d, 1H, J; » = 8.2 Hz, H-2'), 5.59 (s ancho, 2H, NH,), 6.09 (d, 1H, H-1'), 7.22
(d, 1H, H-6). Andlisis elementa (%): Calculado para CysH47N30sSSi,: C, 50.64; H, 7.67,
N, 6.80. Hallado: C, 50.61; H, 7.72; N, 6.66.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5”-[4” -alilamino-1",2" -oxatiol-2" ,2" -dioxido] 'y [1-[2',5 -di-O-(terc-butildimetil-
silil)-b-D-ribofuranosil]-3-N-metiltimina]-3'-espir o-5" -(4” -amino-3" -alil-1" ,2” -oxatiol -

2" ,2"-dioxido) (2.5y 2.6)

A una solucién de TSAO-m°T (25) (0.1 g, 0.17 mmol) en THF seco (5 mL) se afiade
NaH 60% (0.006 g, 0.25 mmol) y la mezcla de reaccién se mantiene a temperatura ambiente
durante 10 minutos. A continuacion, se afiade bromuro de ailo (30 nL, 0.34 mmol),
manteniendo la reaccién a temperatura ambiente durante 24 h. Seguidamente, se neutraliza
con &cido acético, se filtra a través de gel de silice y se evapora a sequedad. El residuo
obtenido se purificaen e cromatotrén (hexano:acetato de etilo, 5:1).

De las fracciones de mayor movilidad se obtienen 0.021 g (20%) de una espuma
blanca que se caracteriza como 2.5. *H RMN [200 MHz, (CD3),CO] d: 0.80, 0.96 (2s, 18H,
2t-Bu), 2.01 (s, 3H, CH3-5), 3.26 (s, 3H, CHs-3), 3.82-3.88 (m, 2H, CH,-CH=CH), 4.00
(dd, 1H, Jy 52 = 4.2, Jsasp = 12.4 Hz, H-5'a), 4.11 (dd, 1H, Js 5p = 3.6 Hz, H-5'b), 4.30
(dd, 1H, H-4'), 4.69 (d, 1H, J; » = 8.0 Hz, H-2'), 5.28 (dd, 1H, J = 1.4, J4s = 10.2 Hz,
CH»-CH=CHy), 540 (dd, 1H, Jyas = 17.2 Hz, CH,-CH=CH,), 5.79 (s, 1H, H-3"), 5.91
(ddd, 1H, CH,-CH=CH,), 5.99 (d, 1H, H-1'), 6.60 (m, 1H, NH-4"), 7.46 (d, 1H, H-6).
Andlisis elemental (%): Calculado para CasH4gN3OsSSio: C, 52.23; H, 7.67; N, 6.53. Hallado:
C,52.12; H, 7.62; N, 6.50.
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De las fracciones movilidad intermedia se aislan 0.033 g (31%) de una espuma blanca
que se caracteriza como 2.6. 'H RMN [200 MHz, (CDs),CO] d: 0.81, 0.98 (2s, 18H, 2t-Bu),
1.95 (d, 3H, J =1.2 Hz, CH3-5), 3.13-3.17 (m, 2H, CH,-CH=CH,), 3.27 (s, 3H, CH3-3), 4.03
(dd, 1H, Jy 52 = 3.6, Jsasp = 12.2 Hz, H-5'a), 4.11 (dd, 1H, Js 5p = 3.4 Hz, H-5'b), 4.34
(t, 1H, H-4'), 4.65 (d, 1H, Jr» = 8.2 Hz, H-2), 5.08 (dd, 1H, J = 1.6 J4s = 8.3 Hz,
CHo-CH=CH,), 525 (dd, 1H, Jyas = 17.0 Hz, CH»CH=CH.), 5.80-591 (m, 1H,
CH»-CH=CHy), 6.11 (s ancho, 2H, NH,), 6.13 (d, 1H, H-1'), 7.50 (d, 1H, H-6). Andlisis
elemental (%): Caculado para CysHi9N3OsSSi,: C, 52.23; H, 7.67; N, 6.53. Hallado:
C,52.21; H, 7.66; N, 6.41.

De las fracciones de menor movilidad se obtienen 0.040 g (40%) de producto de
partida (TSAO-m®T) sin reaccionar.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -

espiro-5”-[4” -car bamoilmetilamino-3” -car bamoilmetil-1" ,2” -oxatiol-2" ,2” -diéxido] (2.7)

Siguiendo el procedimiento descrito para los derivados 2.5 y 2.6, una disolucion de
TSAO-m®T (25) (0.1 g, 0.17 mmol) en THF (5 mL) a temperatura ambiente, se hace
reaccionar con yodoacetamida (0.062 g, 0.34 mmol) durante 2 h. El residuo finalmente
obtenido se purifica dos veces en e cromatotron utilizando como eluyentes (hexano: acetato
deetilo, 5:1) y posteriormente (diclorometano: metanol, 20:1).

De las fracciones de mayor movilidad se aisan 0.047 g (40%) de una espuma blanca
que se caracteriza como 2.7. *H RMN [200 MHz, (CDs),CO] d: 0.78, 0.97 (2s, 18H, 2t-Bu),
1.95 (d, 3H, J = 1.2 Hz, CHs5), 3.22-325 (m, 7H, CHs-3, 2CH,), 4.08 (dd, 1H,
Jr 5a=4.6, Jsasb = 12.0 Hz, H-5'a), 4.11 (dd, 1H, Js 51 = 4.0 Hz, H-5'b), 4.32 (t, 1H, H-4'),
4.67 (d, 1H, Jy> = 82 Hz, H-2'), 6.12 (d, 1H, H-1'), 6.55 (s ancho, 4H, 2CONH,), 7.31
(s ancho, 1H, NH-4"), 754 (d, 1H, H-6). Andlisis elementa (%): Caculado para
Co9Hs51Ns5010SSio: C, 48.51; H, 7.16; N, 9.75. Hallado: C, 48.44; H, 7.22; N, 9.71.

De las fracciones de menor movilidad se obtienen 0.048 g (48%) de producto de
partida (TSAO-m®T, 25) sin reaccionar.
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11.3.2. Sintesis de los intermedios TSAO sustituidos en la posicién 3" con grupos

hal6genos

Procedimiento general de halogenacion:

A una disolucion de TSAO-T (24) (1 mmol) o TSAO-mT (25) en acetonitrilo seco
(10 mL) y bajo atmosfera de argon, se afiade cloruro de litio (3.6 mmol), bromuro de litio
(2 mmol) o yodo molecular (0.6 mmol), CAN (0.5 mmol) y EtsN (0.5 mmol). La mezcla de
reaccion se calienta a 80°C durante 1-48 h. El residuo obtenido tras €l procesado apropiado se
purifica en el cromatotron. A continuacién se indica, para cada compuesto, el tiempo de
reaccion, e procesado utilizado, el eluyente utilizado en la cromatografia, €l rendimiento de

los productos aislados y |os datos analiticos y espectroscopicos.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofuranosil]timina] -3’ -espir 0-5" -
(4" -amino-3"-yodo-1",2" -oxatiol-2" ,2” -dioxido) (2.8)

De acuerdo con e procedimiento general, TSAO-T (24) (0.20 g, 0.34 mmol) se hace
reaccionar con I, (0.05 g, 0.20 mmoal), durante 1 h. Una vez completada |la reaccion se degja
enfriar hasta temperatura ambiente y se evapora el disolvente a sequedad. Sobre €l residuo asi
obtenido, se afiade acetato de etilo frio (30 mL), una solucion acuosa saturada de NaCl fria
(4°C) (15 mL) y una solucién acuosa fria (4°C) de NaHSO; (5%) (8 mL). Se decanta la fase
organica y la fase acuosa se extrae con acetato de etilo frio (4°C) (3 x 30 mL). Las fases
organicas combinadas se lavan con una solucion acuosa saturada y fria (4°C) de NaCl, se
secan sobre NaSO, anhidro, se filtran y se evaporan a sequedad. El residuo final se purifica
en el cromatotron (hexano:acetato de etilo, 1:1) obteniéndose 0.23 g (93%) de un sdlido
blanco amorfo que se identifica como 2.8. *H RMN [300 MHz, (CD3),CO] d: 0.81, 0.96
(2s, 18H, 2t-Bu), 1.90 (d, 3H, J =1.0 Hz, CH3-5), 4.06 (dd, 1H, Js 52 = 3.6, Jsasp = 12.2 Hz,
H-5'a), 4.09 (dd, 1H, Js 5 = 3.7 Hz, H-5'b), 4.37 (t, 1H, H-4'), 4.67 (d, 1H, Jy » = 8.2 Hz,
H-2"), 6.06 (d, 1H, H-1'), 6.56 (s ancho, 2H, NH>), 7.46 (d, 1H, H-6), 10.30 (s ancho, 1H,
NH-3). *C RMN [75 MHz, (CD3),CO] d: 12.41 (CH3-5), 18.41, 18.95 [(CH3)s-C-Si], 25.76,
26.46 [(CH3)s-C-Si], 47.84 (C-3"), 62.89 (C-5'), 75.56 (C-2'), 84.77, 86.71 (C-1', C-4'),
94.39 (C-3), 112.34 (C-5'), 135.86 (C-6), 151.60 (C-4"), 152.53 (C-2), 163.63 (C-4).
Andlisis eemental (%): Calculado para Cp4H42lN3OsSSiz: C, 40.27; H, 5.91; N, 5.87. Hallado:
C, 40.51; H,5.91; N, 5.79.
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[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]timina] -3 -espir 0-5” -(4” -

amino-3"-cloro-1",2” -oxatiol-2" ,2” -dioxido) (2.9)

Siguiendo e procedimiento general, a una disolucion de TSAO-T (24) (0.20 g,
0.34 mmol) en acetonitrilo seco (4 mL) se hace reaccionar con cloruro de litio (0.03g, 0.68
mmol) durante 48 h. Una vez completada la reaccion, se deja enfriar hasta temperatura
ambiente y se evapora €l disolvente a presion reducida. El residuo obtenido se trata con
acetato de etilo frio (4°C) (30 mL) y con una solucién acuosa saturada de NaCl fria (4°C)
(15 mL). Se decanta la fase orgénicay la fase acuosa se extrae con acetato de etilo frio (4°C)
(3 x 30 mL). Las fases organicas combinadas se lavan finamente con una solucion acuosa
saturada y fria (4°C) de NaCl (30 mL), se secan sobre N&SO, anhidro, se filtran y se
evaporan a sequedad. El residuo final se purifica en e cromatotron (hexano:acetato de etilo,
2:1) para dar 0.11 g (50%) de una espuma blanca que se identifica como 2.9. 'H RMN
[300 MHz, (CD3),CQ] d: 0.81, 0.97 (2s, 18H, 2t-Bu), 1.90 (d, 3H, J =1.3 Hz, CHs-5), 4.08
(dd, 1H, Jy5a = 3.3, Jsasp = 9.5 Hz, H-5'a), 4.13 (dd, 1H, Js 5p = 4.3 Hz, H-5'b), 4.39
(dd, 1H, H-4"), 4.69 (d, 1H, J; » = 8.2 Hz, H-2'), 6.09 (d, 1H, H-1'), 6.67 (s ancho, 2H, NH,),
7,45 (d, 1H, H-6), 10.30 (s ancho, 1H, NH-3). *C RMN [50 MHz, (CD3).CO] d: 12.41
(CHs-5), 18.44, 18.96 [(CH3)s-C-Si], 25.74, 26.43 [(CH3)3-C-Si], 62.83 (C-5'), 75.44 (C-2'),
84.82, 86.63 (C-4', C-1'), 92,50 (C-3'), 93.92 (C-3"), 112.44 (C-5'), 135.75 (C-6), 145.57
(C-4"), 151.62 (C-2), 163.66 (C-4).

Andlisis elemental (%): Calculado para C4H42CIN3OsSSi, C, 46.17; H, 6.78; N, 6.73.
Hallado: C, 43.45; H, 6.45; N, 6.04.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]timina] -3 -espir 0-5” -(4” -

amino-3”-bromo-1”,2" -oxatiol-2" 2" -dioxido) (2.10)

De acuerdo con € procedimiento general, TSAO-T (0.20 g, 0.34 mmol) se trata con
bromuro de litio (0.06 g, 0.68 mmol) durante 2 h y se evapora € disolvente a presion
reducida. El residuo obtenido se trata con acetato de etilo frio (4°C) (30 mL) y con una
solucion acuosa saturada y fria (4°C) de NaCl (15 mL). Se decanta la fase orgéanicay la fase
acuosa se extrae con acetato de etilo frio (4°C) (3 x 30 mL). Las fases organicas combinadas
se lavan finalmente con una solucion acuosa saturada y fria (4°C) de NaCl (30 mL), se secan

sobre Na,SO, anhidro, se filtran y se evaporan a sequedad. El residuo finalmente obtenido se
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purificaen el cromatotron (hexano:acetato de etilo, 3:1) paradar 0.17 g (75%) de una espuma
blanca que se caracteriza como 2.10. *H RMN [300 MHz, (CD3),CO] d: 0.81, 0.97 (2s, 18H,
2t-Bu), 1.90 (d, 3H, J =1.1 Hz, CH3-5), 4.07 (dd, 1H, Js 54 = 3.4, Jsa5b = 10.5 Hz, H-5'a),
4.10 (dd, 1H, Js 50 = 4.1 Hz, H-5'b), 4.37 (t, 1H, H-4'), 4.68 (d, 1H, Jy » = 8.2 Hz, H-2)),
6.06 (d, 1H, H-1"), 6.61 (s ancho, 2H, NH), 7,45 (d, 1H, H-6), 10.30 (s ancho, 1H, NH-3).
3C RMN [75 MHz, (CD3),CO] d: 12.40 (CHs-5), 18.42, 18.96 [(CH3)s-C-Si], 25.73, 26.43
[(CH3)5-C-Si], 62.83 (C-5'), 75.47 (C-2'), 79.92 (C-3"), 86.52, 86.72 (C-4', C-1'), 93.47
(C-3), 112.40 (C-5'), 135.79 (C-6), 148.00 (C-4"), 151.60 (C-2), 163.61 (C-4). Andisis
elemental (%): Calculado para Cy4H42BrN3OsSSi,: C, 43.11; H, 6.33; N, 6.28. Halado:
C, 43.40; H, 6.45; N, 6.04.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5”"-(4” -amino-3"-yodo-1" 2" -oxatiol-2" ,2” -diéxido) (2.11)

Siguiendo e procedimiento anteriormente descrito, TSAO-m®T (25) (0.20 g,
0.34 mmol) se hace reaccionar con I, (0.05 g, 0.20 mmol) durante 1 h. Unavez completada la
reaccion se degja enfriar hasta temperatura ambiente y se evapora € disolvente a sequedad.
Sobre el residuo asi obtenido se aflade acetato de etilo frio (30 mL), una solucion acuosa
saturada de NaCl fria (4°C) (15 mL) y una solucién acuosa fria (4°C) de NaHSO; (5%) (8
mL). Se decanta la fase organica y la fase acuosa se extrae con acetato de etilo frio (4°C)
(3 x 30 mL). Las fases organicas combinadas se lavan con una solucién acuosa saturada y fria
(4°C) de NaCl, se secan sobre NaxSO, anhidro, se filtran y se evaporan a sequedad. El residuo
finalmente obtenido se purifica en el cromatotrén (hexano:acetato de etilo, 1:1) para dar
0.22 g (90%) de un sdlido blanco amorfo que se caracteriza como 2.11. 'H RMN
[300 MHz, (CD3),CQ] d: 0.79, 0.98 (2s, 18H, 2t-Bu), 1.94 (d, 3H, J =1.2 Hz, CHs-5), 3.26
(s, 3H, CHs-3), 4.06 (dd, 1H, Jr5a = 3.8, Jsasp = 10.2 Hz, H-5a), 4.10 (dd, 1H,
Jy sb = 4.0 Hz, H-5'b), 4.37 (t, 1H, H-4'), 4.67 (d, 1H, J; » = 8.0 Hz, H-2'), 6.13 (d, 1H,
H-1'), 6.55 (s ancho, 2H, NH,), 7.48 (d, 1H, H-6). *C RMN [75 MHz, (CD3),CO] d: 12.41
(CHs-5), 18.41, 18.95 [(CH3)s-C-Si], 25.76, 26.46 [(CHs3)s-C-Si], 28.10 (CHs-3), 47.84
(C-3"), 62.89 (C-5'), 75.55 (C-2'), 86.71, 84.77 (C-1', C-4'), 94.39 (C-3), 112.34 (C-5),
135.86 (C-6), 151.60 (C-4"), 152.53 (C-2), 163.63 (C-4). Andlisis elemental (%): Calculado
para CsHa4lN3OgSSio: C, 41.15; H, 6.08; N, 5.76. Hallado: C, 40.40; H, 6.05; N, 5.33.
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[1-[2’-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofuranosil]timina]-3' -espir 0-5" -(4” -amino-
3"-yodo-1",2"-oxatiol-2" ,2" -didxido) (2.13)

A unadisolucion del 3”-yodonucledsido 2.8 (0.1 g, 0.14 mmol) en EtsN seca(3mL) y
bajo atmosfera de argdn, se afiade PdCl,(PPhs), (0.005g, 0.003 mmol), Cul (0.008g,
0.01 mmoal) y 5-cloro-1-pentino (0.03 g, 0.28 mmol) y la mezcla de reaccion se mantiene a
50°C, durante 2 horas. Una vez completada la reaccion, se deja enfriar hasta temperatura
ambiente y se afiade acetato de etilo (3 x 25 mL) y H,O (15 mL). A continuacién, se decanta
la fase organica y se lava sucesivamente con H,O (4 x 15 mL). Las fases organicas
combinadas se secan sobre Na,SO, anhidro, se filtran y se evaporan a sequedad. El residuo
final se purificaen el cromatotrén (diclorometano:metanol, 50:1).

De las fracciones de mayor movilidad se aislan 0.019 g (23%) de un sélido blanco que
se caracteriza como 2.12. *H RMN [300 MHz, (CD3),CO] d: 0.79 (s, 9H, t-Bu), 1.89 (d, 3H,
J=1.2 Hz, CH3-5), 3.84 (m, 1H, H-5'a), 4.01 (m, 1H, H-5'b), 4.39 (m, 1H, H-4"), 4.96 (d, 1H,
Jr 2 = 8.2 Hz, H-2'), 5.96 (m, 2H, H-1', 5'-OH), 6.72 (s ancho, 2H, NH,), 7.91 (d, 1H, H-6),
10.20 (s ancho, 1H, NH-3). ). **C RMN [75 MHz, (CD3),CO] d: 12.48 (CHs-5), 17.69
[(CH3)s-C-Si], 25.09 [(CH3)s-C-Si], 27.36 (CHs-3), 47.40 (C-3"), 61.03 (C-5'), 74.87 (C-2),
84.84 (C-4'), 89.04 (C-3'), 95.69 (C-1'), 110.72 (C-5), 135.77 (C-6), 151.32 (C-4"), 151.84
(C-2), 162.75 (C-4). Andlisis elementa (%): Calculado para CigH30IN3OsSSi: C, 37.08;
H, 4.91; N, 6.83. Hallado: C, 37.02; H, 4.88; N, 6.85.

De las fracciones de menor movilidad se aislan 0.019 g (30%) de un sdlido blanco que
se caracteriza como [1-[2'-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofuranosil]-timina] -3’ -espiro-5"-
(4”-amino-1",2" -oxatiol-2",2" -dioxido) 2,13
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11.3.3. Sintesis de derivados TSAO sustituidos en la posicion 3" por reacciones de
acoplamiento de Stille

11.3.3.1. Sintesis de los reactivos de estafio no comer ciales (2.18, 2.21y 2.22)

(Z2) 3-(Tri-n-butilestannil) acrilato de metilo y (E) 3-(tri-n-butilestannil) acrilato
de metilo (2.17 y 2.18)'*°

Sobre una disolucion de bis(tributilestaiio) (10.34 mmol) en tetrahidrofurano seco
(80 mL), bajo atmésfera de argén a -20°C, se afiade gota a gota una disolucion 1.6 M en
hexano de n-butillitio (6.3 mL, 10.34 mmol) y la mezcla resultante se agita durante 20 min.
Seguidamente, la mezcla de reaccién se enfria a -78°C, se afiade (CH3).S-BrCu (1) (2.13 g,
10.34 mmol) y se mantiene la agitacion durante 30 min adicionales. A continuacion
manteniendo |a temperatura a -78°C, se afiade una disolucion de propiolato de metilo (0.8 mL,
8.3 mmol) en tetrahidrofurano (4 mL) y etanol (3 mL), y la mezcla de reaccion se agita
vigorosamente durante 2 h. Finamente, se afiade etanol (0.4 mL), una disolucion acuosa
saturada de cloruro amonico (8 mL) y éter (80 mL) dgjando que la reaccién acance la
temperatura ambiente. Se decanta la fase organica y la fase acuosa se extrae con éter
(3 x 60 mL). Las fases organicas combinadas se lavan con una disolucion acuosa saturada de
cloruro aménico (100 mL), se secan sobre Na,SO, anhidro, se filtran y se evaporan a
sequedad. El residuo final se purifica mediante cromatografia de columna (hexano:eter, 50:1).

De las fracciones de mayor movilidad se aislan 0.21 g (7%) de un aceite incoloro que
se caracteriza como 2.17. *H RMN [300 MHz, (CDs),CO] d: 0.71-1.11 [m, 15H,
(CH3-CH,-CH2-CH,)3Sn], 1.22-1.73 [m, 12H, (CHs-CH,-CH>-CHy)s-Sn], 3.72 (s, 3H,
CO,CH3), 6.32 (d, 1H, Jsui = 70, Jss = 104 Hz, (CH=CH-CO,CHs) 7.70 (d, 1H,
CH=CH-CO,CHj3).

De las fracciones de menor movilidad se aislan 1.3 g (40%) de un aceite incoloro que
se caracteriza como 2.18. 'H RMN [300 MHz, (CD3),CO] d: 0.70-1.19 [m, 15H, (CH3-CH.-
CH»-CH2)s-Sn], 1.20-1.41 [m, 6H, (CHs-CH,-CH»-CH,)s-Sn], 1.51-1.65 [m, 6H,
(CH3-CH,-CH2-CHy)3-Sn], 3.70 (s, 3H, CO,CHg), 6.32 (d, 1H, Jshn = 120, Jyans = 19.4 Hz,
CH=CH-CO,CHg) 7.72 (d, 1H, CH=CH-CO,CH3). Andlisis elemental (%): Calculado para
Ci6H320,Sn: C, 51.23; H, 8.60. Hallado: C, 52.15; H, 8.44.
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(E) 3-(Tri-n-butilestannil) propenoato de etilo (2.21)'*°

Siguiendo e procedimiento anteriormente indicado a partir de bis(tributilestanio)
(10.34 mmol) y propiolato de etilo se aislan 1.2 g (30%) de un aceite incoloro que se
caracteriza como 2.21.'H RMN [300 MHz, (CD3),CO] d: 0.70-1.19 [m, 15H,
(CH3-CH,-CH2-CHy)3-Sn), 1.18-1.37 (m, 9H, CO,CH,CHj3; (CH3-CH,-CH,-CHy)s-Sn),
1.50-1.63 (m, 6H, (CH3-CH,-CH,-CHy)s-Sn), 3.65 (t, 3H, CO,CH,CH3), 6.29 (d, 1H,
Jsnn = 120, Jyans = 19.0 Hz, CH=CH-CO,CH,CH3) 7.72 (d, 1H, CH=CH-CO,CH,CH3).
Andlisis elemental (%): Calculado para C7H340,Sn: C, 52.47; H, 8.81. Halado: C, 52.10;
H, 8.54.

(E) 3-(tri-n-Butilestannil)-2-pr open-1-0l*'® (2.22)

A una disolucién del ester metilico 2.18 (1.3 g, 3.3 mmol) en éter dietilico seco
(42 mL), a -78°C y bagjo atmdsfera de argon, se afiade una disolucién de DIBAL-H 1M
(8.6 mL, 8.2 mmol). La mezcla de reaccién se agita durante 1 h a-78°C y luego durante 2 h a
0°C. Seguidamente, se afiaden 2 mL de una disolucién acuosa saturada de cloruro amonico y
se dgja que acance la temperatura ambiente. Finalmente, sobre la mezcla de reaccion se
anade Na,SO, anhidro, y sefiltraatravés de Florisil. El filtrado se lava con éter y se evapora
a sequedad. El residuo final se purifica en cromatografia de columna (hexano:éter, 25:1),
obteniéndose 0.6 g (50%) de un aceite incoloro que se identifica como 2.22. 'H RMN
[300 MHz, (CD3),CO] d: 0.81-0.95 (m, 15H, (CH3-CH2-CH»-CHa)s-Sn), 1.26-1.48 (m, 6H,
(CH3-CH,-CH2-CHy)3-Sn), 1.51-1.58 (m, 6H, (CHs-CH,-CH>-CHy)s-Sn), 3.66 (t, 1H,
J = 5.7 Hz, OH), 4.07 (m, 2H, CH,0OH), 6.18 (m, 2H, (CH=CH-CH,OH). Andlisis elemental
(%): Caculado para C15H3,0Sn: C, 51.90; H, 9.29. Hallado: C, 51.15; H, 9.44.

11.3.3.2. Reacciones de acoplamiento catalizadas por Paladio
Procedimiento general de acoplamiento de Stille:

A una disolucion del 3’-yodonucledsido 2.8 6 2.11 (1 mmol) en N-metil-2-
pirrolidinona (NMP) seca y bgo atmosfera de argdn, se afade trifenilarsina (AsPhs)
(0.08 mmol), tris(dibencilidenacetona)dipaladio (0) (Pdx(dba)s) (0.02 mmol) y Cul
(0.04 mmoal). Al cabo de 10 minutos, a temperatura ambiente, se afiade €l reactivo de estafio
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correspondiente (2 mmol) disuelto en NMP y la mezcla de reaccion se calienta a 60°C.
Transcurrida 1 h se afiade 1 mmol extra del reactivo de estario correspondiente y al cabo de 2
h 1 mmol adicional méas, manteniendo la reaccion a 60°C durante 12h. Una vez completada la
reaccion, se deja enfriar hasta temperatura ambiente y se afiade acetato de etilo (25 mL) y
H,O (15 mL). A continuacion, se decanta la fase organica y se lava sucesivamente con H,O
(4 x 15 mL) hasta total eliminacion de la NMP. Las fases orgénicas combinadas se secan
sobre N&SO, anhidro, se filtran y se evaporan a sequedad. El residuo asi obtenido, se
disuelve en acetonitrilo (20 mL), se lava repetidas veces con hexano caliente (7 x 10 mL), con
el fin de eliminar e exceso de reactivo de estario, y se evapora a sequedad. El residuo final se
purifica en e cromatotron 6 en cromatografia de capa fina preparativa, siendo en general
necesario realizar dos 0 més cromatografias para una purificacion completa de los compuestos
obtenidos. A continuacién, se indica para cada compuesto € tipo de cromatografia, los
eluyentes empleados en ésta, el rendimiento de los productos aislados, y los datos analiticos y
espectroscopi cos.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]timina] -3 -espir 0-5” -(4” -
amino-3” -vinil-1",2" -oxatiol-2" ,2" -dioxido) (2.15)

De acuerdo con el procedimiento general, 2.8 (0.1 g, 0.14 mmol) se trata con
tri-n-butilvinilestafio (2.14) (0.18 g, 0.56 mmol). El residuo obtenido se purifica en €
cromatotron dos veces (hexano:acetato de etilo, 2:1).

De las bandas de mayor movilidad se aislan 0.068 g (79%) de una espuma blanca que
se caracteriza como 2.15. *H RMN [300 MHz, (CDs3)»CO] d: 0.79, 0.80 (2s, 18H, 2t-Bu), 1.97
(d, 3H, J=1.2 Hz, CH3-5), 4.05 (dd, 1H, Jy 52 = 3.5, Jsasb = 12.5 Hz, H-5'a), 4.10 (dd, 1H,
Jy 5 = 3.8 Hz, H-5'b), 4.32 (dd, 1H, H-4'), 4.67 (d, 1H, J; » = 8.2 Hz, H-2'), 5.17 (dd, 1H,
Jas = 11.4, J = 0.6 Hz, CH=CHy), 5.45 (dd, 1H, Jyans = 17.5 Hz, CH=CH,), 6.05 (d, 1H, H-1),
6.49 (s ancho, 2H, NH.), 6.53 (dd, 1H, CH=CHy), 7,49 (d, 1H, H-6), 10.32 (s ancho, 1H,
NH-3). *C RMN [75 MHz, (CD3),CO] d: 12.53 (CH3-5), 18.38, 18.93 [(CH3)s-C-Si], 25.68,
26.37 [(CH3)s-C-Si], 63.02 (C-5), 75.94 (C-2'), 84.92, 85.33 (C-1', C-4), 91.24 (C-3),
111.01 (C-3"), 112.32 (C-5'), 121.94 (CH=CH,), 133.70, 136.42 (CH=CH,, C-6), 145.51
(C-4"), 151.61 (C-2), 163.73 (C-4). Andlisis elemental (%): Calculado para CasHasN3OsSSio:
C, 50.70; H, 7.36; N, 6.82. Hallado: C, 50.75; H, 7.35; N, 6.87.

De las bandas de menor movilidad se recuperan 0.008g (10%) de TSAO-T.
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[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]timina] -3 -espir 0-5” -[4” -
amino-3” -[(E)-2-metoxicar boniletenil]-1" 2" -oxatiol-2" ,2" -dioxido] (2.19)

Ta y como se indica en e procedimiento general, e iodonucledsido 2.8 (0.1 g,
0.14 mmol) se trata con (E) 3-(tri-n-butilestannil)acrilato de metilo (2.18) (0.16 g,
0.56 mmol). El residuo finamente obtenido se purifica primero en e cromatotrén
(diclorometano:metanol, 50:1) y posteriormente en cromatografia de capa fina preparativa
(diclorometano:metanol, 20:1), en tres desarrollos.

De las bandas de mayor movilidad se obtienen 0.016 g (20%) de TSAO-T.

De las bandas de menor movilidad se aislan 0.068 g (72%) de una espuma blanca que
se caracteriza como 2.19. *H RMN [200 MHz, (CD3).CO] d: 0.80, 0.95 (2s, 18H, 2t-Bu), 1.90
(d, 3H, J = 1.2 Hz, CH3-5), 3.70 (s, 3H, OCHa), 4.01 (dd, 1H, Js 5a = 4.2, Jsasp = 8.6 Hz,
H-5'a), 4.13 (dd, 1H, Js 5 = 4.1 Hz, H-5'b), 4.39 (t, 1H, H-4'), 4.78 (d, 1H, Jy » = 8.1 Hz,
H-2'), 6.03 (d, 1H, H-1'), 6.08 (d, 1H, Jyas = 15.6 Hz, CH=CH-CO,Me), 7.49-7.57 (m, 4H,
CH=CH-CO,Me, NH,, H-6), 10.40 (s ancho, 1H, NH-3). *C RMN [75 MHz, (CD3),CO]
d: 12.93 (CH3-5), 18.35, 18.92 [(CHa3)s-C-Si], 25.68, 26.23 [(CH3)3-C-Si], 54.3 (OCH3), 62.92
(C-5), 74.80 (C-2'), 83.23, 88.90 (C-1', C-4"), 92.42 (C-3'), 110.31 (C-3"), 111.28 (C-5),
129.22 (CH=CH-CO,Me), 132.12 (CH=CH-CO,Me), 134.2 (C-6), 151.11 (C-4"), 152.11
(C-2), 160.11(CO,Me), 163.33 (C-4). Andiss €elementa (%): Cadculado para
CagH47N3010SSi2: C, 49.90; H, 7.03; N, 6.24. Hallado: C, 49.79; H, 7.09; N, 6.32.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]timina] -3 -espir 0-5” -[4” -
amino-3” -[(E)-2-etoxicar boniletenil]-1" 2" -oxatiol-2" ,2" -dioxido] (2.29)

Siguiendo €l procedimiento general, el iodo derivado 2.8 (0.1 g, 0.14 mmol) se trata
con (E) 3-(tri-n-butilestannil)-propenoato de etilo (2.21) (0.21 g, 0.56 mmol). El residuo
finAlmente obtenido se purific6 en el cromatotron dos veces consecutivas usando
(diclorometano:metanol, 20:1) como eluyentes.

De las fracciones de mayor movilidad se obtienen 0.019 g (23%) de TSAO-T.

De las fracciones de menor movilidad se aislan 0.063 g (65%) de una espuma blanca
que se caracteriza como 2.29. 'H RMN [200 MHz, (CD3),CO] d: 0.80, 0.95 (2s, 18H, 2t-Bu),
1.24 (t, 3H, J = 7.1 Hz, OCH,CH3), 1.90 (d, 3H, J = 1.1 Hz, CH3-5), 3.06 (s, 3H, OCHsy),
4.09-4.22 (m, 4H, 2H-5', OCH,CHs), 4.39 (t, 1H, Jy5 = 4.0 Hz, H-4), 4.76 (d, 1H,
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Jr 2 = 8.1 Hz, H-2'), 6.04 (d, 1H, H-1'), 6.06 (d, 1H, Jyas = 15.9 Hz, CH=CH-CO,Et), 7.46
(s ancho, 2H, NHy), 7.50 (m, 2H, H-6, CH=CH-CO,Et), 10.47 (s ancho, 1H, NH-3). Andlisis
elemental (%): Caculado para CxHs9N3010SSi: C, 50.63; H, 7.18; N, 6.11. Hallado:
C, 50.55; H, 7.09; N, 6.17.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]timina] -3 -espir 0-5” -[4” -
amino-3” -[(E)-(3-hidroxi-1-propenil)]-1",2" -oxatiol-2" ,2” -didxido] (2.30)

Siguiendo € procedimiento general, 2.8 (0.1 g, 0.14 mmol) se trata con
(E)-3-(tri-n-butilestannil)-2-propen-1-ol (2.22) (0.19 g, 0.56 mmol). El residuo finalmente
obtenido se purificaen e cromatotrén dos veces (diclorometano: metanol, 25:1).

De las fracciones de mayor movilidad se obtienen 0.008 g (10%) de TSAO-T.

De las fracciones de menor movilidad se obtienen 0.074 g (82%) de una espuma
blanca que por sus datos analiticos y espectroscdpicos se identifica como 2.30. *H RMN
[300 MHz, (CD3),CO] d: 0.81, 0.97 (2s, 18H, 2t-Bu), 1.90 (d, 3H, J = 1.2 Hz, CH3-5), 4.01
(dd, 1H, Jy 52 = 3.5, Jsasp = 8.9 Hz, H-5'a), 4.08 (dd, 2H, J = 1.6, Jonzon = 4.7 Hz, CHy),
4.10 (dd, 1H, Js 56 = 3.4 Hz, H-5'b), 4.32 (t, 1H, H-4'), 4.70 (d, 1H, Jy » = 8.2 Hz, H-2)),
6.06 (d, 1H, H-1'), 6.12 (dt, 1H, Jyas = 16.0, JoncHz = 4.6 Hz, CH=CH-CH,OH), 6.35
(dt, 1H, CH=CH-CH,0H), 6.48 (s ancho, 2H, NH>), 7,49 (d, 1H, H-6), 10.31 (s ancho, 1H,
NH-3). *C RMN [75 MHz, (CD3),CO] d: 13.03 (CH3-5), 18.38, 18.95 [(CH3)s-C-Si], 25.68,
26.33 [(CH3)s-C-Si], 63.22 (C-5'), 75.40 (C-2'), 85.23, 88.20 (C-1', C-4), 92.42 (C-3),
111.31 (C-3"), 111.48 (C-5'), 129.32 (CH=CH-CH,OH), 134.42 (CH=CH-CH,OH, C-6),
152,11 (C-4"), 152.31 (C-2), 163.03 (C-4). Andisis elementa (%): Calculado para
Co7H47N30OoSSio: C, 50.21; H, 7.36; N, 6.82. Hallado: C, 50.12; H, 7.22; N, 6.79.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]timina] -3’ -espir 0-5” -(4” -
amino-3” -fenil-1" 2" -oxatiol-2",2" -dioxido) (2.31)

Siguiendo € procedimiento general, 2.8 (0.1 g, 0.14 mmol) se trata con
tri-n-butilfenilestario (2.23) (0.18 g, 0.56 mmol). El residuo finalmente obtenido se purificaen
el cromatotron (hexano:acetato de etilo, 2:1) siendo necesarias dos purificaciones.

De las fracciones de mayor movilidad se aislan 0.057 g (60%) de una espuma blanca
que se caracteriza como 2.31. 'H RMN [400 MHz, (CD3),CQ] d: 0.83, 0.96 (2s, 18H, 2t-Bu),
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1.91 (d, 3H, J =1.3 Hz, CH3-5), 413 (dd, 1H, Js 52 = 3.5, Jsasp = 12.3 Hz, H-5'a), 4.15
(dd, 1H, Js 5p = 3.7 Hz, H-5'b), 4.45 (dd, 1H, H-4), 4.78 (d, 1H, Jy » = 8.2 Hz, H-2'), 6.11
(d, 1H, H-1'), 6.45 (sancho, 2H, NH>), 7.37 (m, 1H, Ph), 7.45 (m, 2H, Ph), 7.52 (d, 1H, H-6),
7.57 (m, 1H, Ph), 7.59 (m, 1H, Ph), 10.32 (s ancho, 1H, NH-3). *C RMN [100 MHz,
(CD3),CO] d: 12.43 (CH3-5), 18.43, 18.93 [(CH3)3-C-Si], 25.72, 26.41 [(CH3)s-C-Si], 63.11
(C-5), 75.35 (C-2'), 85.20, (C-4'), 86.80 (C-1), 91.35 (C-3'), 105.40 (C-3"), 112.26 (C-5),
128.28, 128.94, 129.13, 129.97 (Ph), 135.77 (C-6), 145.48 (C-4"), 151.62 (C-2), 163.64
(C-4). Andlisis elemental (%): Caculado para C3H47N3OsSSio: C, 54.11; H, 7.11; N, 6.31.
Hallado: C, 54.10; H, 7.01; N, 6.30.
De las fracciones de menor movilidad se obtienen 0.04 g (20%) de TSAO-T.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5”-[4” -amino-3” -[(E)-[2-metoxicar boniletenil]-1" ,2" -oxatiol-2” ,2" -diéxido] (2.32)

Siguiendo e procedimiento general, 2.11 (0.1 g, 0.14 mmol) se trata con
(E)-3-(tri-n-butilestannil) acrilato de metilo (2.18) (0.16 g, 0.55 mmol). El residuo obtenido se
purifica primero en € cromatotron (diclorometano:metanol, 50:1) y finalmente en
cromatografia de capa fina preparativa (diclorometano:metanol, 25:1) en tres desarrollos.

De las fracciones de mayor movilidad se obtienen 0.015 g (16%) de TSAO-m°T.

De las fracciones de menor movilidad se aisan 0.063 g (66%) de una espuma blanca
que se caracteriza como 2.32. 'H RMN [200 MHz, (CD3),CQ] d: 0.82, 0.91 (2s, 18H, 2t-Bu),
1.90 (s, 3H, CH3-5), 3.27 (s, 3H, CH3-3), 3.71 (s, 3H, OCHa), 4.01 (dd, 1H, Jy 54 = 3.8,
Jsasb = 12.0 Hz, H-5'a), 4.13 (dd, 1H, Jy 51 = 4.0 Hz, H-5'b), 4.42 (t, 1H, H-4'), 4.76 (d, 1H,
Jr 2 = 8.2 Hz, H-2), 6.08 (d, 1H, Jyas = 15.8 Hz, CH=CH-CO;Me), 6.13 (d, 1H, H-1'), 6.42
(s ancho, 2H, NH,), 7.51 (s, 1H, H-6), 7.54 (d, 1H, CH=CH-CO,Me). *C RMN [75 MHz,
(CD3),CO] d: 12.93 (CHs-5), 18.38 (CHg), 18.95, 18.92 [(CH3)s-C-Si], 25.68, 26.23
[(CH3)s-C-Si], 54.0 (OCHg), 62.72 (C-5'), 74.80 (C-2'), 83.23, 88.90 (C-1', C-4'), 92.44
(C-3), 110.33 (C-3"), 111.18 (C-5'), 129.23 (CH=CH-CO,Me), 132.12 (CH=CH-CO,Me),
134.2 (C-6), 151.11, 152.11 (C-4", C-2), 160.13 (CO,Me), 163.35 (C-4). Andlisis elemental
(%): Calculado para Cy9Ha9N3010SSi,: C, 50.63; H, 7.18; N, 6.11. Hallado: C, 50.57; H, 7.12;
N, 6.19.
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[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5”-[4” -amino-3" -[(E)-(3-hidr oxi-1-propenil)]-1" ,2" -oxatiol-2" ,2" -dioxido] (2.33)

De acuerdo con e procedimiento general, 2.11 (0.1 g, 0.14 mmol) se trata con
(E) 3-(tri-n-butilestannil)-2-propen-1-ol (2.22) (0.19 g, 0.56 mmoal). El residuo finalmente
obtenido se purifica dos veces en € cromatotron (diclorometano:metanol, 20:1).

De las bandas de mayor movilidad se obtienen 0.009 g (10%) de TSAO-m°T.

De las bandas de menor movilidad se aislan 0.075 g (82%) de una espuma blanca que
se caracteriza como 2.33. *H RMN [200 MHz, (CD3).CO] d: 0.79, 0.27 (2s, 18H, 2t-Bu), 1.95
(d, 3H, J =1.4 Hz, CHs5), 3.27 (s, 3H, CHs-3), 3.99 (m, 1H, OH), 4.07 (dd, 1H,
Jr 5a= 3.3, Jrasb = 8.0 Hz, H-5'a), 4.13 (dd, 1H, Js 51, = 3.3 Hz, H-5'b), 4.20 (m, 2H, CHy),
436 (t, 1H, H-4'), 465 (d, 1H, Jy» = 82 Hz, H-2'), 6.13 (dt, 1H, Jyas = 16.0 ,
JoricHz = 4.6 Hz, CH=CH-CH,OH), 6.16 (d, 1H, H-1'), 6.41 (dt, 1H, J = 1.8 Hz
CH=CH-CH,0H), 6.54 (s ancho, 2H, NH), 7.52 (d, 1H, H-6). *C RMN [75 MHz,
(CD3)2CQ] d: 13.09 (CHs-5), 18.41, 18.98 [(CH3)s-C-Si], 26.34, 26.38 [(CH3)s-C-Si], 28.06
(CHs-3), 61.7 (CH,), 63.13 (C-5'), 75.40 (C-2'), 85.17, 88.23 (C-1', C-4'), 92.42 (C-3),
111.31 (C-3"), 112.48 (C-5), 114.77 (CH=CH-CH,OH), 129.27 (CH=CH-CH,OH), 134.45
(C-6), 152.14, 152.22 (C-2, C-4"), 163.34 (C-4). Andisis elemental (%): Calculado para
CagHa9N30oSSio: C, 50.96; H, 7.48; N, 6.37. Hallado: C, 50.80; H, 7.35; N, 6.42.

[1-[2",5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5”-(4” -amino-3” -fenil-1",2” -oxatiol-2" ,2” -diéxido) (2.34)

Siguiendo e procedimiento general, 2.11 (0.1 g, 0.14 mmol) se trata con
tri-n-butilfenilestafio (2.23) (0.18 g, 0.56 mmol). El residuo obtenido se purifica en €
cromatotron (hexano:acetato de etilo, 2:1).

De las fracciones de mayor movilidad se aislan 0.57 g (60%) de una espuma blanca
que se caracteriza como 2.34. 'H RMN [300 MHz, (CD3),CO] d: 0.81, 0.89 (2s, 18H, 2t-Bu),
1.95 (d, 3H, J =1.2 Hz, CHs5), 329 (s, 3H, CHs-3), 401 (dd, 1H, Jrsa = 4.3,
Jsasb = 12.3 Hz, H-5'a), 4.15 (dd, 1H, Jy 51 = 4.8 Hz, H-5'b), 4.45 (t, 1H, H-4'), 4.78 (d, 1H,
Jr 2 = 6.5 Hz, H-2"), 6.20 (d, 1H, H-1'), 6.54 (s ancho, 2H, NHy), 7.33-7.60 (m, 6H, Ph, H-6).
3C RMN [75 MHz, (CD3),CO] d: 13.15 (CH3-5), 18.39, 18.93 [(CH3)s-C-Si], 25.65, 26.41
[(CH3)s-C-Si], 29.03 (CHs-3), 63.13 (C-5'), 75.61 (C-2'), 85.29, 87.40 (C-1', C-4'), 9145
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(C-3), 108.2 (C-3"), 111.33 (C-5), 128.93, 129.12, 129.96 (Ph), 134.01 (C-6), 145.44 (C-4"),
152,12 (C-2), 163.30 (C-4). Andlisis elemental (%): Caculado para CzHi9N3OsSSis:
C, 54.76; H, 7.26; N, 6.18. Hallado: C, 54.67; H, 7.31; N, 6.10.

De las fracciones de menor movilidad se obtienen 0.027 g (15%) de TSAO-m°T.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5”-[4” -amino-3" -(2-tienil)-1" 2" -oxatiol-2" ,2” -didxido] (2.35)

Siguiendo el procedimiento general, 2.11 (0.1 g, 0.14 mmol) se trata con tri-n-butil-2-
tienilestafio (2.24) (0.21 g, 0.56 mmol). El residuo obtenido se purifica en €l cromatotrén
(hexano:acetato de etilo, 2:1).

De las fracciones de mayor movilidad se obtienen 0.048 g (50%) de un sdlido blanco
amorfo que se caracteriza como 2.35. *H RMN [300 MHz, (CDs)>CO] d: 0.80, 0.96 (2s, 18H,
2t-Bu), 1.94 (d, 3H, J =1.2 Hz, CH3-5), 3.26 (s, 3H, CHs-3), 4.03 (dd, 1H, Js 52 = 3.5,
Jsasb = 12.3 Hz, H-5'a), 4.15 (dd, 1H, Js s = 3.7 Hz, H-5'b), 4.44 (t, 1H, H-4"), 4.73 (d, 1H,
Jr 2> = 82 Hz, H-2'), 6.19 (d, 1H, H-1'), 6.54 (s ancho, 2H, NH,), 7.16 (dd, 1H, Js4 = 3.6,
Jas = 5.1 Hz, H-4iofeno), 7.25 (dd, 1H, Ja5 = 2.3, Ja4 = 3.6 Hz, H-3i0teno), 7.52 (S, 1H, H-6),
7.61 (dd, 1H, H-5¢cten0). °C RMN [75 MHz, (CD3),CO] d: 13.01 (CHs-5), 18.47, 19.02
[(CH3)s-C-Si], 26.51, 28.11 [(CH3)s-C-Si], 28.63 (CH3-3), 63.15 (C-5'), 75.80 (C-2'), 85.36
(C-4), 87.02 (C-1'), 92.00 (C-3'), 101.51 (C-3"), 111.45 (C-5), 127.67, 128.08, 128.28,
128.49 (Tiofeno), 134.92 (C-6), 146.34 (C-4"), 152.24 (C-2), 16340 (C-4). Andlisis
elemental (%): Caculado para CxH47N30sS,Si: C, 50.77; H, 6.91; N, 6.13. Hallado:
C, 50.27; H, 6.44; N, 6.10.

De las fracciones de menor movilidad se recuperan 0.047 g (26%) de TSAO-m°T.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-metiltimina] -3’ -
espiro-5”-[4” -amino-3"-(1-propinil)-1”,2” -oxatiol-2" ,2” -didxido] (2.36)

De acuerdo con e procedimiento general, 2.11 (0.1 g, 0.14 mmol) se trata con (tri-n-
butilestannil)-1-propino (2.25) (0.18 g, 0.56 mmol). El residuo obtenido tras procesar la
reaccion se purifica primero en € cromatotrén (hexano:acetato de etilo, 3:1) seguido de
cromatografia preparativa (hexano:acetato de etilo, 4:1), en tres desarrollos.

De las fracciones de mayor movilidad se obtienen 0.025 g (30%) de TSAO-m°T.
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De las fracciones de menor movilidad se aislan 0.027 g (30%) de una espuma blanca
que se caracteriza como 2.36. *H RMN [300 MHz, CDCl3] d: 0.84, 0.95 (2s, 18H, 2t-Bu),
1.92 (d, 3H, J =1.2 Hz, CH3-5), 2.11 (s, 3H, CHs-C°C), 3.28 (s, 3H, CH3-3), 3.92 (dd, 1H,
Ji5a= 4.2, Jsasp = 12.4 Hz, H-5'a), 4.12 (dd, 1H, Js 51 = 4.3 Hz, H-5'b), 4.33 (t, 1H, H-4),
4.67 (d, 1H, Jy » = 8.3 Hz, H-2'), 6.15 (d, 1H, H-1'), 6.81 (s ancho, 2H, NHy), 7.49 (d, 1H,
H-6). *C RMN [75 MHz, CDCls] d: 5.07 (CHs-C°C), 12.98 (CHs-5), 17.79, 18.39
[(CH3)s-C-Si], 25.14, 26.02 [(CH3)s-C-Si], 28.15 (CHs-3), 62.04 (C-5'), 75.25 (C-2), 77.22
(CHs-C°C), 83.42 (C-4"), 87.55 (C-1"), 91.27 (C-3'), 93.71 (CHs-C° C), 98.83 (C-3"), 110.89
(C-5'), 133.36 (C-6), 150.05 (C-2), 151.07 (C-4"), 163.15 (C-4). Andlisis elemental (%):
Calculado para CsHa7N3OsSSiz: C, 52.39; H, 7.38; N, 6.55. Hallado: C, 52.30; H, 7.29; N,
6.50.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-(metil)timina] -3’ -
espiro-5"-(4” -amino-3" -alil-1" ,2" -oxatiol-2" ,2" -dioxido) (2.6)

Siguiendo €l procedimiento general, se hace reaccionar €l iodo nucledsido 25 (0.1 g,
0.14 mmol) con tri-n-butilailestafio (2.26) (0.18 g, 0.56 mmol). El residuo obtenido se
purificaen el cromatotrén (hexano:acetato de etilo, 2:1) siendo necesarias dos purificaciones.

De las bandas de mayor movilidad se aislan 0.026 g (30%) de una espuma blanca que
se identifica como 2.6 (ver pagina 132).

De las bandas de menor movilidad se obtienen 0.016 g (20%) de TSAO-m°T.

11.4. SINTESIS DE CONJUGADOS [TSAO-T]-[FOSCARNET]

I1.4.1. Sintesis de reactivos de fosfor o no comerciales
[Di(trimetilsilil)fosforil]for miato de etilo®*™ (3.4)

Sobre cloroformiato de etilo (7.2 mL, 67 mmol) enfriado a 0°C y bajo atmésfera de
argon, se aflade gota a gota e fosfito de tris(trimetilsililo), (25 mL, 67 mmol) y la mezcla
resultante se agita a temperatura ambiente durante toda la noche. A continuacion, la mezcla de
reaccion se destila a vacio (10 mmHg) observandose que primero destila € cloruro de
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trimetilsililo, después el &cido fosférico de bis(trimetilsililo), y finalmente 13 g (75%) de un
aceite incoloro que se identificd como 3.4. Pebiy 100-102°C. Pebyo (bibl.***?) 68-70°C.
'H RMN [200 MHz, (CD3),CO] d: 0.28 (m, 27H, 9CHs), 1.29 (t, 3H, J =7.2 Hz,
CO,CH,CHs), 4.23 (q, 2H, J = 7.1 Hz, CO,CH,CHs).

(Diclorofosforil)formiato de etilo™" (3.5)

Sobre una disolucién de 3.4 (5 g, 18 mmol) en tolueno (20 mL) bagjo atmosfera de
argén se aflade cloruro de tionilo (3.2 mL, 53 mmol). La mezcla de reaccion se caienta a
reflujo durante 2 horas. Transcurrido este tiempo se evapora e disolvente y el exceso de
cloruro de tionilo a presion reducida y e residuo obtenido se purifica mediante destilacion a
vacio (10 mmHg) obteniéndose 2.7 g (84%) de un aceite incoloro que se caracteriza como
3.5. Peby, 84-86°C. Pebyg (bibl***®) 64°C. 'H RMN [200 MHz, (CD3),CO] d: 1.41 (t, 3H,
J =7.2 Hz, CO,CH,CHs), 4.47 (q, 2H, J = 7.2 Hz, CO,CH,CH3).

[Di(trimetilsilil)fosforil]formiato de bencilo (3.13)

A partir de cloroformiato de bencilo (5.4 mL, 36 mmol) y fosfito de tris(trimetilsililo)
(12 mL, 36 mmol), se prepara e [di(trimetilsilil)fosforil]formiato de bencilo siguiendo un
procedimiento analogo a descrito para la sintesis de 3.5. Pebyy (10 mmHg) 154-156°C
(11g, 89%). 'H RMN [200 MHz, (CD3),CO] d: 0.02 (m, 27H, 9CHs), 5.21 (s, 2H, CHy),
7.4 (m, 5H, Ph). *C RMN [100 MHz, (CD3),CO] d: 0.70, 1,96 (CHs-Si), 67.40 (CH,),
129,24, 129.34, 136.20, 167.45 (Ph), 170.20 (CO,Bn).
1P [161.88 MHz, (CD3),CO] d: -21.81.

(Diclorofosforil)formiato de bencilo (3.14)

Sobre una disolucién de 3.13 (2 g, 5.5 mmol) en tolueno seco (10 mL) y bao
atmosfera de argén se afiade cloruro de tionilo (1.1 mL, 16 mmol). La mezcla de reaccion se
calienta a reflujo durante 2 horas. Transcurrido este tiempo se evaporan € disolvente y €
exceso de reactivo a presion reducida. El residuo obtenido se destila a vacio (10 mmHg)
obteniéndose 0.4 g (30%) de un aceite incoloro que se caracteriza como 3.14. Pebyg 120°C.
'H RMN [200 MHz, (CD3)2CO] d: 5.25 (s, 2H, CHy), 7.4 (m, 5H, Ph).
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11.4.2. Conjugados [T SAO-T]-[Foscar net]

[1-[2",5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-[ 3-
[[[(etoxicarbonil)hidroxifosforil]oxi]propil]timina]-3’-espir 0-5"-(4” -amino-1",2" -oxatiol-
2" ,2"-diéxido) (3.6)

A unadisolucion de 3.5 (0.047 g, 0.25 mmol) recién preparado en diclorometano seco
(2.5 mL), a-20°C y bajo atmésfera de argon, se afiade gota a gota una disolucién previamente
enfriada a-20°C del alcohol 3.1 (0.1 g, 0.15 mmol) en diclorometano (3.5 mL) y EtsN (70 i,
0.45 mmol) secos. Transcurridos 5 minutos de reaccion se evapora € disolvente a sequedad.
El residuo obtenido se disuelve en acetato de etilo (20 mL) y se lava con H,O (4 x 10 mL) y
con una solucién acuosa saturada de NaCl saturada (10 mL). La fase organica se seca sobre
NaSO, anhidro, se filtra y se evapora a sequedad. El residuo final se purifica en €
cromatotrén (acetato de etilo:metanol, 5:1), obteniéndose 0.036 g (31%) de un sdlido blanco
amorfo que se identifica como 3.6. I.R. (KBr) n = 1710 cm™. *H RMN [400 MHz, CDs0D] d:
0.67, 0.83 (2s, 18H, 2t-Bu), 1.16 (t, 3H, J = 7.1 Hz, CH,CHa), 1.82 (m, 5H, CH3-5, CHy),
3.79-3.92 (m, 6H, NCH,CH,CH-0, 2H-5'), 4.07 (g, 2H, CH»CHz), 4.19 (t, 1H, J = 3.6 Hz, H-
4'), 441 (d, 1H, J; » = 8.2 Hz, H-2'), 5.48 (s, 1H, H-3"), 5.86 (d, 1H, H-1"), 7.36 (d, 1H, H-
6). °C RMN [100 MHz, CDs;OD] d: 13.11 (CHs-5), 14.60 (CH,CH3), 18.79, 19.23
[(CH3)s-C-Si], 25.91, 26.49 [(CH3)s-C-Si], 30.07 (d, JpcHz = 5.9 Hz, CHy), 40.18 (NCH,),
61.28 (d, Jpcrz = 4.2 Hz, CO,CH,CHs,) 63.21 (C-5'), 65.34 (d, Jpchz = 6.2 Hz, CH,0P),
75.98 (C-2'), 85.70 (C-4'), 88.75 (C-1'), 90.88 (C-3"), 93.16 (C-3'), 112.17 (C-5), 135.72
(C-6), 152.45 (C-2), 153.60 (C-4"), 164.51 (C-4), 172.34 (d, Jpoc = 250 Hz, CO,CH,CHs).
%P RMN [161.88 MHz, CDsOD] d: -4.50. MS (FAB) m/z: Hallado: 783.9727 (MH",
CaoHs4N3013PSSi,). Calculado: 783.9729. HPL C (CH3:H,0, 40:60) Tr = 7.83 min.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-[3-[[[ (metoxi-
car bonil)metoxifosforil]oxi]propil]timina]-3'-espiro-5"-(4” -amino-1" ,2" -oxatiol-2" ,2” -
diéxido) (3.9)

Sobre una disolucién de (dimetilfosforil)formiato de metilo 3.7 (72 L, 0.54 mmol) en
CCl, seco (4.5 mL), se aflade PCls (0.102 g, 0.496 mmol) y la suspensiéon resultante se
calienta a 50°C durante 1.5 horas. La mezcla de reaccién se evapora a sequedad y €l residuo
resultante bajo atmésfera de argon se enfria a -50°C. Sobre €l residuo anterior (3.8) se aflade
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una disolucion de 3.1 (0.1 g, 0.15 mmol) en diclorometano seco (1.1 mL) y EtsN (75 i,
2.56 mmol), previamente enfriada a -50°C. Una vez completada la reaccién se evapora el
disolvente a sequedad y el residuo obtenido se purifica en el cromatotrén (hexano:acetato de
etilo, 1:1), obteniéndose 0.12 g (91%) de un solido blanco amorfo que se identifica como 3.9.
|.R. (KBr) n = 1710 cm™. *H RMN [300 MHz, (CD3),CO] d: 0.83, 0.98 (2s, 18H, 2t-Bu), 1.95
(d, 3H, J =1.2 Hz, CHs-5), 2.01 (m, 2H, CH,), 3.87 (m, 3H, OCHa), 4.10 (m, 5H, CHy,
OCHg3), 4.30 (m, 2H, H-5'), 4.28 (m, 2H, CH,0), 4.35 (m, 1H, H-4), 4.67 (d, 1H,
Jr > = 82 Hz, H-2'), 5.78 (s, 1H, H-3"), 6.11 (d, 1H, H-1'), 6.50 (s ancho, 2H, NH,), 7.53
(d, 1H, H-6). *C RMN [50 MHz, CDCl3] d: 12.87 (CHs-5), 18.34, 19.01 [(CH3)s-C-Si],
25.69, 26.22 [(CH3):-C-Si], 30.38 (d, Jpcr2 = 6.7 Hz, CH»), 38.20 (NCHy), 51.72
(d, JpcrHs = 3.8 Hz, CO,CH3), 52.6 (d, Jpcus = 6.2 Hz, OCH3), 62.91 (C-5), 65.6
(d, Jpchz = 6.1 Hz, CH,0), 76.22 (C-2'), 85.68, 87.54 (C-4', C-1'), 91.15 (C-1'), 93.16
(C-3), 11199 (C-5), 134.31 (C-6), 152.42, 153.25 (C-2, C-4"), 163.85 (C-4), 174.20
(d, Jpc = 248 Hz, CO,CHs). *'P RMN [161.88 MHz, (CD3)2CO] d:0 -2.53. MS (FAB) m/z:
Hallado: 783.9732 (MH", CsoHssN3013PSSi,). Calculado: 783.9729. HPLC (CHs:H,0, 50:50)
Tr=8.23min.

Sal sddica de [1-[2,5-Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofuranosil]-3-N-[ 3-
[[[(metoxicarbonil)hidroxifosforil]oxi]propil]timina]-3'-espiro-5" -(4” -amino-1",2" -
oxatiol-2",2" -dioxido) (3.10)

Sobre una disolucion de 3.9 (0.1 g, 0.13 mmol) en THF seco (1.5 mL), y bago
atmosfera de argon se aflade Nal seco (0.017 g, 0.11 mmol). La mezcla de reaccion se
mantiene a temperatura ambiente, bajo atmosfera de argdn durante 6 h. Después de evaporar
el disolvente, e residuo obtenido se purifica en € cromatotrén (acetato de etilo:metanol, 5:1),
obteniéndose 0.079g (80%) de un sdlido blanco amorfo que se identifica como 3.10.
I.R. (KBr) n = 1710 cm™. *H RMN [400 MHz, CDs0D] d: 1.00, 1.16 (2s, 18H, 2t-Bu), 2.12
(m, 2H, CHy), 2.17 (d, 3H, J =0.9 Hz, CH3-5), 3.94 (s, 3H, CO,CHs), 4.19 (m, 6H,
NCH,CH,CH,0, 2H-5'), 453 (t, 1H, J = 3.8 Hz, H-4), 4.74 (d, 1H, J;y » = 8.2 Hz, H-2'),
5.83 (s, 1H, H-3"), 6.27 (d, 1H, H-1'), 7.75 (d, 1H, H-6). **C RMN [100 MHz, CDs0OD] d:
9.30 (CHy), 13.16 (CH3-5), 18.73, 19.18 [(CH3)s-C-Si], 25.95, 26.53 [(CH3)3-C-Si], 29.94 (d,
JpcH2 = 6.9 Hz, CHy,), 40.16 (NCHy), 51.73 (d, JpcH2 = 3.8 Hz, CO,CH3), 63.33 (C-5'), 65.33
(d, Jpcnz = 6.1 Hz, CH,OP), 76.10 (C-2'), 85.79 (C-4'), 87.54 (C-1'), 91.16 (C-3"), 93.54
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(C-3), 112.22 (C-5), 135.26 (C-6), 150.48 (C-2),153.17 (C-4"), 164.55 (C-4), 174.61
(d, Jpc = 248 Hz, CO,CH3). P RMN [161.88 MHz, CDs0OD] d: -7.41. MS (FAB) m/z:
Hallado: 7929279 (MH", CyHs:N3sNaO13PSSi;). Calculado:  792.9282. HPLC
(CH3:H20, 40:60) tr = 7.21 min.

Sal disddica de [1-[2-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofuranosil]-3-N-[(3-
[[(hidroxicarbonil)hidroxifosforil]oxi]propil]timina]-3 -espiro-5"-(4” -amino-1",2" -
oxatiol-2",2" -di6xido) (3.11)

Método A

Sobre una disolucién de 3.10 (0.1 g, 0.13 mmol) en THF seco (1.5 mL) se le afiade
una solucién acuosa de NaOH 0.2 N (0.75 mL, 0.2 mmol). La mezcla de reaccién se mantiene
a temperatura ambiente 2 h. Una vez completada la reaccion se aflade resina Dowex 50 Wx4
(forma H") hasta conseguir un pH 05, se filtra'y se evapora € disolvente a sequedad. El
residuo asi obtenido se purifica en cromatografia de fase reversa C,g (acetonitrilo: agua, 95:5).

De las fracciones de mayor movilidad se aislan 0.035 g (53%) de un sdlido blanco
amorfo que se caracteriza como 3.11. *H RMN [400 MHz, CDs0D] d: 1.01 (s, 9H, t-Bu), 2.12
(m, 5H, CH,, CH3-5), 3.97 (dd, 1H, Jsasb = 12.3, Jy 52 = 2.5 Hz, H-5'a), 4.12 (dd, 1H, Js 51
= 28 Hz, H-5b), 426 (m, 2H, NCH,CH,CH,0), 453 (t, 1H, H-4'), 490 (d, 1H,
Jr > = 80 Hz, H-2), 5.83 (s, 1H, H-3"), 6.26 (d, 1H, H-1'), 8.14 (s, 1H, H-6). *C RMN
[100 MHz, CD30D] d: 13.34 (CHs-5), 18.88 [(CH3)s-C-Si], 26.10 [(CH3)s-C-Si], 30.93
(d, Jpcrz = 4.0 Hz, CHy), 40.42 (NCH,), 61.67 (C-5'), 63.92 (d, Jocrz = 6.1 Hz, CH,0),
76.75 (C-2'), 86.29 (C-4'), 89.52 (C-1'), 91.28 (C-3"), 95.79 (C-3), 112.13 (C-5), 137.11
(C-6), 153.05 (C-2), 153.17 (C-4"), 164.77 (C-4), 199.27 (d, Joc = 230 Hz, CO,Na).
%P RMN [161.88 MHz, CDs;OD] d: -12.19. MS (FAB) m/z: Hallado: 685.6228 (MH",
C22H34N3N&O43PSSi). Calculado: 685.6226.

De las fracciones de menor movilidad se aislan 0.035 g (43%) de un sdlido blanco
amorfo que se caracteriza como la sa sodica de [1-[2-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-
ribofuranosil]-3-N-[ 3-[[[ (hidroxifosfonoil)oxi] propil]timina] -3 -espiro-5"-(4” -amino-1",2" -
oxatiol-2",2"-diéxido) 3.12. *H RMN [400 MHz, CDs0OD] d: 0.67 (s, 9H, t-Bu), 1.79 (m, 5H,
CHz, CH3-5), 3.59-4.01 (m, 6H, NCH,CH,CH,O, 2H-5'), 4.21 (m, 1H, H-4'), 457 (d, 1H,
Jr 2 = 7.7 Hz, H-2'), 5.51 (s, 1H, H-3"), 5.97 (d, 1H, H-1'), 6.59 (d, 1H, Jpy = 623 Hz, PH),
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7.72 (s, 1H, H-6). 3C RMN [100 MHz, CD;OD] d: 13.34 (CH3-5), 18.75 [(CH3)s-C-Si],
26.09 [(CHa)s-C-Si], 30.74 (d, Jpcrz = 6.1 Hz, CHy), 40.11 (NCH,), 61.65 (C-5'), 62.92
(d, Jpcre = 5.5 Hz, CH,0), 76.75 (C-2'), 86.29 (C-4'), 89.52 (C-1'), 91.28 (C-3"), 95.66
(C-3), 112.23 (C-5), 137.11 (C-6), 153.05 (C-2), 153.56 (C-4"), 163.47 (C-4).>'P RMN
(161.88 MHz, CD:OD) d: 6.83. MS (FAB) m/zz Halado: 619.6311 (MH",
Ca1H3sNsNaOPSSi). Calculado: 619.6313.

Método B

A unadisolucién de 3.10 (0.1 g, 0.13 mmol) en THF seco (1.5 mL) se le afiade una
solucion acuosa de NaOH 0.45 N (0.75 mL, 0.2 mmol). La mezcla de reaccion se mantiene a
temperatura ambiente 30 min. Una vez completada la reaccién se afiade resina Dowex
50 Wx4 (forma H") hasta conseguir un pH neutro, se filtra y se evapora e disolvente a
sequedad. El residuo asi obtenido se purifica en cromatografia de fase reversa Cig
(acetonitrilo: agua, 95:5), obteniéndose 0.063 g (76%) de un solido blanco amorfo que se
caracteriza como 3.11.

[1-[2’,5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofuranosil]-3-N-[(3-
[[[(benciloxicar bonil)hidroxifosforil]oxi]propil]Jtimina]-3' -espir o-5" -(4" -amino-1",2" -
oxatiol-2",2" -dioxido) (3.15)

Siguiendo € procedimiento descrito para la sintesis del derivado 3.7, una disolucion
de (diclorofosforil)formiato de bencilo (3.14) (0.06 g, 0.25 mmol) recién preparado, tal y
como se ha indicado anteriormente y el acohol 3.1 (0.1 g, 0.15 mmol) se hacen reaccionar
durante 15 minutos. El residuo finalmente obtenido tras € procesado se purifica en €
cromatotrén (acetato de etilo:metanol, 5:1), obteniéndose 0.07 g (54%) de un sblido blanco
amorfo que se identifica como 3.15. I.R. (KBr) n = 1710 cm™. *H RMN [400 MHz, CD30D]
d: 0.99, 1.15 (2s, 18H, 2t-Bu), 2.12 (m, 2H, CHy), 2.15 (s, 3H, CHs-5,), 3.91-4.20 (m, 6H,
NCH,CH,CH,0, 2H-5'), 451 (t, 1H, J = 3.6 Hz, H-4'), 4.77 (d, 1H, Jy » = 8.1 Hz, H-2'),
5.39 (ABs, 2H, CH,Ph), 5.81 (s, 1H, H-3"), 6.19 (d, 1H, H-1"), 7.53-7.46 (m, 3H, Ph), 7.60
(m, 2H, Ph), 7.70 (s, 1H, H-6). *C RMN [100 MHz, CDs0D] d: 9.30 (CH,), 13.06 (CH3-5),
18.76, 19.21 [(CH3)s-C-Si], 25.95, 26.48 [(CH3)s-C-Si], 29.94 (d, Jp,chz = 6.8 Hz, CH,), 40.18
(NCHy), 62.01 (C-5), 65.31 (d, Jpchz = 6.1 Hz, CH,0), 66.71 (d, JpcH2 = 3.8 Hz, CH2Ph,),
75.94 (C-2'), 85.73 (C-4'), 88.69 (C-1), 90.91 (C-3"), 93.18 (C-3), 112.15 (C-5), 129.14
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(Ph), 129.48 (Ph), 135.70 (C-6), 137.41 (Ph), 152.43 (C-2), 153.62 (C-4"), 164.46 (C-4),
175.62 (d, Jpc = 230 Hz, CO,CH,Ph). *'P RMN [161.88 MHz, CDs0OD] d: -4.24. MS (FAB)
m/z: Hallado: 847.0425 (MH", CssHssN3O13PSSi,). Calculado: 847.0423. HPLC (CHs:H-0,
40:60) Tr = 10.85 min. . HPLC (CH3:H20, 35:65) Tr = 7.25 min.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3-N-[3-
[[[(hidroxicar bonil)hidroxifosforil]oxi]propil]timina]-3' -espir 0-5" -(4” -amino-1" ,2" -
oxatiol-2",2" -dioxido) (1b)

Una disolucién de 3.15 (0.1 g, 0.12 mmol) en metanol (10 mL) se somete a
hidrogenacion en presencia de Pd/C 10% (10% en peso) (0.01 g, 7.8 mmol) a25°C y 30 psi de
presion durante 1 hora. A continuacion se filtra el catalizador, se lava con metanol (10 mL) y
el filtrado se evapora a sequedad obteniéndose 0.06 g (60%) de un sdlido blanco amorfo que
por sus datos analiticos y espectroscopicos se identifica como Ib. *H RMN [400 MHz,
CDsOD] d: 0.81, 0.97 (2s, 18H, 2t-Bu), 1,92 (m, 2H, CH,), 1.96 (s, 3H, CH3-5,), 3.74-4.08
(m, 6H, NCH,CH,CH,0, 2H-5'), 4.33 (t, 1H, Js 5a= 3.8, Jr 5 = 3.7 Hz, H-4’), 4.54 (d, 1H,
Jr > = 81 Hz, H-2), 5.63 (s, 1H, H-3"), 6.03 (d, 1H, H-1'), 7.51 (s, 1H, H-6). *C RMN
[100 MHz, CD30D] d: -5.47, -4.94, -4.91, -4.24 (CH3-Si), 9.30 (CH,), 13.12 (CHs-5), 18.78,
19.23 [(CH3)s-C-Si], 25.91, 26.48 [(CH3)s-C-Si], 30.07 (d, JpcHz = 6.8 Hz, CH,), 40.16
(NCH,), 63.22 (C-5'), 64.30 (d, Jpchz = 6.1 Hz, CH,0), 76.03 (C-2'), 85.71 (C-4'), 88.51
(C-1'), 90.96 (C-3"), 93.22 (C-3'), 112.18 (C-5), 135.62 (C-6), 152.48 (C-2),153.53 (C-4"),
164.55 (C-4), 182.01 (d, Joc = 235 Hz, CO,H). *'P RMN [161.88 MHz, CDs0OD] d: -12.20.
MS (FAB) m/z: Hallado: 756.9199 (MH", CxsHsoN3013PSSi,). Calculado: 756.9198. HPLC
(CH3:H20, 35:65) Tr = 4.93 min.

I1.5. SSINTESIS DE ANALOGOS DE TSAO-T MODIFICADOS EN LA POSICION 4
DEL ANILLO DE TIMINA.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-4-tiotimina] -3’ -espir o-5” -
(4" -amino-1",2" -oxatiol-2" 2" -dioxido) (4.1)

A una disolucion de TSAO-T (24) (0.2 g, 0.34 mmol) en tolueno seco (10 mL) se
anade el reactivo de Lawesson (0.17 g, 0.41 mmol) y se calienta a reflujo durante 3 horas. La

mezcla de reaccion se enfria a temperatura ambiente y se evapora € disolvente a presion
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reducida. El residuo obtenido se purifica en el cromatotron (hexano:acetato de etilo, 2:1)
obteniéndose 0.125 g (60%) de 4.1 como un sblido amarillo amorfo. UV (CH3CN) | i =
331.7 y 230.5 nm, | min = 287.4 nm. *H RMN [200 MHz, (CD3),CO] d: 0.83, 0.96 (2s, 18H,
2t-Bu), 2.05 (d, 3H, J =1.3 Hz, CH3-5), 4.06 (dd, 1H, Jy 54 = 3.8, Jsa5b = 7.6 Hz, H-5'a),
4.10 (dd, 1H, Js 5 = 3.4 Hz, H-5'b), 4.34 (dd, 1H, H-4'), 4.71 (d, 1H, J » = 8.1 Hz, H-2"),
5.76 (s, 1H, H-3"), 5.99 (d, 1H, H-1'), 6.47 (s ancho, 2H, NH,), 7.56 (d, 1H, H-6), 11.65
(s ancho, 1H, NH). *C RMN [75 MHz, (CD3),CO] d: 17.23 (CHs-5), 18.39, 18.95
[(CH3)s-C-Si], 25.72, 26.34 [(CH3)s-C-Si], 63.02 (C-5'), 75.35 (C-2'), 85.38, 87.65 (C-4,
C-3"), 87.68 (C-3'), 92.31 (C-1), 120.05 (C-5), 132.46 (C-6), 148.78 (C-4"), 152.03 (C-2),
192.33 (C-4). Andlisis elementa (%): Calculado para CxHa3N30;S,Si,: C, 47.57; H, 7.15;
N, 6.93. Hallado: C, 47.45; H, 7.10; N, 6.90.

[1-[2',5 -Di-O-(terc-butildimetilsilil)-b-D-ribofur anosil]-3,4-dihidr o-5-metil-2-
pirimidona]-3'-espiro-5"-(4" -amino-1" 2" -oxatiol-2" ,2" -diéxido) y [1-[2',5-di-O-(terc-
butildimetilsilil)-b-D-ribofuranosil]-3,6-dihidr o-5-metil-2-pirimidona] -3’ -espir 0-5” -(4” -
amino-1",2" -oxatiol-2",2" -dioxido) (4.2y 4.4)

A una disolucion del tioderivado 4.1 (0.1 g, 0.17 mmol) en metanol (1 mL) y THF
(1.41 mL) se afiade cloruro de niquel hexahidratado (NiCl, x 6H,0) (0.33 g, 1.37 mmol) y la
mezcla resultante se enfria a 0°C. Sobre esta mezcla de reaccion se afiade NaBH, (0.31 g,
8.25 mmol), observandose que la reaccion es fuertemente exotérmica. Transcurridos 30
minutos la mezcla resultante se filtra a través de celitay se evapora € disolvente a presion
reducida. El residuo asi obtenido se disuelve en diclorometano (20 mL), se lava con una
solucién acuosa de NaHCO; (10%) (2 x 10 mL) y posteriormente con una solucién saturada
de EDTA (10 mL) y H,O (10 mL). La fase organica se seca sobre NaSO, anhidro, se filtray
se evapora a sequedad. El residuo finalmente obtenido se purifica primero en e cromatotrén
(hexano:acetato de etilo, 3:1) y posteriormente en cromatografia de capa fina preparativa
(hexano: acetato de etilo, 3:2) en tres desarrollos.

De las fracciones de mayor movilidad se aislan 0.020 g (20%) de un sdlido blanco
amorfo que se caracteriza como 4.4. UV (CHsCN) | mx = 230.8 nm, | pin = 211.5 nm.
'H RMN [400 MHz, (CD3),CO] d: 0.86, 0.94 (2s, 18H, 2t-Bu), 1.67 (d, 3H, Jchzsa = 1.1 Hz,
CHas-5), 3.80-4.02 (M, 4H, 2H-5', CH»-6), 4.10 (dd, 1H, Js 52 = 4.1, Js 5 = 3.1 Hz, H-4'),
4.67 (d, 1H, Jp » = 7.9 Hz, H-2), 5.64 (s, 1H, H-3"), 5.74 (d, 1H, H-1'), 5.93 (m, 1H, H-4),
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6.48 (s ancho, 2H, NH.), 7.42 (m, 1H, NH-3). **C RMN [75 MHz, (CD3),CO] d: 16.99
(CH3-5), 18.64, 18.95 [(CHa3)s-C-Si], 25.95, 26.40 [(CH3)3-C-Si], 46.90 (CH2-6), 63.19
(C-5), 71.95 (C-2'), 83.67 (C-4'), 89.02 (C-1'), 91.31 (C-3"), 92.22 (C-3'), 106.14 (C-5),
120.72 (C-4), 153.58 (C-4"), 154.10 (C-2). MS (ES+) m/z 598.3 (M +Na)". Andlisis
elemental (%): Calculado para Cz4H4sN30;SSi»:C, 50.06; H, 7.88; N, 7.30. Hallado: C, 49.98;
H, 7.76; N, 7.15.

De las fracciones de menor movilidad se aislan 0.024 g (25%) de un sdlido blanco
amorfo que se caracteriza como 4.2. UV (CH3CN) | mx = 2317 nm, | nin = 210.2 nm.
'H RMN [400 MHz, (CD3),CO] d: 0.87, 0.94 (2s, 18H, 2t-Bu), 1.69 (d, 3H, J = 0.5 Hz, CH3-
5), 3.82 (ddd, 1H, Jsaa = 15.1, Jsann = 1.3 Hz, H-4a), 3.88 (ddd, 1H, Jann = 2.6 Hz, H-4b),
3.94 (dd, 1H, Jy 54 = 4.4, J5 451 = 12.0 Hz, H-5'Q), 4.03 (dd, 1H, Js 5 = 3.1 Hz, H-5'b), 4.09
(dd, 1H, H-4'), 4.60 (d, 1H, Jy » = 7.8 Hz, H-2'), 559 (d, 1H, H-1'), 5.62 (s, 1H, H-3"), 6.15
(d, 1H, H-6), 6.19 (dd, 1H, NH-3), 6.51 (s ancho, 1H, NH.). **C RMN [75 MHz, (CD3),CO]
d: 15.64 (CHgs-5), 18.43, 18.75 [(CH3)s-C-Si], 25.76, 26.08 [(CHz)s-C-Si], 45.52 (CH-4),
62.89 (C-5'), 75.95 (C-2'), 83.44 (C-4'), 89.78 (C-1'), 90.71 (C-3"), 92.31 (C-3'), 110.82
(C-5), 121.76 (C-6), 153.77 (C-4"), 157.57 (C-2). MS (ES+) m/z 598.3 (M + Na)*. Andlisis
elemental (%): Caculado para CysH4sN3O;SSi,: C, 50.06; H, 7.88; N, 7.30. Hallado:
C, 50.02; H, 7.70; N, 7.21.
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11.6. METODOSBIOLOGICOS

El virus de Inmunodeficiencia Humana tipo 1 [VIH-1 (HTLV-Illg)] se obtuvo de
células H9 persistentemente infectadas por VIH. Los stocks de virus se prepararon de los
sobrenadantes de células MT4 infectadas por VIH-1 (lllg). EI VIH-2 (ROD) fue
proporcionado por € Dr. L. Montaigner (Pasteur Institute, Paris, France). Las células CEM/0
se obtuvieron de la American Tissue Culture Collection (Rockville, MD).

11.6.1. Ensayosde actividad antiviral

11.6.1.1. Ensayo de viabilidad™

Todos los ensayos bioldgicos han sido realizados por €l equipo del Dr. Jan Bazarini
en el Ingtituto Rega de la Universidad Catdlica de Lovaina (Bélgica).

Se suspenden células CEM (4x10° células/mL) en medio de cultivo y se infectan con
VIH-1 o0 VIH-2 a una concentracion 100 veces superior a la dosis infectiva 50% (CCDlsp). Se
transfieren 100 mL de la suspensién de células infectadas a pocillos de microplacas, se mezcla
con 100 mL de la dilucién adecuada del compuesto en estudio y se incuba a 37°C. Después de
4 dias, se determina el nimero de células viables en una cAmara de recuento de glébulos rojos
mediante tincion con tripano azul en cultivos infectados y no infectados. La concentracion
efectiva 50% (CEsp) y la concentracion citotoxica 50% (CCsp) se definen como la
concentracion del compuesto que reduce e nimero de células viables en un 50% en células
infectadas y no infectadas, respectivamente.

[1.6.1.2. Formacion de sincitios

La formacion de células gigantes en células CEM inducida por VIH-1 se determina

mi croscopi camente.
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11.6.2. Ensayos de citotoxicidad

Determinacion de viabilidad por € método de exclusion

del colorantetripano azul, descrito en al apartado 11.6.1.1

Se estudi6é € tiempo minimo requerido por e compuesto para expresar su efecto
citopético. Asi, la viabilidad de células CEM se determind tras 2 horas en contacto de las
células con & compuesto, lavado e incubacion durante 1, 3 6 5 dias a 37°C, y se compar6 con
la citotoxicidad del compuesto tras 1, 3 6 5 dias de contacto, determinéndose la CCsy.

11.6.3. Ensayos de inhibicion directa de la enzima Transcriptasa Inversa salvaje y
mutada (Glu138Lys)>®

Para la redlizaciéon de estos experimentos se emplearon diferentes concentraciones
(500, 50 y 5 M) del correspondiente compuesto 3.6, 3.9, 3.10, 3.15, Ib, 4.2, y 4.4 con € fin
de conocer la concentracion efectiva que inhibe a 50% la actividad de la enziima Tl. Se
ensay6 también e derivado TSAO-m°T (25) con fines comparativos, asi como un control del
experimento sin inhibidor.

Para cada una de las concentraciones de los diferentes derivados mencionados
anteriormente se preparé la siguiente mezcla de reaccion (se sefida entre paréntesis la
concentracion final de reactivo para un volumen total de reaccién 50 L) 16.542 ni de agua,
2 L de buffer TrisHCI (pH = 7.8) 1 M (50 M), 3 nL de tritén 1% (0.06%), 0.625 ni de
ditiotreitol 0.4 M (5 mM) y 0.25 nlL de glutation 0.06 M, (300 M), 7.5 nL de KCl 1 M
(150 mM), 2.5 nL de EDTA 10 mM (500 mM), 0.25 nL de suero de abumina bovina 5
mg/mL (1.25 ng), dGTP (1 nL, 4.6 mM) (nCi/mL), 3.333 nL de poli (rC).oligo (dG)
(0.1 mM), 2.5 mL de MgCl, 100 mM (5mM), 5 nL del inhibidor de una concentracion 10
veces superior ala que se desea probar, 5 nl. de agua en € caso del control y 5 i de enzima
Transcriptasa Inversa salvaje 0 mutada Glul38Lys. La reaccién se incuba a 37°C durante 30
min. Se afiade levadura RNA (200 L, 2 mg/mL) y disolucion saturada de Na;,P,O; con &cido
tricloroacético (TCA) (1 mL, 5% v/v). Posteriormente se pone en hielo durante 20 miny se
filtra a vacio lavando con TCA (5%) (20 mL) y etanol (20 mL). Se afiade liquido de centelleo
(HISAFE 1I) (10 mL) posteriormente se determinan las desintegraciones por minuto en un
contador de centelleo.
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11.6.4. Seleccion de cepasde VIH-1 resistentes

Se someten 6 mL de células CEM (4 x 10° células/mL) infectadas por VIH-1 a2 6 3
veces el CEsp de los derivados TSAO (1.1) y (Ib) en 25 cm? de frascos de cultivo (Falcon,
Becton Dickinson). El medio de cultivo de RPMI-1640 contiene 10% de suero bovino fetal,
2mM de glutamina y 0.075% NaHCOs. La multiplicidad de la infeccién inicia fue 200
cultivos celulares infectados con dosis-50 (CDIDsp). Diferentes pases se llevaron a cabo cada
4 6 5 dias afiadiendo 0.5 a 10 mL del sobrenadante del cultivo infectado a un volumen de
cultivo fresco de 5 mL conteniendo 4 x 10° céulas CEM no infectadas/mL y cantidades
crecientes de inhibidor (~5 veces).

11.6.5. Determinacion de la secuencia de aminoacidos de la Transcriptasa Inversa de
cepasde VIH-1 resistentes

Se infectan células MT-4 (3 x 105 célulassmL) con diferentes cepas de VIH-1 a 200
CCIDsp y se incuban en cultivos celulares RPMI-1640 durante 3 dias a 37°C. Entonces, las
células se centrifugan, se lavan dos veces con PBS 'y se suspenden en agua miliQ con MgCl, y
proteinasa K. La suspension celular se incuba a 56°C durante 1 hora y a continuaciéon se
calienta a 95°C durante 10 minutos. Las muestras se almacenan a -20°C. La PCR (polymerasa
Chain reaction) se lleva a cabo segtin el procedimiento descrito’™.

[1.6.6. Estudios de metabolismo

11.6.6.1. Estabilidad en PBS

La estabilidad quimica de los conjugados [TSAO-T]-[Foscarnet] 3.6, 3.9, 3.10, 3.15y
Ib se determind utilizando un buffer de fosfato salino (PBS, pH = 7.4). Asi sobre 12 mL de
PBS (pH = 7.4) se afladen 100 nL de una solucion del conjugado (0.5 mM en
dimetilsulfoxido). La mezcla resultante se calienta a 37°C con un bafio de agua. Se toman
alicuotas a diferentes tiempos (t = 0, 30, 60 y 180 minutos) que posteriormente se analizan por
HPLC, [columna de fase reversa Lichrocart Superspher 60 RP-8, velocidad de flujo 1
mL/min. Deteccion UV (I = 260 nm)] utilizando como fase mévil CH3CN:H,O
(0.05% TFA).
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[1.6.6.2. Estabilidad en suero humano

Sobre 1.8 mL de suero humano se afladen 0.2 mL de una solucion de los conjugados
[TSAO-T]-[Foscarnet] (10 ng/mL en CH3OH:CH3CN =1:1, v/v) y la mezcla resultante se
incuba a 37°C. Se toman alicuotas a diferentes tiempos (t = 0, 30, 60 y 180 minutos) de
0.1 mL a la que se afade 400 nL de CH3CN:CH3COOH (9:1 v/v). Las muestras se
centrifugan y 400 nL del sobrenadante se evapora. El residuo final se disuelve en 200 i de
CH3CN a 30% . Finamente, 100 L se inyectan y se analizan por HPLC, [columna de fase
reversa Lichrocart Superspher 60 RP-8, velocidad de flujo 1 mL/min. Deteccion UV (I = 260
nm)] utilizando como fase mévil CH3CN:H,0 (0.05% TFA).

[1.6.6.3. Estabilidad en extractos de céulas CEM

Para |a obtencion de los extractos de céulas CEM, se toman 200 mL de células CEM
se centrifugan y se lavan dos veces con PBS, una vez con buffer de TrisHCl (pH =7.8) 1 M
(100 mM) y b-mercaptoetanol (90 mM). Seguidamente, se suspenden en 500 nL. del mismo
buffer. A continuacion, se lleva a cabo la sonicacion de las células y las suspension resultante
se centrifuga a 15000 rpm. Finalmente se toman los sobrenadantes y se congelan a -80°C
hasta su utilizacion.

Para la realizacion de los ensayos se incuba a 37°C una concentracién 100 M del
derivado TSAO correspondiente (1.1, I1b) junto con 100 nL del extracto de células CEM. Se
toman alicuotas a diferentes tiempos (t = 0, 30, 60 y 180 minutos) de 50 nlL ala que se afiade
100 L de metanol frio. Seguidamente, se centrifuga y 100 nL del sobrenadante se inyectan
para su analisis por HPLC, [columna de fase reversa Lichrocart Superspher 60 RP-8,
velocidad de flujo 1 mL/min. Deteccion UV (I = 260 nm)] utilizando como fase movil
CH3CN:H20 (0.05% TFA).
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CONCLUSIONES

Con € fin de obtener derivados TSAO de “segunda generacion”, con un perfil de
actividad/resistencias diferente al de los derivados TSAO de “primera generaciéon” y que
ademas pudieran de algin modo retrasar y/o evitar la aparicion de cepas de virus resistentes,
se han abordado diferentes aproximaciones.

Primeramente, se han preparado derivados TSAO modificados en la posicion 4" del
anillo de espiroaminooxatiol didxido mediante, por un lado, la eliminacion del grupo 4”-NH, y
por otro, la introduccién sobre este amino de grupos carbonilos que pudieran ser capaces de
interaccionar con el grupo amino de la Lys de la posicién 138 de las cepas TSAO-resistentes.
Asimismo, se ha abordado la preparacion de derivados TSAO que pudieran dar lugar a
interacciones adicionales con la Tl del VIH-1. Para ello se han sintetizado compuestos en los
gue manteniendo el grupo 4”-amino del espiroanillo (parainteraccionar con € Glu-138) se ha
susgtituido la posicién contigua (3”) con grupos de diferente naturaleza que pudieran
interaccionar con aminoéacidos de la enzima préximos a dicho Glu-138. Ademés, utilizando la
estrategia doble-farmaco” se han preparado conjugados [TSAO-T]-[Foscarnet] como una
alternativa a la terapia combinada. Finamente, la preparacion de derivados TSAO
modificados en la posicién 4 del anillo de Timina, ha constituido una herramienta muy Util
gue ha ayudado a postular un modo de interaccion de los derivados TSAO con la Tl de VIH-
1, diferente al del resto de inhibidores especificos no nucleosidicos (IENN).

Desde € punto de vista Quimico, explorar la reactividad del anillo de 4-amino-
grsultona ha supuesto un reto sintético importante ya que la reactividad de este anillo habia
sido muy poco estudiada. Ademas, la sintesis de las moléculas objetivo abordadas en este
trabgjo ha requerido la busgueda de condiciones suaves de reaccion compatibles con la
presencia de los grupos TBDMS de la molécula TSAO, esenciales para la actividad antiviral,
lo que halimitado las posibilidades sintéticas.
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Las aportaciones més significativas del trabajo reflejado en la presente Memoria se

pueden resumir en los siguientes puntos:

1. La acilacion regioselectiva del grupo amino de la posicion 4" del anillo de
espiroaminooxatioldioxido se ha llevado a cabo mediante reacciones de acilacion tanto
con cloruros de &cido como con isocianatos con buenos rendimientos. Sin embargo, las
reacciones de alquilacién de dicho espiroanillo transcurren con baja regioselectividad y

dan lugar a mezclas de productos de Cy N-alquilacion.

2. Se hadesarrollado una metodol ogia sintética para la funcionalizacion regioselectiva de
la posicion 3" del anillo de espiroaminooxatioldioxido mediante reacciones de
acoplamiento de Stille catalizadas por paladio. La preparacién de los intermedios de
esta reaccion ha requerido la puesta a punto de reacciones de halogenacion en dicha

posicion 3”.

3. Sehasintetizado el primer conjugado de foscarnet con un IENN (TSAO-T) delaTI de
VIH-1. Para la preparacion de este conjugado se ha puesto a punto un procedimiento
sintético, en e que se utiliza un grupo bencilo como protector del carboxilo del
foscarnet, que ha permitido el empleo de condiciones suaves de reaccién compatibles
con los grupos funcionales del TSAO y en las que no se han observado procesos de

descarboxil acion.

4. Se ha preparado el andogo de TSAO-T en e que se ha eliminado e grupo carbonilo
de la posicion 4 del anillo de timina mediante reaccion de desulfuracion reductiva
utilizando, por primera vez en anillos de pirimidina, boruro de niquel como agente

reductor.

Desde el punto de vista Biol6gico, |os resultados de mayor interés son los siguientes:

1. Con la eiminacion del grupo amino de la posicion 4" de anillo de
espiroaminooxatioldioxido de las moléculas TSAO se ha obtenido un nuevo tipo de
compuesto que manteniendo la especificidad frente a la replicacién de VIH-1 no

selecciona ninguna de las mutaciones descritas como resistentes a otros 1ENN,
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incluyendo la mutacién especifica de los derivados TSAO (Glul38 Lys). Este nuevo
prototipo podria actdar por un mecanismo de accién distinto a los IENN clasicos y
derivados TSAO descritos hasta el momento.

. El derivado TSAO portador de un grupo &cido en la posicién 4" del espiroanillo
representa € primer gemplo de derivados TSAO de “segunda generacién’ con
actividad frente a cepas TSAO-resistentes.

. Los derivados TSAO portadores en la posicion 3" del espiroanillo de grupos vinilo
conjugados inhiben de manera significativa la replicacién de VIH-2. Estos derivados
podrian actuar por un mecanismo de accién dua interfiriendo con la Tl de VIH-1y
con un proceso distinto en células infectadas por VIH-2.

. Se han preparado conjugados [TSAO-T]-[Foscarnet] como una alternativa a la terapia
combinada. Estos conjugados son activos frente a las cepas de virus TSAO-resistentes.
Los estudios de metabolismo de estos compuestos sugieren que la hipétesis de disefio
ha funcionado y que € enlace P-O entre ambos inhibidores podria hidrolizarse

intracelularmente.
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