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Sintesis de derivados mono- y di-heterociclicos de

D-ribosa y su efecto antiproliferativo en células tumorales.

El desarrollo de nuevos principios activos para el tratamiento de enfermedades tales
como el cancer es un tema de interés continuo debido a la agresividad y/o a la rapida
resistencia a farmacos que presentan estas enfermedades. El uso de un heterociclo no
natural como base nitrogenada es una de las aproximaciones usadas para obtener
novedosos analogos de nucledsidos. Ademas, cabe destacar que la presencia de mas de
un anillo heterociclico puede potenciar la actividad de los compuestos
independientemente de su accion terapéutica.

En el presente trabajo de tesis se sintetizaron y caracterizaron compuestos mono- y
di-heterociclicos derivados de D-ribofuranosa, donde la nucleobase consistio en
heterociclos de cinco miembros, unidos por un espaciador. Para evaluar la influencia del
tipo y cantidad de heterodtomos se sintetizaron 1,2,3-triazoles, 1,2,4-oxadiazoles,
isoxazoles e isoxazolinas utilizando tanto reacciones de cicloadicion 1,3-dipolares como
de condensacion intramolecular. A partir de los derivados mono-heterociclicos, fue
posible obtener derivados di-heterociclicos por funcionalizacion del carbono terminal del
hidrato de carbono con anillos tales como 1,2,4-triazol, 1,3,4-tiadiazol o 1,2,4-triazolil-3-
tiona. Con el objetivo de analizar la influencia de los grupos protectores en las posiciones
dos y tres de la D-ribosa se sintetizaron compuestos con grupos isopropilidén vy
ciclopentilidén. Estos altimos presentaron la mayor actividad antiproliferativa.

Los compuestos di-heterociclicos asi como también intermediarios y precursores
fueron evaluados como agentes antitumorales contra diferentes lineas celulares humanas.
El compuesto mas activo presentd una Clsp de 4,5 uM contra la linea celular de cancer de

colon WiDr.

Palabras clave: D-ribosa, triazoles, isoxazoles, isoxazolinas, oxadiazoles, tiadiazoles,

grupos protectores, actividad antiproliferativa.






Synthesis of mono- y di-~heterocyclic D-ribose derivatives and

their antiproliferative effect against cancer cell lines.

The synthesis of small molecules with antitumor activity remains the focus of
attraction of many research groups because of the ability to develop resistance to
traditional therapies and/or the aggressiveness that these diseases present. The use of
unnatural heterocycles as unconventional nucleobases is one of the typical strategies to
obtain nucleoside analogues. In addition, it should be noted that the presence of more than
one heterocyclic ring may enhance the activity of the compounds irrespective of their
therapeutic action.

For these reasons, the aim of the present work was to synthesize and characterize D-
ribofuranoside heterocyclic derivatives in which the nucleobase consists of five-
membered heterocyclic rings, connected by a linker. Reactions of 1,3-dipolar
cycloadditions and intramolecular condensations were carried out to synthetize 1,2,3-
triazoles, 1,2,4-oxadiazoles, isoxazoles and isoxazolines to evaluate the influences of the
type, quantity, and distributions of heteroatoms in the heterocyclic unit. It was possible
to obtain di-heterocyclic derivatives from mono-heterocycles by functionalization of
carbon in five position of the carbohydrate moiety with 1,2,4-triazoles, 1,3,4-thiadiazoles
or 1,2,4-triazolyl-3-thiones. With the objective of comparing the influences of different
protective groups on the activity, isopropylidene and cyclopentilidene D-ribose
derivatives were synthesized. The presence of the cyclopentilidene group was relevant
for the antiproliferative activity of the compounds.

The di-heterocyclic compounds as well as some precursors and intermediates were
evaluated as antitumor agents against different human cancer cell lines. The most active

compound exhibited an ICso value of 4.5 uM against colon cancer cell line WiDr.

Keywords: D-ribose, triazole, isoxazole, isoxazoline, oxadiazole, thiadiazole, protecting

groups, antiproliferative activity.
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Capitulo 1

Cancer: ciclo celular v compuestos antitumorales

1. Cancer: definicién.

Una neoplasia es una masa anormal de tejido cuyo crecimiento excede y no esta
coordinado con el de los tejidos normales, y persiste de la misma manera en exceso tras
cesar el estimulo que suscité el cambio, siendo céncer la denominacién habitual de

todos los tumores malignos.!

2. Generalidades.

Las enfermedades no transmisibles son en la actualidad la principal causa de
mortalidad mundial. Las enfermedades neoplasicas, como segunda causa de estas
defunciones, fueron responsables de 7,6 millones de muertes en el mundo; méas de las
dos terceras partes de las cuales ocurrieron en paises de ingresos bajos y medios (datos
del Instituto Nacional del Céancer?). En Argentina, los tumores registran el 20 % del
total de las defunciones que se producen anualmente en el pais y es la segunda causa de
muerte después de las enfermedades infecciosas y parasitarias. Esto representa
aproximadamente 60.000 muertes por afio, de las cuales méas del 90% se produce en
personas mayores de 44 afios de edad. El cancer de pulmon ocasiona mas de 9.000
muertes por afio en ambos sexos, 15% del total de defunciones por cancer. Le siguen en
orden de importancia el cancer colon-rectal y el de mama (11% y 9% respectivamente).

Sin embargo, se observan diferencias importantes segun sexo (ver Tabla 1.1).

El cancer es una proliferacion celular descontrolada causada por factores fisicos,
quimicos, genéticos o biologicos, con crecimiento y division mas alla de los limites
normales, lo que provoca la invasion de los tejidos circundantes y, en determinados
casos, metastasis en puntos distantes del organismo. Existen decenas de formas en que

se presenta la enfermedad, pero su fisiopatologia basica comprende aberraciones en
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Cadncer: ciclo celular y compuestos antitumorales

cualquier punto de la maquinaria molecular que gobierna el ciclo celular (CC) y que,

por tanto, causan las desregulaciones del mismo.?

HOMBRES MUJERES TOTAL

SITIO TUMORAL

Pulmén 6283 199 3027 104 9316

‘ Colon-recto \ 3911 12,4 \ 3400 11,7\ 7313 \
Mama 45 0, 5645 194 5690

\ Pancreas \ 1930 6,1 \ 2136 7,3\ 4068 \
Prostata 3701 11,8 0.0 3707

\ Estémago \ 1858 59 \ 1014 8,5\ 2874 \
Utero (Cx 71%) 00 2691 972 2691

~ Rif6ny v. urinarias \ 1282 | 41 | e 20 1916
Leucemia 1029 € 834 29 1863

~ Higadoy v. biliares. 1045 33 788 27 183
Esodfago 1210 38 568 20 1778

 Vejiga 1083 33 356 12 1409
Linfoma No Hodgkin 749 24 595 20 1344

" Encéfalo_SNC | 719 23 | 572 20 1292 |
Vesicula 499 1,6 765 2.6 1266

~ Ovario | 00 | 18 38 118 |
Otros 4113 13,1 2959 102 7072

" Mal definidos 2010 64 1957 67 3973
TOTAL 31495 1000 | 29100 1000 60622

Tabla 1.1 Mortalidad en hombres y mujeres de cancer de Argentina 2014. Distribucion absoluta y
relativa de los principales sitios tumorales. Fuente: SILVER / INC en base a datos de la DEIS (Direccion

de Estadisticas e Informacion en Salud). Ministerio de Salud de la Nacion, Argentina, 2016.

Para entender las bases moleculares del cancer, el mecanismo de accion de los
agentes quimioterapicos y los mecanismos de la quimio resistencia es necesario conocer
los procesos bioldgicos que regulan el CC y la apoptosis. En condiciones normales
existe un equilibrio entre la proliferacion celular y la apoptosis, pero en el céancer
aparecen mutaciones que dan lugar a la activacion de oncogenes (codifican proteinas del
CC que favorecen la proliferacion celular) o a la inactivacion de genes supresores
(codifican proteinas que frenan el CC). De este modo el equilibrio se rompe y la balanza
se inclina hacia la proliferacion desenfrenada y la inmortalizacion de la linea celular. El

cancer se define no sélo por la inmortalizacion de las células sino también por la
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Capitulo 1

capacidad invasora local y a distancia, para lo cual son necesarias mutaciones
adicionales. Aquellas mutaciones que favorezcan la angiogénesis mediada por los
factores de crecimiento VEGF y PD-EDGF y la adhesion intercelular o a membranas
basales mediada por las cadherinas E, integrinas, cateninas y otras moléculas de
adhesion (genes car y nm-23) seran decisivas en la agresividad local y la capacidad

metastasica del tumor.

2.1. Ciclo celular.

El ciclo celular es el conjunto de eventos que van desde el nacimiento y el
crecimiento hasta la division de una célula cualquiera; es decir, la proliferacion celular
propiamente dicha. Este ciclo regula la division celular y es fundamental tanto para
generar nuevas células en el desarrollo embrionario como para reemplazar las células

dafiadas en un 6rgano adulto.

El CC se encuentra dividido en cuatro fases morfolégicamente no muy bien
diferenciadas, pero molecularmente bien delimitadas y en el siguiente orden secuencial:
fases Gi, S, G2 y M. Las fases G1 y G2 (gap o intervalo) implican una actividad
metabdlica para el crecimiento en masa de la célula (Figura 1.1). En la fase G1 o de pre-
sintesis se producen ARN vy proteinas mientras que en Gz o de post-sintesis el nicleo se
organiza para la division celular. Por su parte la fase S (sintesis) consiste en la
replicacion del ADN para heredar a cada célula hija la misma carga genética. La fase M
(mitosis) o de division celular como su nombre lo indica es la division de todo el
material celular para originar dos células hijas. La duracion completa de este ciclo varia
con el tipo de célula de que se trate y de las condiciones del medio en el que se
encuentre. Cuando la célula no esta en actividad proliferante se encuentra en estado de
quiescencia 0 Go, pero conservan la capacidad de reiniciar el ciclo para repoblar un
tejido.

Las moléculas reguladoras del CC son universales y estdn muy conservadas durante
la evolucion. Distintas proteinas (Figura 1.2) ejercen el control en la entrada y la
progresion de las células a lo largo de las fases del ciclo.*®
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Figura 1.1 Fases del ciclo celular.

La progresion del CC en los organismos eucariotas esta regulada por la formacién
secuencial y la activacion e inactivacién de un conjunto de moléculas. Estas moléculas
implican a dos grandes familias de proteinas que son las quinasas dependientes de
ciclina (CDKs) v las ciclinas (Figura 1.2). Las ciclinas (proteinas que sélo se expresan
en el CC) activan a las CDKs uniéndose al sitio activo. Ademas de esta serie de
reguladores positivos del ciclo celular (CDKs vy ciclinas), existe una familia de
reguladores negativos denominados inhibidores de las CDKs (CDKIs) que bloquean la
actividad de uno o varios complejos CDK/ciclina, asi como las CDKs propiamente
dichas.

Protein-kinasas dependientes de ciclinas (CDKs): fosforilan elementos claves en
la progresion del CC. Para ser activas requieren unirse a las ciclinas. Hay tres tipos:
CDKs G; (CDKs 4, 6y 2), CDKs fase S (CDK2) y CDKs mitoticas (CDKs 2 y 1).

Ciclinas: proteinas que se unen a las CDKs y controlan su capacidad de fosforilar.
Se denominan ciclinas porque se sintetizan y degradan durante el CC. Hay al menos 6
tipos de ciclinas distintas en mamiferos: A, B, C, D, E, F. Se clasifican ademas en:
ciclinas G1 (D1, D2, D3y E), ciclinas fase S (A 'y E) y ciclinas mitéticas (A y B).

Inhibidores de las CDK (CDKIs): existen dos familias de CDKIs, la familia del
inhibidor de la CDK4 (INK4) y la familia de la proteina inhibidora de CDK (CIP/KIP).
Las proteinas de la familia INK4 inhiben especificamente a la CDK4 y la CDKG6 en Gy,
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mientras que los inhibidores de la familia CIP/KIP inhiben a las CDKs en todas las

fases del ciclo.

Proteina del retinoblastoma (pRb) y factor de transcripcion E2F: la pRb forma un
complejo con miembros de la familia del factor de transcripcién E2F. Cuando la pRb es
fosforilada por las CDKs se libera el E2F, que induce el paso de Gi a S al activar la
maquinaria de sintesis del ADN.

Factor de maduracion-promocion (maturationpromoting factor o MPF): protein-
kinasa que en la meiosis induce la maduracion de los oocitos, y en la mitosis interviene
en la transicion de G2 a M. Una vez activado por las ciclinas, fosforila proteinas
implicadas en la rotura de la membrana nuclear, la condensacion de los cromosomas y

la degradacion de las ciclinas.

Complejo promotor de la anafase (anaphase-promoting complex o APC):
recientemente descubierto, es capaz de iniciar la separacion de las cromatides hermanas

en la anafase, favoreciendo la progresion de la fase M.

Ubiquitinas y proteosomas: las ubiquitinas son pequefias proteinas que por accion
de las enzimas activadora E1, conjugadora de ubiquitinas E2 y ubiquitin ligasa E3 se
adhieren a un sustrato haciéndolo susceptible de la protedlisis por un proteosoma. Los
proteosomas son complejos proteicos formados por multiples subunidades responsables
de la degradacién de las ciclinas y CKls una vez que han efectuado su accion
fosforiladora en cada fase. Una vez degradadas se hace irreversible la marcha atras del

ciclo.

Proteina p53 (gen supresor TP53): activa a la p21¢™!, CDKI que inhibe la
fosforilacion de la pRb impidiendo la liberacion del E2F, deteniendo el ciclo en Gy e
induciendo apoptosis. También puede detener el ciclo en G2 mediante la activacion de la
proteina 14-3-3c. Ademas, la p53 activa genes reparadores del ADN (mlh-1 y mlh-2)
protegiendo de mutaciones y confiriendo estabilidad genética.

Otras proteinas: factores de crecimiento, proteinas pro-mitoticas de la familia Bcl-

2, proteinas pro-apoptéticas de la familia Bcl-2.
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Figura 1.2 Moléculas reguladoras del ciclo celular.

En la Figura 1.2 se puede observar un esquema resumido de la maquinaria del
control del CC. El ensamblaje de las CDKs y las ciclinas constituye el ritmo que lleva a
la célula a avanzar por las distintas fases de su ciclo. Cuando una célula abandona su
estado de quiescencia en respuesta a los estimulos mitogénicos, tiene lugar una
induccion de la sintesis de ciclinas del tipo D que formaran complejos con CDK4 y
CDKG6. En la fase G; tardia se produce la sintesis y formacion de complejos ciclina E-
CDK2 cuya activacion es clave para la conclusion de esta fase y la entrada en la fase S.
En esta fase es cuando se expresa la ciclina A, siendo necesaria para que la maquinaria
de replicacién lleve a cabo la sintesis de ADN. En la fase G2 se producen complejos
ciclina A-cdc2, necesarios para iniciar los preparativos para la inminente mitosis.
También, en esta fase la actividad cdc2 es orientada hacia otros sustratos al formar

complejos activos con otras ciclinas (ciclina B-cdc2).

Es casi imposible resumir todos los tipos de alteraciones que existen en cada forma

de cancer conocida, pero ejemplificaremos algunos casos.
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La ciclina D se ha visto incrementada en multiples tipos de cancer, como el de
estbmago o el de esofago; las ciclinas A y E, por su parte, se sobreexpresan en
carcinomas hepatocelulares y su nivel de sobreexpresion se relaciona con la agresividad
de la enfermedad.3 La ciclina B se incrementa en casos positivos a los virus del
papiloma humano 16 o 18, los cuales son la principal causa de cancer de cervix en
mujeres.

El de gen p53 se encuentra mutado en la mitad de los canceres humanos conocidos
(de higado, piel, pulmon, etc.). Las leucemias mieloides son parte del otro cincuenta por
ciento donde no hay mutaciones en este gen.® La pérdida de la funcion de p53 deja a las
células sin un mecanismo para inhibir el desarrollo de tumores y, por lo tanto, frente a
un dafio al ADN que active un oncogen no podrian detener su ciclo proliferativo y

corregir el dafio o0 morir por apoptosis.

2.2. FArmacos antitumorales.

El objetivo ultimo de la terapéutica antitumoral es la eliminacion completa de toda
célula neoplasica mediante métodos quirdrgicos, radioterapicos y farmacoldgicos. La
quimioterapia es, en general, cualquier tratamiento médico basado en la administracién
de sustancias quimicas (farmacos). Dichos farmacos se denominan citotéxicos (matan
las células tumorales) o citostaticos (inhiben el crecimiento tumoral). Los principales
mecanismos de accidn de la quimioterapia se enfocan a:

1) Impedir el crecimiento de los vasos sanguineos que nutren el tumor

(angiogénesis).
2) Detener el proceso de division celular.
3) Provocar la muerte espontanea de la célula (apoptosis).

4) Impedir la division celular alterando la estructura de las células.

En la Figura 1.3 se indican esquematicamente los mecanismos de accion de la
qguimioterapia. La accion de los agentes antitumorales varia segln la dosis a la que se
administren. Debido a la inespecificidad de muchos de ellos su administracion afecta a
otras células y tejidos normales del organismo, sobre todo si se encuentran en division

activa.
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Figura 1.3 Mecanismos de accion de la quimioterapia.

Los farmacos antitumorales pueden clasificarse en funcién de su mecanismo de
accion o del momento en que acttan sobre el ciclo celular. En la Figura 1.4 se indica
una clasificacion de los farmacos y su diana de accion terapéutica. Algunos

medicamentos funcionan en mas de una forma y puede que pertenezcan a mas de un

grupo.
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Figura 1.4 Diana de accién de farmacos.

2.2.1. Agentes alquilantes.
Los agentes alquilantes impiden la reproduccion de las células al dafar su ADN.

Estos medicamentos se usan para tratar muchas clases diferentes de canceres,
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incluyendo el cancer pulmonar, de mama y ovarico, asi como la leucemia, el linfoma, la
enfermedad de Hodgkin, el mieloma mdltiple y el sarcoma. Debido a que estos
medicamentos dafian el ADN, pueden afectar a las células de la médula dsea, las cuales
son formadoras de nuevos globulos (células sanguineas). Por ejemplo, la
Ciclofosfamida se emplea en el tratamiento de linfomas y algunos tipos de leucemia y el

Melfalan se administra en el tratamiento del melanoma y céncer de ovario (Figura 1.5).

2.2.2. Antimetabolitos.

Los antimetabolitos interfieren con el crecimiento del ADN y del ARN al sustituir
elementos fundamentales de estas moléculas. Estos agentes dafian las células durante la
fase en la que se copian los cromosomas de la célula. Se usan cominmente para tratar
leucemias, cancer de mama, de ovarios y del tracto intestinal. Ejemplos son el 5-
Fluorouracilo (5-Fu) que se incorpora a la sintesis del ARN y la Gemcitabina que inhibe
la sintesis del ADN (Figura 1.5).

2.2.3. Antibioticos antitumorales.

Estos medicamentos no son como los antibidticos que se usan para tratar
infecciones. Ejercen su accion al cambiar el ADN dentro de las células cancerosas para
impedir que crezcan y se multipliquen. Las antraciclinas, como por ejemplo la
Doxorrubicina y la Daunorrubicina, son antibi6ticos contra tumores cancerosos que
interfieren con las enzimas involucradas en la replicacion de ADN durante el ciclo

celular y se usan ampliamente para tratar varios tipos de cancer (Figura 1.5).

2.2.4. Inhibidores de la topoisomerasa.

Estos medicamentos interfieren con las enzimas Ilamadas topoisomerasas, las que
ayudan a separar las hebras de ADN para que se puedan copiar. Los inhibidores de la
topoisomerasa se usan principalmente para tratar ciertas leucemias, asi como canceres
del pulmén, de ovarios y gastrointestinales. Los inhibidores de la topoisomerasa se
agrupan segun el tipo de enzima que afectan, inhibidores de la topoisomerasa | y Il.
Entre los farmacos que inhiben la topoisomerasa | se destacan el Irinotecan y el
Topotecan. El Etopésido y el Teniposido ejercen su accion antitumoral mediante la
inhibicion de la topoisomerasa Il (Figura 1.5).
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2.2.5. Inhibidores de la mitosis.

Los inhibidores de la mitosis son compuestos derivados de productos naturales.
Ejercen su accion al detener la division celular pero pueden dafar las células en todas
las fases al evitar que las enzimas sinteticen las proteinas necesarias para la
reproduccion de las mismas. Ejemplos de estos medicamentos son el Paclitaxel y la
Vinblastina (Figura 1.5).
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Figura 1.5 Formula quimica de farmacos utilizados como antitumorales.

3. Estrategias en la sintesis de compuestos anti-cancer.

Los heterociclos son componentes estructurales clave de muchos de los
medicamentos contra el cancer disponibles actualmente en el mercado. La ingenieria y
la razon de ser del disefio de farmacos estan estrechamente relacionadas con la
incorporacion estratégica de fragmentos heterociclicos con propiedades fisicoquimicas
especificas. La lipofilicidad, polaridad, solubilidad acuosa, potencia y la selectividad a
través de reemplazos bioisostéricos, pueden ajustarse en Ultima instancia hasta el punto
de alterar y condicionar los posibles mecanismos de accion de los farmacos para obtener
agentes dirigidos molecularmente.’

Por otra parte, las bases de datos de la FDA (Food and Drugs Administration) de
EE.UU. revelan la importancia estructural de los heterociclos nitrogenados en el disefio
y la ingenieria de farmacos. Cerca del 60% de farmacos de moléculas pequefias
contienen un heterociclo nitrogenado. Recientemente, Vitaku et al.2 compilaron
exhaustivamente la diversidad estructural, los patrones de sustitucion y la frecuencia de

heterociclos nitrogenados entre los productos farmaceuticos aprobados por la FDA.
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Cabe destacar que el numero promedio de atomos de nitrégeno por farmaco es de
alrededor de 2,3 mientras que, en los que contienen un heterociclo nitrogenado, se
evidencia un aumento de 3,1 &tomos de nitrdgeno por farmaco.

La capacidad de los heterociclos para participar en una amplia variedad de
interacciones intermoleculares, incluida la capacidad de donante/aceptor de enlaces de
hidrégeno, interacciones de sincronizacion, enlaces de coordinacion de metales y
fuerzas hidrofébicas y van der Waals, les permite unirse con enzimas en una multitud de
formas. Ademas, su amplia gama de tamarios de anillo y permutaciones estructurales les
permite coincidir con el rango estructural igualmente diverso de los sitios de union de
las enzimas. En definitiva, la dindmica estructural involucrada en heterociclos
nitrogenados (y otras clases de heterociclos), junto con aspectos fundamentales como el
tamafo del anillo y la aromaticidad, se traduce en una amplia gama de estructuras
quimicas mediante las cuales sus mecanismos moleculares de accion pueden variar
significativamente. Esto hace que la quimica de heterociclos sea una herramienta
importante para el descubrimiento de nuevas sustancias activas con un variado potencial

de aplicaciones.

Dado que los objetivos de la esta Tesis consisten en sintetizar derivados mono- y
di-heterociclicos de D-ribofuranosa y estudiar ademas su posible accién antitumoral, a
continuacion, se presentara un resumen de los anillos heterociclos que fueron
seleccionados para la sintesis de los compuestos con posible actividad antitumoral,
mostrando su efectividad como farmacoforos en drogas comerciales y especificamente

incorporados en compuestos con probada actividad antiproliferativa.

4. Anillos heterociclicos y su actividad farmacolégica.

4.1. Triazoles.

4.1.1. Anillos heterociclicos 1,2,3-triazélicos.

Recientemente, los 1,2,3-triazoles han ganado interés en el campo del

descubrimiento de nuevas drogas. El triazol es un anillo heterociclico interesante debido
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a que tiene una estructura cuya geometria es intermedia entre purinas y pirimidinas, una
alta polaridad y una buena capacidad para formar enlaces hidrdogeno. La reaccion
“click” descripta por Sharpless,® una cicloadicion azida-alquino catalizada por Cu (l)
(Cu-AAC), ha dado como resultado la produccién de una gran cantidad de 1,2,3-
triazoles 1,4-disustituidos en altos rendimientos, por lo cual esta reaccion fue
ampliamente aplicada al desarrollo de farmacos. Los anillos triazélicos son mas que
simples uniones pasivas; se asocian facilmente con dianas bioldgicas, a través de
enlaces de hidrégeno e interacciones dipolo. La sustitucion de enlaces amida por 1,2,3-
triazoles ha sido frecuentemente utilizada, demostrandose la versatilidad de este efecto
isostérico.!® Numerosos compuestos que llevan este grupo también son bien conocidos
por sus efectos terapéuticos y son comercialmente utilizados, como la Cefatrizina y el
Tazobactam (Figura 1.6). El carboxiamidotriazol es un boqueador de los canales de
Ca?*. Tiene una comprobada actividad antiproliferativa, antiangiogénica Yy
antimetastésica in vivo y muestra selectividad frente a numerosas lineas de células

tumorales in vitro, y actualmente se encuentra en Fase Clinica Il (Figura 1.6).

H O
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Cefatrizina Tazobactam Carboxiamidotriazol
antibiotico H2N antibacteriano

Figura 1.6 Estructuras de Cefatrizina, Tezobactam y del Carboxiamidotriazol.

Durante el periodo 2008-2017 se han realizado los principales avances en el uso
medicinal de este farmaco6foro. A continuacion, se presentan algunos ejemplos recientes
de compuestos con probada actividad antiproliferativa incorporando el anillo 1,2,3-
triazdlico en su estructura.

La reaccion Cu-AAC utilizando radicacion de microondas, fue empleada para
obtener una serie de nuevos hibridos de cumarina 1,2,3-triazolicos. Se sintetizaron los
azidometil derivados de cumarinas y se trataron con alquinos terminales aromaticos
(Tabla 1.2). Las muestras fueron evaluadas contra el adenocarcinoma del cuello uterino
humano (HeLa), el adenocarcinoma de colon (CaCo-2), la leucemia mieloide cronica en
crisis de blastos (K562) y en células del rifion canino Madin Darby (MDCK1). Aunque
los compuestos 1-4 mostraron los efectos citostaticos més altos, los derivados 5, 6y 8

con un sustituyente p-metoxifenil-1,2,3-triazolilo fueron los mas selectivos y los mas
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potentes en celulas K562 (5: Clso = 8,7 uM, 6: Clso = 7,5 uM, 8: Cl 50 = 9,8 uM2). El

compuesto 7 presentd un valor de Clso = 12,2 uM frente a la misma linea celular.

R1 R2 Rs
1 OH OH H
I 0O Ry
2 OH OH | p-OCHs
A
Rs | 3 OH OH | m-OCHs
0._0 R, Rs NN
N 4 OH OH 0-OCH3
N Rz DMF, tBuOH:H,0 1:1 5 OCHs H p-OCHj
Cu (0), CuSO, Mw, 80 °C

Na R, 6 H | OCHs | p-OCHs

7 H OH H
8 H OH | p-OCHs

Tabla 1.2 Derivados de cumarina 1,2,3-triazdlicos sintetizados con diferentes sustituyentes.

Hou et al. propusieron un esquema sintético conciso y eficiente para acceder
facilmente a una serie de nuevos derivados de &cido deshidroabiético unidos a 1,2,3-
triazol con grupos alifaticos y aromaticos.!* Evaluaron la actividad antiproliferativa in
vitro frente a cuatro lineas celulares de cancer humano diferentes, incluyendo ovario
(SKOV-3), prostata (PC-3) y mama (MDA-MB-231 y MCF-7), y vieron que la mayoria
de los hibridos exhibian actividades inhibidoras potentes con valores de Clso de
micromolar a submicromolar. Los estudios demostraron que 9, 10 y 11 (Figura 1.7), que
poseen diferentes sustituyentes en la posicion C-4 del resto de triazol, fueron eficaces
contra células MCF-7 en bajas concentraciones (Clso 0,8 £ 0,4; 1,4 + 0,4y 0,8 + 0,2
uM, repectivamente). Ademas, el derivado 11 mostr6 una actividad antiproliferativa de
amplio espectro con valores de Clsp entre 0,7 y 1,2 uM, mayores que el farmaco

comercial 5-Fu (valor Clso promedio 16,1 uM).

2 H
COOMe 9
Figura 1.7 Hibridos del &cido deshidroabiético-1,2,3-triazol mas activos.

Por otra parte, Bollu et al. integraron dos unidades farmacéforas, la 1,4-
benzoxazina y el 1,2,3-triazol, en una sola plataforma molecular, unidos por un propilo
y un resto lipofilico sobre el anillo triazélico. Dos compuestos 12 y 13 (Figura 1.8)

exhibieron actividades antiproliferativas contra cuatro lineas celulares HelLa (cervico-
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uterino), MIAPaCa (pancreatica), MDA-MB-231 (mama) y IMR32 (neuroblastoma)

con valores de Clso en el rango micromolar, mientras que 14 mostrdé una actividad

importante frente a las lineas celulares MDA-MB-231 and IMR32 (Tabla 1.3).1?

O
@;Nl 1,4-benzoxazina
o)

HelLa MIAPaCa | MDA-MB- IMR32
— cadena de propilo para unir 231
N, agente 12 20+05 2505 1,2+0,1 1,2 +0,06
- anticancerigeno
{ R Alifatico o arométic(f) } 13 01+03 0,15+ 0,09 1,1+0,08 0,71 +£0,07
para control de lipofilicidad
14 232+0,6 26+03 1,1+£0,04 1,4+0,06

OH
12 R= 13 Rz N 14 R= N

Figura 1.8 Estructura de los compuestos 12, 13y 14.

Tabla 1.3 Valores de Clso en pM para los compuestos 12,

13y 14.

4.1.2. Anillos heterociclicos 1,2,4-triazélicos.

Los 1,2,4-triazoles y sus derivados tienen un lugar distintivo en el campo de la

quimica médica y farmacéutica.’® Algunos de los farmacos comercialmente disponibles

en el mercado que poseen estos anillos nitrogenados se muestran en la Figura 1.9.
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O /L O /L /3 /L </NT/U\NH2
N N
N B N N \/N Z\ B /N N/N
N fN N fN N N HO
N O N N (0]
S \ S
Triazolam Alprazolam Etizolam OH OH
depresor del SNC ioliti hipnético
p ansiolitico P Ribavirina
N antiviral
N/Fg <\ \Tl\\l N \N/
N N )\
HO 4 N
N
H;C CH3 N N
N |
cl cl NC N O O =N NH
Hexaconazol Anastrazol Letrozol Rizatriptan
fungicida cancer de mama cancer de mama dolor de cabeza

Figura 1.9 Estructuras de farmacos comerciales conteniendo 1,2,4-triazoles.

Dado que algunos compuestos conteniendo 1,2,4-triazoles ya se utilizan en el
tratamiento de cancer de mama como el Anastrazol y el Letrozol (Figura 1.9), diversos
grupos de trabajo se han abocado al desarrollo de nuevos derivados 1,2,4-triazélicos

como potenciales anticancerigenos en los ultimos afios.
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Los 3-tio-1,2,4-triazoles derivados son parte importante de compuestos que
resultaron inhibidores de diferentes quinasas. Park et al.* exploraron las fosfatasas
Cdc25 como objetivos para la terapia contra el cancer. Dado que las Cdc25 actdan
controlando de las transiciones Gi1/S, G2/S y G2/M en el ciclo celular, estas fosfatasas
son reguladores centrales del ciclo celular. EI compuesto 15 exhibié una potente

actividad in vitro con un Clso menor a 10 uM (Figura 1.10).
HO

-N R OH
N \7/@/ R
s)\N N-N '}'_'11)\
HO I\ S
S Q e Oy
HO '
© Cl Rs 70
15 16 17

Figura 1.10 Estructuras de los compuestos 15, 16 y 17.

A partir de este compuesto lider, Park et al.™® sintetizaron una serie de derivados de
16 donde el derivado mas potente fue el 17 con valores de Clso de 4,7 y 2,3 uM para las
fosfatasas Cdc25a y Cdc25b, respectivamente.

Los modos de enlaces con los sitios activos de ambas fosfatasas fueron calculados
con el programa AUTODOCK. Uno de los a&tomos de nitrogeno del anillo triazélico
forma un enlace de hidrégeno con el grupo guanidinio de cadena lateral del residuo de
Arg alrededor del sitio activo (Arg436 en Cdc25A y Arg479 en Cdc25B). (Figura 1.11).

Figura 1.11 Los modos de enlace calculados de 17 en los sitios activos de (a) Cdc25A y (b) Cdc25B. Los
atomos de carbono de la proteina y el ligando estan indicados en verde y celeste, respectivamente. Cada

linea punteada indica un enlace de hidrégeno.

Zhang et al.'® sintetizaron 28 derivados de 1,2,4-triazoles conteniendo piridina

como posibles inhibidores de quinasas y agentes antitumorales. EI compuesto 18
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(Figura 1.12) demostro ser un inhibidor eficaz contra lineas celulares HCT116 y HepG2
con valores de Clso de 8,17 y 7,04 uM, respectivamente, mientras que el compuesto 19

mostrd una potente actividad contra la linea celular HCT116 (Clso = 1,99 uM).

Br
N—N H
N—N 7
I\ N~N
/ N N)\S [ N ! »\5/\\( /\Q\Br
N N N (0] HO
Br
Br
18 @ 19

Figura 1.12 Estructuras de los compuestos 18 y 19.

Xu et al.l” informaron la sintesis de series de N-(4-hidroxi-3-mercaptonaftalen-1-il)
amidas y las examinaron in vitro por su actividad antiangiogénica. Por estudios de
relacién estructura-actividad, se observd que la presencia de grupos atractores de
electrones en el anillo aromético y el anillo 1H-1,2,4-triazol eran responsables de la
actividad de inhibicién de citotoxicidad y quinasa. EI compuesto mas prometedor de la
serie con un grupo orto nitro en el anillo aromatico (20, Figura 1.13), mostré actividad
inhibidora significativa en la proliferacion de células HUVEC, A549, K562, PC-3,
HCT116, MDA-MB-231 y MCF-7 (con valores de Clso de 2,8-52,5 uM).

NO,
HN" o

OO N
)
A\
S/(N,N

OH H
20

Figura 1.13 Estructura del compuesto 20.

4.2. Isoxazoles.

Otro heterociclo de gran interés para los quimicos y especialmente farmaco6logos, es
el 1,2-oxazol o isoxazol, debido a su relativamente facil sintesis. Estructuras
conteniendo anillos isoxazolicos presentaron importantes actividades biologicas y la
modificacion estructural de sustancias incorporando isoxazoles derivo en el

descubrimiento de nuevos farmacos (Figura 1.14).18
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Figura 1.14 Estructuras de farmacos comerciales conteniendo anillos isoxazolicos.

Particularmente, nos vamos a enfocar en los derivados isoxazélicos que mostraron
actividad como antitumorales.

Sharp et al.1® sintetizé y describio las propiedades del isoxazol 21 como inhibidor
de la chaperona Hsp90, una proteina de choque térmico (Heat Shock Proteins) (Figura
1.15). La potencia antiproliferativa celular media del derivado 21 para una variedad de
lineas celulares de cancer humano (lineas de melanoma, cancer de colon, de ovario y de
mama) fue Glso 78 + 15 nM.

21 Luminespib

Figura 1.15 Estructuras de Luminespid y el compuesto 21.

El prometedor avance de este tipo de agentes derivo en la bisqueda de nuevos
inhibidores. Cambios de sustituyentes sobre los anillos aromaticos permitié encontrar
una resorcinil-isoxazol-amida (Luminespib), que se encuentra actualmente en Fase Il de

ensayos clinicos. Eccles et al.?% describieron sus propiedades bioldgicas y demostraron
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su capacidad para inhibir la proliferacion de células tumorales por induccion de la
detencion de Gi1-G2 y la apoptosis. EI compuesto es activo para una amplia gama de

lineas de células tumorales, especialmente cancer de mama.

Por otra parte la Hsp27, forma parte de un conjunto de proteinas que se generan
cuando se encuentran en un medio ambiente que provoca cualquier tipo de estrés. En
muchos cénceres diferentes se observa una elevada expresion de Hsp27 y por ende se
sospecha que dicha proteina aumenta el potencial metastasico de las células tumorales.
Shin et al.?* mostraron que el isoxazol 22 (Figura 1.16) inhibia la migracion e invasion
de la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 sin efectos citotdxicos. El
reemplazo del bromo por un grupo metoxilo derivd en el compuesto 23, que presentd
una actividad antimigratoria dos unidades menor que el 22. Se demostré que el derivado
23 se unia a Hsp27, bloqueando la quinasa C-dependiente de la fosforilacion de esta

proteina e inhibiendo asi la migracion de células tumorales.

OH

24 OCHj3

Figura 1.16 Estructuras de los compuestos 22-25.

Un producto natural, la combretastatina A-4 (24, CA4), parece ser un agente
antimitotico muy prometedor. CA4 es capaz de inhibir la polimerizacion de tubulina y
tiene una actividad antivascultiva selectiva hacia tumores sin afectar tejidos normales.
Un analogo de CA4 muy prometedor fue descripto por Kamal et al.?? El isoxazol 25
(Figura 1.16) mostro un valor Glsg de 0,18 uM en un ensayo citotdxico contra la linea

celular A549 (linea celular de cancer de pulmén humano).

Bis-isoxazoles derivados de azepinas fueron descriptos por Rajanarendar et al.® En
este caso se encontraron dos compuestos 26 y 27 (Figura 1.17), que presentaron
actividad antiproliferativa contra dos lineas tumorales de cancer de mama MCF-7 (Clso
12,45 y 10,20 uM, respectivamente), MDA-MB-231 (Clsp 10,32 y 18,25 uM,
respectivamente) y una linea de células epiteliales de cancer de rifion humano HEK-293

(Clso 30,23 y 10,26 uM, respectivamente). Sus actividades eran generalmente mas altas
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que las del farmaco de referencia cisplatina (Clso: 12,25 puM, 24,16 uM, 40,40 uM,

respectivamente para las tres lineas testeadas).

26 = Ar: 2-furil
27 = Ar: 2-tienil

Figura 1.17 Estructuras de los compuestos 26 y 27.

La introduccion de un anillo isoxazol unido a la posicion 4 de una quinazolina,
gener0 cuatro posibles candidatos (28, 29, 30, 31), que resultaron activos frente a tres
lineas celulares A549 (céancer de pulmon), HCT116 (céncer colorrectal) y MCF-7
(cancer de mama) en el rango de micromolar. Dos compuestos (32, 33) resultaron
mucho mas potentes frente a la linea celular HCT116 que el Gefitinib, un farmaco que
presenta como nucleo central un anillo quinazolinico utilizado clinicamente como

agente anticanceroso (Tabla 1.4).24

Compuesto R1 R2 Rs Ra
28 H H Ph 2-Cl
29 OCH;3 | OCHsz | ClI 4-CHs
R, 30 OCHs | OCHsz | CI 2-Cl
", 31 OCHz | OCH3 | CI | 2,4-diCl
32 H H Ph 4-Br
33 H H Ph | 4-OCHs

Tabla 1.4 Derivados de quinazolinas con un anillo isoxazolico en la posicién 4.

4.3. lsoxazolinas.

Algunos productos naturales conteniendo A’—isoxazolinas presentaron interesantes
actividades como antitumorales.?® Por ejemplo, el metabolito Psamaplysin E (Figura
1.18) fue aislado de un extracto metandélico de la esponja Pseudoceratina Purpurea y de
los extractos combinados de metanol y metanol/diclorometano de la esponja Aplysinella
strongylata. Psamaplysin E fue significativamente citotoxico contra KB (carcinoma
epidermoide oral, humano) y LoVo (adenocarcinoma de colon) pero ademas contra P-

388 (célula de leucemia murina) con un Clso de 2,1 pg/ml.
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ZT
by

Br

Figura 1.18 Estructura del Psamaplysin E.

La introduccion de este anillo heterociclico en compuestos biolégicamente activos
genera derivados con mayor actividad. Asi, los analogos isoxazolinicos 34 y 35 de CA4
(Figura 1.19),%° mostraron una potente actividad apoptética a concentraciones menores

de 0,25 uM y por un mecanismo diferente al del compuesto de partida.

OMe HO OMe HO

Figura 1.19 Estructuras de los compuestos 34 y 35.

Kamal describid la sintesis de derivados que resultaban de la union ente la unidad
3,5-diaril-isoxazolina/isoxazol 'y el  sistema de anillos  pirrolo[2,1-
c][1,4]benzodiacepinas.?’ Si bien tanto los derivados isoxazolinicos como los
isoxazoOlicos mostraron importantes actividades antiproliferativas frente a nueve
diferentes lineas celulares con valores de Glso en el rango de 0,1-2,5 uM, las
isoxazolinas resultaron mas interesantes. Los compuestos 36 y 37 (Figura 1.20) fueron
evaluados en el Instituto Nacional del Cancer (National Cancer Institute, Bethesda,
EE.UU.) exhibiendo una potente actividad anticancerigena contra diversas lineas
celulares de céancer, indicando que estos compuestos tienen el potencial para su
desarrollo como agentes anticancerigenos de amplio espectro.

OCH,4

H3CO
H3CO
H3CO O o o N= O
O ) HaCO
HaCO OCH3H;CO N OCH; H3CO
0
36:n=4 37:n=3
38:n=4

Figura 1.20 Estructuras de los compuestos 36, 37 y 38.
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Sin embargo, cuando se estudid el ciclo celular de la linea tumoral A375 de
melanoma humano, se observé que los compuestos 37 y 38, a una concentracion de 4
uM y durante 24 h, inducian la apoptosis hasta 98,5 % y 95,3 % respectivamente de la
fase Go/G1 y hay una disminucién concomitante en la fase G2/M. Por lo tanto, el
aumento en las células de la fase Go/G1 y la disminucion de las células de fase G2/M
demuestra claramente que estos compuestos causan la detencion de la fase Gy y son
eficaces en causar apoptosis en el caso de células A375 cancerosas. Ademas, el
compuesto 38 elevaba los niveles de p53, un gen supresor de tumores.

Filali et al. describieron la sintesis de isoxazolinas derivadas de harmina (Figura
1.21) y evaluaron su citotoxicidad in vitro contra las lineas celulares MCF7 (c&ncer de
mama) y HCT116 (cancer de colon).?® Algunas de ellas resultaron ser potentes
inhibidores de la MCF7 siendo el compuesto 39 el mas citotoxico (Clsg de 0,2 uM), mas

potente aln que el patron utilizado la Doxorubicina (Clso de 0,8 uM).

N/
— \o N
N/ 0
"o N "N s
Harmina Doxorubicina

H,N  OH

Figura 1.21 Estructuras del compuesto 39, y de la Doxorubicina.

4.4. Oxadiazoles.

Los oxadiazoles son compuestos versatiles para el desarrollo de potentes agentes
bioactivos. La presencia de estructuras heterociclicas en diferentes tipos de compuestos
aumenta su efecto farmacoldgico. Dentro del descubrimiento y desarrollo del farmaco,
el sistema anular 1,2,4-oxadiazol es un andamio privilegiado y los anillos oxadiazélicos
forman una parte esencial del farmacoforo en varios farmacos entre los que podemos

mencionar el Ataluren, Brendon, Irrigor y Libexin (Figura 1.22).
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Figura 1.22 Estructuras de farmacos comerciales conteniendo 1,2,4-oxadiazoles.

Hay pruebas suficientes que avalan la eficacia anticancerigena de los derivados de
1,2,4-oxadiazol. En el afio 2015, Cai et al.?® disefid y sintetizo tres series de analogos de
hidroxamatos, 2-aminobenzamidas y trifluorometilcetonas, las cuales fueron probadas
contra tres lineas celulares de cancer humano, incluyendo A549 (pulmén), NCI-H661
(pulmon), y U937 (leucemia). La mayoria de los derivados presentaron altas actividades
antiproliferativas contra la linea celular humana de leucemia mieloide aguda U937. El
compuesto 40 mostrd tener una actividad antiproliferativa contra U937 mayor que el
compuesto lider (Vorinostat) mientras que 41 y 42 presentaron una actividad

antiproliferativa similar o mayor al mismo (Figura 1.23).

H 2 0
N\ﬂ/\/\/\)j\N,OH OZN@NWN’OH
o : o :

\ -
Vorinostat (ICs, 2,83 uM) 40 (IC5 0,29 uM)
e} O
\Y
N-O Ho Nh, N-O
41 (IC5 0,73 pM) 42 (IC5 0,41 uM)

Figura 1.23 Estructuras de Vorinostat y los compuestos 40, 41 y 42.

En trabajos previos, se detectd al 3-(4-cloro-fenil)-5-(3-cloro-tiofén-2-il)-[1,2,4]-
oxadiazol (43, Figura 1.24) como un compuesto lider utilizando los métodos bioldgicos
de activacion de capasas e inhibicion de crecimiento celular. Utilizando como
metodologia estudios de relacion estructura y actividad, se determind que la presencia
de un grupo hidrofébico y pequefio sobre el anillo aromatico era fundamental para la

actividad y se reemplazé el grupo fenilo por un piridilo (44, Figura 1.24).
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Cl Cl
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Figura 1.24 Estructuras de los compuestos 43 y 44.

Glso (mmol/L) lineas celulares de cancer
Céancer de mama Otras lineas celulares Glso (mmol/L) lineas celulares normales
Compuestos
T47D SKBR-3 MX-1 DLD-1  H1299 P388 HUVEC RWPE-1 HMEC
43 02%002 [ 05+0,13 | 0,12+0,04 | 880,11 [ >10 [ >10 >10 >10 > 10
44 0,64+0,18| 0,6+0,13 [ 0,04+0,01 | 04+0,06 | >10 | >10 > 10 > 10 > 10

Tabla 1.5 Valores de Clsp para los compuestos 43 y 44.

La identificacion del compuesto 44 es importante ya que puede estar involucrado en
el aumento de la apoptosis en células cancerosas sin efectos cuantificables sobre las
células normales (Tabla 1.5).%°

Recientemente, se encontrd que cinco derivados basados en la estructura 5-(5,7-
dimetilpirazolo[1,5a]pirimidin-3-il)-3-(piperazin-1-il-metil)-1,2,4-oxadiazol (45-49)
exhibieron una eficiente actividad contra células HeLa (Figura 1.25). Estos compuestos
resultaron tener una actividad mayor que el farmaco de referencia, el paclitaxel, con

valores de Clso menores a 10 pg/cm®.3!

Ni /\ 46 = HN Cl 48 = >/_©H:
N N-R - 3

Figura 1.25 Estructuras de los compuestos 52-56.

Las sirtuinas (Sirt) son una clase de enzimas, unas desacetilasas de histona NAD-
dependientes, y por lo tanto un objetivo para el tratamiento de enfermedades
neuroldgicas, metabdlicas y relacionadas con la edad, incluido el cancer. Sirt2 regula la
mitosis también a través de la desacetilacion de la a-tubulina. Moniot y col. sintetizaron
una serie de 1,2,4-oxadiazoles partiendo del compuesto lider 3-(4-clorofenil)-5-
(piperidin-1-ilmetil)-1,2,4-oxadiazol.3? Utilizando estudios de SAR se detectaron dos

compuestos 50 y 51 (Figura 1.26). Ambos compuestos se testearon contra diferentes
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lineas celulares de leucemia observandose que 51 era altamente potente contra celulas
NB4 a 10 uM y mostraba un 80% de apoptosis en células U937 a 50 uM. El compuesto
50 fue el mas eficaz (> 80%) como inductor de apoptosis a 25 uM en 3 de 5 lineas
celulares (NB4, K562 y MDA-MB-231).

Los compuestos 50 y 51 se ensayaron adicionalmente en un gran panel de células
de leucemia caracterizadas por diferentes genotipos (OCI-AML3, IMS-M2, OCI-
AML2, MV4-11, Kasumi-1, Karpass299). Entre las lineas celulares ensayadas, 50 fue
mas efectivo en detener el crecimiento de células Kasumi-1y NB4 a un valor Clso de 10
uM. En cambio, 51 mostré un efecto antiproliferativo méas reducido en general, pero con

una eficacia preferencial contra las lineas celulares de Karpass299, MV4-11 y NB4.

50 = -OCH,
51 = -Br

Figura 1.26 Estructura del compuesto 50 y 51.

4.5. Tiadiazoles.

Los 1,3,4-tiadazoles se han convertido en una clase importante de heterociclos y de
gran interés en las investigaciones debido a sus amplios tipos de actividad biolégica.
Este anillo forma parte de una serie de compuestos de uso comercial entre los que
podemos mencionar: el Megazol, la Acetazolamida, la Metazolamida y el Glybuzole
(Figura 1.27).

H
H3C
_ CH CH 3 o~_.N S
N-N s 3 N-N Hs \ ~g7
N7 IR SN o W S
N (e} W\
(0]
Megazol Acetazolamida Metazolamida Glybuzole
antichagasico diurético tatamiento de glaucoma antidiabético

Figura 1.27 Estructuras de farmacos comerciales conteniendo 1,3,4-tiadiazoles.

Hay muchos trabajos en literatura que muestran la importancia bioldgica que
presentan los derivados de 1,3,4-tiadiazoles.®® Ademas, muchos son los antecedentes de
derivados tiadiazolicos que presentan actividad antitumoral. Sobhi Gomha ha informado
una variedad de derivados 1,3,4-tiadiazdlicos y ha estudiado su actividad
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antiproliferativa. En un trabajo actual describe la sintesis de derivados 1,3,4-
tiadiazolicos con anillos tiazdlicos (Figura 1.28) e informa su actividad anticancerigena
contra la linea celular de cancer de higado humano HepG2. ElI compuesto mas activo
52, presento un valor de Clsg en el rango del cisplatino, un medicamento muy usado en

quimioterapia para el tratamiento de varios tipos de cancer.

QCH3

cH, < I Ph cl,  NHs
\ HN-N  STON S/\< PN
s N HNWN cl NH
s o0
Ph O  CHs
52 |Cgp = 1,61 % 1,92 pg/mL Cisplatino IC5¢ = 1,43 + 2,03 pg/mL

Figura 1.28 Estructuras de 52 y del Cisplatino.

En el afio 2016 el grupo de Gomha** sintetiz6 una serie de derivados 2-(2-(3-aril-5-
sustituidos-1,3,4-tiadiazol-2(3H)-ilidén)-hidrazinil)-4,4-difenil-1H-imidazol-5-(4H)-ona
y su actividad anticancer fue evaluada contra la misma linea celular HepG2. Los

compuestos 53-57 exhibieron una promisoria actividad con valores de Clso de 0,86,

1,02, 1,08, 1,17 y 1,44 uM respectivamente (Figura 1.29).

)IR\1 compuesto | R1 R | Rs
s” N 53 COOCHs |H |Cl
OGN o »N_ [
Phi >N 54 CONHPh [CI |ClI
ph” N 55 COCHs H NO,
R
: 56 CONHPh |H | cCl
Figura 1.29 Estructuras los compuestos 53-57. 57 COCHs cl

Durante el mismo afio informo la sintesis de una novedosa serie derivados de 3-
heteroarilindoles y su actividad antitumoral frente a una linea celular de cancer de
mama, la MCF-7 (Tabla 1.6).>°® Varios compuestos (58-60) presentaron una actividad

significativa (Figura 1.30) y similar al estandar doxorubicina (Clsp = 0,75 uM).

NC B S\II/X Compuesto X 1Cso (M)
HsC_ HN NN 58 COCHs 2,04
—NOPh 59 COOCHs | 1,01
/N\ 60 CONHPh | 127

Tabla 1.6 Valores de Clsp para los

Figura 1.30 Estructuras de los derivados de compuestos 58 a 60.

1,3,4-tiadiazoles 3-heteroarilindoles.
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5. Andlogos de nucledsidos.

Numerosos analogos de nucledsidos han sido disefiados con propositos
medicinales. Muchos de ellos han sido utilizados clinicamente como antivirales para el
tratamiento de los virus de inmunodeficiencia humana (HIV), hepatitis B (HBV),
herpex simples (HSV), hepatitis C (HCV) o como anticancerigenos contra diferentes
lineas tumorales. El desarrollo de nuevas drogas para el tratamiento de enfermedades
tales como el cancer, es de suma importancia debido a la agresividad y a la rapida

resistencia a farmacos que presentan estas enfermedades.

Después de la aparicion de resistencia a los medicamentos y la reincidencia como
resultado del tratamiento con inhibidores especificos de una sola de las etapas en la
evolucion tumoral, se han desarrollado actualmente moléculas que interfieren
simultdneamente en mas de una de estas etapas. Asi, una serie de compuestos
“multitarget” (multiblancos) estan actualmente en ensayos clinicos o en la practica
clinica, como la Gemcitabina que inhibe la ADN-polimerasa y a la vez, es un potente
inhibidor de la ribonucledtido reductasa® o la Clofarabina que actia inhibiendo
directamente la sintesis del ADN y la ribonucle6tido reductasa e induce ademas la
apoptosis (Figura 1.31).37:%

NH, H,N

=N
SN N
\ )\ Il
HO ﬁl\l\/go HO QN N
(0] (0]
OH F F
Gemcitabina Clofarabina

Figura 1.31 Estructuras de la Gemcitabina y la Clofarabina.

Por otra parte, la diversidad estructural de los miméticos de nucle6sidos con
actividad anticancer sugiere que cualquier nuevo andlogo de nucleosido vale la pena ser
explorado. El descubrimiento de analogos de nucledsidos clinicamente utiles
conteniendo una base heterociclica de cinco miembros tales como la Ribavirina,
Bredinina o el compuesto 61°° ha dado origen al desarrollo de nuevos anélogos de

nucleodsidos que no contienen bases naturales (Figura 1.32).
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Figura 1.32 Estructuras de la Ribavirina, la Bredinina y el compuesto 61.

El nucleo 1,2,4-triazol estd presente en una variedad de compuestos anticancer
estructuralmente diferentes. Ha sido ampliamente utilizado en nucledsidos que
resultaron ser inhibidores de quinasas, moduladores de tubulinas, inhibidores de
sulfatasas y aromatasas y agentes antitumorales basados en complejos metéalicos.

Derivados de la ribavirina fueron ampliamente estudiados encontrandose algunos

compuestos que resultaron tener variadas e importantes actividades antiproliferativas.

Ar

HN
FsC OCH, N OCH,
~ L \ T3
I "o N NH, AcO N o
AcO
] :o:

7
_ (I l¢)
N—N
HO N\N>\<O
k °© ; OAc OAc
OAc OAc
62 OH OH 65 Ar=4-CH3CgHy

63 R = C5H11 66 Ar= 4-C|CGH4
64 R= C7H15

Figura 1.33 Estructuras de los compuestos 62-66.

Wan et al. encontraron que el ribonucedsido sustituido con un grupo ariletiniltriazol
62 era un potente inductor de apoptosis in vitro e in vivo, exhibiendo una importante
actividad antiproliferativa contra la linea celular de cancer pancreatico MiaPaCa-2
(Figura 1.33).%° Cuando 62 se administro via intraperitoneal una vez cada 3 dias durante
4 semanas consecutivas, se redujo significativamente el volumen del tumor MiaPaCa-2
en un 60% después de solo dos semanas de tratamiento. En la basqueda de mejorar la
actividad posteriormente se informé la sintesis de los derivados 63 y 64 siendo este
altimo el mas potente de la serie.** EI mismo grupo sintetizo ribonucleésidos derivados
de N-ariltriazoles, investigando su actividad antiproliferativa contra diferentes lineas
celulares: Capan-2 y MiaPaCa-2 de cancer pancreatico humano y PC-3 de cancer de
préstata. Dos compuestos 65 y 66 exhibieron significativa actividad anticancer contra
MiaPaCa-2 (58,6 + 1,7 y 43,8 + 1,6, porcentaje de proliferacion celular con una dosis de

50 uM) con un mejor perfil de actividad comparado con el estandar gemcitabina (70,4 +

Pdgina | 27



Cadncer: ciclo celular y compuestos antitumorales

3,4).%2 El estudio mecanistico demostré que el modo de accion primario de estos
compuestos para el efecto anticancerigeno era la induccion de apoptosis dependiente de
caspasa desregulando la expresion de la proteina HSP27 y aumentando asi la
sensibilidad celular a las drogas*® a diferencia de la gemcitabina que actua inhibiendo la
sintesis del ADN.

Por otra parte, se ha evidenciado en los ultimos tiempos una gran tendencia a
sintetizar moléculas con dos o mas anillos heterociclicos. Es valido destacar que
independientemente de su accion, estos productos di-heterociclicos se encuentran entre
los mas potentes.** En este campo, el anillo triazolico es nuevamente una eleccion
frecuente pues se cree que, dado su alto momento dipolar, puede favorecer
interacciones, ademas de su resistencia relativa a la degradacién metabolica. En general,
se observd que la introduccién de un anillo triazolélico en nucledsidos mejora su
bioactividad como agentes antitumorales y/o aplicaciones antivirales. Asi, Calenbergh y
col. sintetizaron por reacciones de cicloadicion un set de derivados 1,2,3-triazélicos del
AZT (Figura 1.34) que resultaron ser efectivos como inhibidores de la timidina quinasa
mitocondrial 2 (TK-2) (compuestos 67 y 68).% Por otra parte, los 2°,3’,5’-tridesoxi-
2’,3’-dietanotio-5’-triazoloribonucleosidos han mostrado ser inhibidores de un amplio
rango de lineas celulares tumorales. En particular el compuesto di-heterociclico 69
resulto citotoxico contra tres células tumorales testeadas: HepG2, A549 y Hela.*® Otro
ejemplo es el compuesto 70 (Figura 1.34) que posee actividad antitumoral contra un
amplio espectro de lineas celulares, mostrando mayor citotoxicidad que la droga control
Floxuridina hacia las lineas celulares HepG2, ALC y HelLa.*

1* “ﬁ*

O

‘ NH
N N/&O

o 0 R F
) k_? N o
SEt SEt SEt SEt
69 70 Floxuridina
Flgura 1.34 Estructuras de los compuestos 67-70 y la Floxuridina.

Una nueva serie de derivados de teofilina conteniendo 1,2,3-triazoles fue
sintetizada y evaluada como antitumorales.*® Los resultados mostraron que los

compuestos 71 y 72 (Figura 1.35) exhiben un efecto citotoxico significativo sobre las
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cuatro lineas celulares cancerosas seleccionadas a saber: pulmon (A549), colon (HT-
29), mama (MCF-7) y melanoma (A375) con valores Clso de 2,56, 2,19, 1,89, 4,89 uM
y 3,57, 2,90, 2,10, 5,81 uM respectivamente.

OJ OJ

Figura 1.35 Estructuras de los compuestos 71y 72.

Para reforzar los experimentos in vitro, estudios de docking realizados sobre las
proteinas VEGFR2, EGFR, Caspase 3 y ciclina A, que regulan la proliferacion celular
en diversas etapas en estos tipos de cancer, mostraron una importante afinidad de unién

con los compuestos sintetizados 71y 72.

Anillos isoxazoélicos han demostrado aumentar la actividad de analogos de
nucledsidos. Asi, 73, 74 y 75 (Figura 1.36) presentan una alta actividad contra dos
lineas de células cancerosas: la NUGC-3 (estomago) y PC-3 (prostata).*® Ademas, los
compuestos 73 y 74 resultaron ser entre 2 y 4 veces mas activos que la ribavirina contra

tres virus ARN.%

2\
N
73 R =-C(CHj3); NH,
74 R =-CH(CHs), % N
75 R = -(CHy)sCHs o N1 JN
fe) N
OH OH

Figura 1.36 Estructuras de los compuestos 73 - 75 y 76.

La introduccién de oxadiazoles en la nucleobase de analogos de nucledsidos genero
compuestos activos como por ejemplo 76 (Figura 1.36), un potente inhibidor de la
replicacion del virus de la hepatitis C in vitro (CEso 1,9 uM) que se fosforil6 in vivo de
manera eficiente. Estas propiedades, junto a los altos niveles de potencia antiviral de 76,
comparable o superior a la de otros inhibidores, ofrecen una gran promesa para su

desarrollo futuro.®t
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Capitulo 2

Métodos de obtencidon de los anillos heterociclicos

1. Generalidades.

Los heterociclos son sistemas ciclicos con al menos dos elementos diferentes como
miembros del anillo. La mayoria contiene al menos un atomo de carbono, y uno o mas
heteroatomos. !

En particular, los azoles son heterociclos arométicos nitrogenados de cinco
miembros que contienen al menos un heteroatomo adicional (N, O, S) que son
importantes en numerosas aplicaciones en la industria farmacéutica y en la sintesis
organica de moléculas complejas.?®

En el siguiente Capitulo se presentaran una resefia de las rutas sintéticas mas
comunmente utilizadas para la obtencién de 1,2,3-triazoles y 1,2,4-triazol-3-tionas,

isoxazoles e isoxazolinas y 1,2,4-oxadiazoles, heterociclos sintetizados en esta Tesis.

2. Triazoles.

Los triazoles son anillos heterociclicos de cinco miembros que contienen dos
atomos de carbono y tres de nitrogeno. Forman un par de compuestos quimicos
isoméricos (Figura 2.1).% En el afio 1885, Bladin fue el primer cientifico que le dio el
nombre de “triazol” a los anillos de carbono y nitrogeno de férmula molecular CoN3H3

y describi6 algunos derivados triazolicos.’

NH
I A
N’/N \?N

(1,2,3-triazol ) (1,2,4-triazol )

Figura 2.1 Estructura de 1,2,3-triazol y 1,2,4-triazol.
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2.1. Antecedentes en la sintesis de 1,2,3-triazoles.

En las Gltimas décadas ha crecido el interés en la sintesis de compuestos
conteniendo 1,2,3-triazoles debido a sus importantes aplicaciones en la industria
farmacéutica. El anillo triazélico no solo es esencial para la actividad biologica, sino
que actia como isostero del enlace amida. En el afio 1960 Huisgen fue el primero en
estudiar la sintesis de 1,2,3-triazoles,® dando lugar a la cicloadicion 1,3-dipolar que lleva
su nombre y que involucra la reaccion de un alquino y una azida para formar dos
regiosiomeros triazolicos 1,4- y 1,5-disustituidos.® Con el fin de poder controlar la
regioselectividad de la reaccion, posteriormente se desarrollaron numerosas
metodologias que involucran metales de transicion. Asi, la reaccion de cicloadicion
azida-alquino catalizada por cobre (Cu-AAC) desarrollada simultaneamente por
Sharpless® y Meldal*! permitieron obtener selectivamente el 1,4-regioisomero, mientras
que la cicloadicion catalizada por rutenio lleva a la formacion del regioisémero 1,5-
disustituido (Esquema 2.1).12% A partir de entonces, se describieron varias estrategias

para lograr un mejor control de la regioselectividad y de las condiciones de reaccion.

1_N_ 1N
RSN R
A \:Q )5:/
R R
1,4-regioisébmero  1,5-regioisémero
H R R‘1’N°N
+ Cu-AAC .
ooN [ \_Q
Rﬁ,N’ R
1,4-regioisémero
1 N
R\N N
Ru-AAC \—/
5

1,5-regioisbmero

Esquema 2.1 Regioselectividad de la cicloadicién 1,3-dipolar entre una azida y un alquino.

La sencillez y versatilidad de esta reaccion “click” permitié su aplicacion en el
campo de la quimica medicinal y la quimica bioldgica.!* Desafortunadamente, los
metales de transicion tienen una aplicacion limitada en sistemas bioldgicos debido a su
toxicidad. Esta situacion ha impulsado el desarrollo de meétodos sintéticos libre de

metales.
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Por otra parte, las propiedades quelantes de los triazoles fueron estudiadas por
Struthers et al.’® observandose que son ligandos estabilizantes para varios metales
(como Pd, Cu, Zn)® en catalisis, incluyendo la aplicacion como radiofarmacos.

2.2. Sintesis de 1,2,3-triazoles 1,4-disustituidos.

La Cu-AAC es la metodologia de la quimica “click” mas ampliamente utilizada
debido a su simplicidad y alta selectividad.’® EI mecanismo de reaccion ha sido
estudiado en profundidad.'”!8 Se utilizan sales de cobre (1) o cobre (II) en presencia de
un agente reductor en un solvente organico o una mezcla de agua y alcohol tert-butilico
a temperatura ambiente. Sharpless y col.1° demostraron que la preparacion in situ del
catalizador por reduccion de sales de cobre (II) con un agente reductor resulta méas
efectiva, mas barata y limpia que las sales de cobre (I). Kuang et al.'® encontraron
condiciones no-reductivas utilizando Cu(OAc). cuando el reactivo azidado contiene un
nitrégeno adicional que permite la formacion de complejos entre la azida y el nitrégeno
aumentando significativamente la velocidad de reaccion. Este aumento de velocidad
también ocurre cuando se agrega al medio tris(benciltriazolilmetil)amina como
cocatalizador. Debido a la toxicidad de las especies de cobre (I) para aplicaciones
bioldgicas, McNulty et al.?® comenzd a investigar sobre cicloadiciones azida-alquino
catalizadas por plata (I). En este tipo de reacciones se utiliza acetato de plata y un
ligando fosfano estable y se realizan a temperatura ambiente pudiendo aumentar la

temperatura hasta los 90 °C para mejorar el rendimiento.

2.2.1. Mecanismo de la Cu-AAC.

El mecanismo de reaccidn que se encuentra méas aceptado fue descripto por Worrell
et al. en el afio 2013 (Esquema 2.2).2! Los autores propusieron un mecanismo en donde
es necesaria la presencia de dos atomos de cobre en el complejo activo de la
cicloadicion. La Cu-AAC (con alquinos terminales) ocurre a través de un ciclo catalitico
de reacciones: (i) la generacion in situ de un acetiluro de cobre unido por un enlace o;
(ii) el reclutamiento de un segundo atomo de cobre unido por un enlace =, formando el
complejo activo catalitico; (iii) la coordinacidn reversible de una azida organica al

enlace © de este complejo de cobre; (iv) el ataque nucleofilico del carbono  del
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acetiluro al N-3 de la azida para formar el primer enlace covalente C-N en la
generacion de un anillo cilico de cobre de seis miembros (el segundo &omo de cobre
actia como un ligando donor estabilizadante); y (v) la contraccion a un derivado
triazélico de cobre, seguida de protonolisis, que lleva a la formacion del producto

triazélico y cierra el ciclo catalitico.

N=N
N—-R?
R1J\( R'——H [Cu]?
H 1_|_ Cu]b
N [Cul] R \%
Vi) i)
N_ 2
N N-R [CulP
= R1-==—[CuJ?
R? [Cu] [Cu]
III
V) N
\ {\‘ [CU] v) (III
[CU] R / [Cu]a

Esquema 2.2 Modelo catalitico propuesto por Warrell para la Cu-AAC con dos dtomos de cobre.

2.3. Sintesis de 1,2,3-triazoles 1,5- y 1,4,5-sustituidos.

Los caminos sintéticos para la obtencion de triazoles 1,5- y 1,4,5-sustituidos de
manera regioselectiva se han ido desarrollando en la tltima década. Los catalizadores de
rutenio son los mas comdnmente utilizados para la sintesis de triazoles 1,5-sustituidos a

partir de una azida y un alquino (Ru-AAC).2

2.3.1. Mecanismo de la Ru-AAC.

El mecanismo de reaccion propuesto por Boren et al.?2 para la reaccion Ru-AAC se
encuentra esquematizado en el Esquema 2.3. El primer paso (i) comienza con el
desplazamiento de los ligandos para formar el complejo activado, que posteriormente
(ii) es convertido en un rutenaciclo, a través de un acoplamiento oxidativo de un alquino
y una azida. Este paso controla la regioselectividad de todo el proceso. El nuevo enlace
C-N se forma entre el carbono maés electronegativo y menos impedido estéricamente del
alquino y el nitrégeno terminal de la azida (iii). El intermediario metalaciclo luego
experimenta una eliminacién reductiva liberando el anillo aromaético triazélico y

regenerando el catalizador o el complejo activado (iv). Los catalizadores mas utilizados
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son los complejos de 7°-pentametilciclopentadienil rutenio [Cp*RuCl]. Las propiedades
cataliticas de estos complejos pueden ser atribuidas a la presencia del ligando rico en
electrones Cp*, que estabiliza los estados de oxidacion mas altos del centro metélico.
Los complejos de [Cp*RuCl], como por ejemplo [Cp*RuCl]s, Cp*RuCI(PPhz), vy
Cp*RuClI(1,5-ciclooctadieno), son especialmente activos y selectivos, llevando a la

formacion del triazol 1,5-disustituido con excelente rendimiento.

N’/N‘N’R2 R'——H
\:<R1 ﬁ. N\:ﬁ,NQRz
|‘L4 L
2 i) i) 2
CI‘RIUN//N Ru.\-R?
N-R Ci" %N

R1iv) \ﬁ/ y 3

civRu-\-R?
1
R N N

Esquema 2.3 Intermediarios propuestos en el ciclo catalitico de la reaccion Ru-ACC.

Los complejos de rutenio no son efectivos para sustratos que se encuentren
impedidos estéricamente. Krasinski et al. desarroll6 una estrategia para obtener 1,2,3-
triazoles-1,5-disustituidos utilizando acetiluros de bromomagnesio a temperatura
ambiente.?® Los productos se obtienen con buenos rendimientos sin necesidad de ser
purificados. Una funcionalizacion posterior puede lograrse a partir de la posicion 4
cuando el intermediario 4-halomagnesiotriazélico es capturado por un electréfilo

apropiado para dar 1,2,3-triazoles-1,4,5-trisustituidos (Esquema 2.4).

®_N
R2©_N* THE  RE M

N N )
; + t.a. >_/\ 1> /\
R'-—=—=—MgBr R! MgBr R E

Esquema 2.4 Sintesis de triazoles 1,5- y 1,4,5-sustituidos utilizando acetiluros de magnesio.

Recientemente, se sintetizaron sulfonil triazoles 1,5-sustituidos a partir de
acetiluros de litio.?* Los acetilenos primero reaccionan con butillitio a -78 °C y la
reaccion se corta con sulfonilazida para formar un anién triazélico que puede ser

atrapado por varios electrofilos (Esquema 2.5).
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1) n-BuLi o\\SP
THF, -78 °C AINELN
R—= Ar N
2) ArSO,N; R)§<
3) NH,Cl o E* E
‘ E+
N/802Ar A"OzS\N’N\‘N
©N =5
R———N R

Esquema 2.5 Sintesis de sulfonil triazoles 1,5-sustituidos utilizando acetiluros de litio y sulfonil azidas.

Otra estrategia para la obtencion de 1,2,3-triazoles-1,5- y -1,4,5-sustituidos es
utilizar zinc como catalizador.? La reaccion ocurre a temperatura ambiente en presencia
de cantidades cataliticas de N-metilimidazol, el cual es necesario para generar el
acetiluro de zinc. Al igual que en las metodologias anteriores, la funcionalizacién de la
posicién 4 a través de las especies intermediarias de zinc permite la formacién de
derivados 1,2,3-triazoles-1,4,5-trisustituidos. La cicloadicion azida-alquino también
puede ser catalizada por iridio®® o samario®’ para obtener de manera regioselectiva
1,2,3-triazoles-1,4,5-trisustituidos.

Los metales de transicion tienen una aplicacion limitada en sistemas biologicos
debido a su toxicidad y por este motivo se fueron desarrollando métodos sintéticos libre
de metales. Fokin y col. fueron los primeros en encontrar condiciones para la
cicloadicion azida-alquino catalitica libre de metales de transicion en la sintesis
selectiva de 1,5-diaril-1,2,3-triazoles.?® Triazoles fueron obtenidos con altos
rendimientos a partir de aril azidas y alquinos terminales a temperatura ambiente, en
presencia de cantidades cataliticas de un hidroxido (por ejemplo, hidréxido de
tetraalquilamonio). Estas reacciones son sencillas y no son sensibles al oxigeno
atmosférico o a la humedad.

Un ejemplo reciente es la variante desarrollada por Bertozzi para aplicaciones en
marcacion celular (Esquema 2.6).2° Los ciclooctinos funcionalizados con biotina o
fluoréforos reaccionan con glicoproteinas de la pared celular marcadas con azida para
formar anillos triazolicos a través de un proceso quimico “click” en ausencia de cobre.
También se probd el uso de la reaccion sobre proteinas no naturales utilizando

microondas.3°
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Esquema 2.6 Cicloadicion de azidas y ciclooctinos (quimica “click” en ausencia de cobre).

Por otro lado, anillos 1,2,3-triazélicos con diferentes sustituyentes o como parte de
sistemas mas complejos pueden ser obtenidos en ausencia de metales pero utilizando
otros precursores distintos de azidas y alquinos. Por ejemplo, acetofen N-tosilhidrazonas
reaccionan con anilinas en presencia de perbenzoato de tert-butilo y cantidades
cataliticas de iodo para dar 1,4-regioisdmeros,®! mientras que una condensacion in situ
de Knoevenagel de un aldehido con un nitroalcano en presencia de una azida, da 1,2,3-
triazoles-1,4,5-trisustituidos.3 La reaccion utiliza p-toluénsulfonato de morfolinio como

catalizador y 2,6-di-tert-butil-4-metilfenol como aditivo.
2.4. Sintesis de 1,2,4-triazolil-3-tionas.
Los anillos 1,2,4-triazélicos sustituidos con un grupo tiona o tiol han sido de gran

interés debido a que un gran ndmero de derivados han resultado tener diferentes y
promisorias actividades farmacologicas (Figura 2.2).

R3
I;I—NH 17—111 r>1—N' HN—NH
R1/<N\A\S _— R1/<N)\SH R1/<N/§S S%\N\A\S
R2 R2 R2 R'

(1,2,4-triazolil-3-tionas )

Figura 2.2 Estructura de anillos 1,2,4-triaz6licos azufrados.

En el afio 1896 Freund® describio la primera sintesis de 1,2,4-triazol-3-tiona por

calentamiento a méas de 190 °C en seco de formiltiosemicarbazida (Esquema 2.7).

H N—NH N-N

o~ N8 <190°C HN=NH / I\
e Ry R S T

NH, 2 H H

Esquema 2.7 Sintesis de 1,2,4-trazol-3-tiol.

La metodologia més utilizada para la preparacion de 1,2,4-triazoles sustituidos con
tioles o tionas involucra la reaccion entre un cloruro de &cido y una tiosemicarbazida
para dar un intermediario aciclico, que sin previa purificacion cicla en medio alcalino

para obtener el 1,2,4-triazol-3-tiol derivado (Esquema 2.8).34%7
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Esquema 2.8 Sintesis de 1,2,4-trazol-3-tiol.

La tiosemicarbazida intemediaria puede obtenerse también a partir de una hidrazida
y un isotiocianato (Esquema 2.9). Esta metodologia ha sido utilizada en una gran
cantidad de compuestos que tienen una variada aplicacion, especialmente en la sintesis

de compuestos bioldgicamente activos.343

le) N—NH
NCS H H / s
Q __EtOH N’NTN NaOH 2N, 2 h N
2 5 min. H s -
R2 R
R2

Esquema 2.9 Sintesis de un derivado 1,2,4-triaz6lico mediante un intermediario de tiosemicarbazida.

Un método eficiente es a partir del tratamiento de una carbohidrazida con disulfuro
de carbono, que lleva a la formacion de la sal hidrazinacarboditioato de potasio
(Esquema 2.10). Luego, la ciclacién se produce por el agregado de hidracina para
formar el anillo 1,2,4-triazélico con funcionalidades activas (grupos amina y tiol).*

o] 0 N—NH
NH N_ sk [ =
©)J\N/ 2 KOH, CS, ©)J\N/ g NH,NH, N
H R H E—— '
EtOH S NH,
Esquema 2.10 Sintesis de derivados 1,2,4-triazélicos a través de la sal hidrazinacarboditioato de potasio.
Un método recientemente descripto es la reaccion fotoquimica de

tiosemicarbazonas sustituidas derivadas de aldehidos que ciclan para dar 5-tioxo-1,2,4-
triazolinas en dos etapas, irradiando a diferentes longitudes de onda (Esquema 2.11).°

Me Me
S NHAr, /N /N
Ary Y hu, N hv, N
H)\\N/N\Me >I\N )\N
Ar2 Ar2

Esquema 2.11 Esquema de obtencion de 1,2,4-triazolil-5-tionas fotoquimicamente.

Un procedimiento alternativo fue informado recientemente por Basu y Das,*
quienes utilizaron tiosemicarbazonas como ligandos para detectar fluorometricamente
Cu?*. El derivado 1,2,4-triazol-3-tiona se aislo del medio de reaccion y se detecto el

proceso de reduccion de Cu?* a Cu* durante la ciclacion oxidativa (Esquema 2.12).
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Esquema 2.12 Mecanismo propuesto de ciclacion oxidativa por Cu?*.

Yok GR

HN

e
87,

3. Isoxazoles.

Los isoxazoles son importantes heterociclos aromaticos de cinco miembros en
quimica organica (Figura 2.3).4”° Los anillos isoxazélicos sirven como intermediarios
en moléculas pequefias y en la sintesis de productos naturales como equivalentes de
compuestos 1,3-dicarbonilicos enmascarados, ya que pueden ser abiertos bajo
condiciones reductivas suaves (hidrogenolisis o métodos radicalarios) dada la baja
energia de disociacion para la escision del enlace N-O.!

f \\
/ /N
)

Figura 2.3 Estructura del isoxazol.

Un ejemplo del uso del isoxazol como un equivalente sintético 1,3-dicarbonilico
fue descripto por Myers en la primera sintesis convergente y enantioselectiva de
antibidticos tetraciclinicos, en el cual el anillo isoxazolinico sustituido apropiadamente
fue hidrolizado para obtener la funcion B-cetoamida en el paso final de la sintesis de

este sistema de anillos tetraciclico extremadamente sensible (Esquema 2.13).5%%7

o]
§/an
MeH, OH, NMe,

OBocO OTBO  OBn OH O OH O O
(-)-Doxiciclina
Esquema 2.13 Isoxazoles como equivalentes 1,3-dicarbonilicos en la sintesis total de antibi6ticos

tetreciclinas desarrollado por Myers.
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Los métodos a partir de los cuales pueden sintetizarse los isoxazoles se resumen en

el siguiente esquema:

cicloadicion cicloisomerizacién
00 RS HO<\
N |
4
[ - R
R R? R
HO | 0 funcionalizacién
R1 R3 N// \/)R
R? 0

condensacion . .
métodos varios:

reordenamientos, activacion C-H,
intermediarios radicalarios

Esquema 2.14 Sintesis de isoxazoles.

En los Gltimos afios se han realizado avances en la sintesis y funcionalizacion de
isoxazoles. Se puede lograr un control completo de la regioselectividad a partir de la
eleccion del catalizador y las condiciones de reaccién. Si bien la catélisis metélica ha
avanzado ampliamente, también han comenzado a desarrollarse isoxazoles catalizados

en ausencia de metales.

3.1. Sintesis de isoxazoles mediante reacciones de cicloadicion [3+2].

La importancia del anillo isoxazélico como un andamio importante en quimica
organica comenzé a partir de 1930, cuando Quilico describi6 sus primeros compuestos
utilizando cicloadiciones dipolares [3+2] entre dxidos de nitrilo y alquinos para formar
isoxazoles.® A través de los afios, se han desarrollado numerosos protocolos
quimioselectivos para la sintesis de isoxazoles utilizando cicloadiciones [3+2],
incluyendo la generacion in situ de 6xidos de nitrilo a partir de cloruros de hidroximoilo
y la deshidratacion de nitroalcanos.>*%° Los 6xidos de nitrilo pueden también generarse
in situ a partir de aldoximas por tratamiento con cloramina-T.”%7271

En la actualidad, la sintesis de isoxazoles via cicloadiciones [3+2] representa el
método mas importante para la sintesis de isoxazoles. El control sobre Ia
regioselectividad ha sido demostrado en presencia de cobre o un catalizador de rutenio.
Las reacciones mediadas por cobre promueven la formacién de isoxazoles 3,5-
disustituidos, mientras que la catélisis con rutenio favorece los analogos 3,4-

disustituidos (Esquema 2.15).
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— 20 — N~
R J\% RZ==N-0" __ R, RP==N-O_ L u
e [Ru] [Cul R?
isoxazoles isoxazoles
3,4-disustituidos 3,5-disustituidos

Esquema 2.15 Reacciones de cicloadiciones regioselectivas entre 6xidos de nitrilo y alquinos terminales.

3.1.1. Cicloadiciones [3+2] catalizadas por metales.

Los primeros ejemplos de sintesis de isoxazoles via cicloadicion [3+2] catalizada
por metales fueron descriptas por Fokin y col. en el afio 2005 (Esquema 2.16),” en el
contexto de las cicloadiciones 1,3-dipolares catalizadas por Cu(l) de alquinos terminales
y azidas para obtener 1,2,3-triazoles (ya vistas en la Seccion 2.2). La reaccién procede
con una alta selectividad para la sintesis de isoxazoles 3,5-disustituidos mediante un
mecanismo en pasos. El catalizador activo Cu(l) se genera in situ por reduccion de
Cu(lIl) con ascorbato de sodio. La reaccion puede llevarse a cabo a temperatura
ambiente y en tiempos cortos de reaccion, con una selectividad mayor a 95:5, mientras
que la reaccion sin catalisis generalmente requiere altas temperaturas y genera mezclas
de 3,4- y 3,5-regioisomeros.

CuS04.5H,0 (2 mol%)
_OH H ascorbato de sodio (10 mol%) k1

JI\Jl\ . % KHCOj3 (4,3 equiv.) —
R R2 H,O/tert-BuOH (1:1), t.a., 1-4 h N\O R2

Cl

R' = Ar; R% = Ar, alquil, CO,H, CH,OH 74-98 %

Esquema 2.16 Sintesis de isoxazoles 3,5-disustituidos catalizados por Cu(l).

El mecanismo de reaccion propuesto por los autores (Esquema 2.17) y el maés
aceptado hasta el momento involucra los siguientes pasos: (i) la coordinacion del
alquino a Cu(l); (ii) la formacién del acetiluro de cobre (1); (iii) el reemplazo de uno de
los ligandos en el cobre por el éxido de nitrilo y el enlace al &tomo de cobre por el
carbono; (iv) el ataque del oxigeno al carbono C-2 del acetiluro con la formacion de un
metalaciclo de seis miembros; (v) la contraccion anular; y (vi) protedlisis, que libera el
producto isoxazdlico y completa el ciclo catalitico.”® Con este método se logra acelerar
la velocidad de reaccién en cinco 6rdenes de magnitud con respecto a la cicloadicion
térmica, que se origina al bajar la barrera energetica necesaria para formar un

intermediario Cu(l11)-metalaciclo.
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Esquema 2.17 Mecanismo propuesto para la cicloadicién 1,3-dipolar catalizada por Cu(l).

En el afio 2005, Fokin et al. describio un practico protocolo one-pot para la sintesis
de isoxazoles 3,5-disustituidos utilizando cicloadiciones dipolares catalizadas por Cu(l)
de alquinos con oOxidos de nitrilo generados in situ a partir de los correspondientes
aldehidos (Esquema 2.18).7% La reaccion es particularmente notable ya que los autores
demostraron una alta tolerancia a diferentes grupos funcionales, incluyendo bromuros
de arilo, esteres bencilicos, cetonas, acidos carboxilicos y alcoholes alilicos. Todos los

los productos se obtuvieron con una excelente regioselectividad (>95:5).

1. HoNOH.HCI, NaOH (1,05 equiv.)

: R!
(0] H 2. TsN(CI)Na.3H,O (1,05 equiv.)
L, o 3N
N\O R2

R" °H R? 3. Cu/CuS0,.5H,0 (3 mol%)
H,O/tert-BuOH (1:1), ta., 6 h

57-76 %
R' = Ar, alquil, vinil; R? = Ar, alquil, vinil, CO,H, CH,OH

Esquema 2.18 Sintesis one-pot de isoxazoles 3,5-disustituidos catalizada por Cu(l).

Por otro lado, en el afio 2007, Hsung y col.” demostraron que las cicloadicinoes
[3+2] catalizadas por Cu(l) con 6xidos de nitrilo pueden obtenerse utilizando inamidas
(Esquema 2.19).87 Esta reaccion genera isoxazoles 5-amino-sustituidos con buenos

rendimientos en general y con excelente regioselectividad (>95:5).

CuS0,.5H,0 (10 mol%) R

H
J,\Jl\,OH . R%N/ ascorbato de sodio (20 mol%)‘ >/_>\
Rl R3 K>COs (2,0 equiv.) N\~ ~NRZR®
H,Oltert-BuOH (1:1), ta., 12 h

1_ o 22-86 %
R" = Ar, alquil, vinil, CO,Et

Esquema 2.19 Sintesis de isoxazoles 3,5-disustituidos catalizada por Cu(l) via inamidas.

El segundo gran avance en esta area también fue desarrollado por el grupo de

Fokin. En el afio 2008 describen la cicloadicion [3+2] catalizada por Ru(ll) de alquinos
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con oxidos de nitrilo, que ocurre con una selectividad complementaria a la reaccion
catalizada por Cu(l), para obtener isoxazoles 3,4-disustituidos.”® El mecanismo
propuesto para esta cicloadicion es similar al de Ru-AAC (Esquema 2.3). Los autores
proponen que la regioselectividad en esta reaccion esta gobernada por la coordinacion
del 4tomo de rutenio al 6xido de nitrilo, resultando en una inversion de la polaridad a
través de la formacion de un enlace entre el oxigeno del 6xido de nitrilo y el atomo de
carbono mas cercano del alquino (Esquema 2.20). Ademas de las condiciones suaves en
las que se realiza esta reaccion, lo que permite una excelente tolerancia a diferentes
grupos funcionales (haluros, alcoholes, cetonas, aminas, esteres, nitrilos), la mayor
ventaja de este método es la formacion de isoxazoles 3,4-disustituidos, que dificilmente

se forman de manera regioselectiva bajo condiciones térmicas.>-

e e

Cl\\-‘RU R2 R CI‘““‘R,U R2
R1//ﬁ Z]/ R1/<I\OX
11

O
Esquema 2.20 Justificacion de la regioselectividad de isoxazoles por cicloadicién 1,3-dipolar catalizada
por Ru(ll).

Un ejemplo reciente de la aplicacion de este tipo de reacciones fue realizado por el
grupo de Fokin, donde se utilizaron 1-haloalquinos como sustratos (Esquema 2.21).7
En esta reaccion se generan 4-haloisoxazoles con excelente regioselectividad y que
toleran una amplia variedad de grupos funcionales; sin embargo, el alquino debe
contener un grupo eletroatractor (por ejemplo, éster, amida, cetona, fosfonato). Estas
reacciones son mas eficientes utilizando como el catalizador [Cp*RuCl(1,5-

ciclooctadieno)] por la disminucion del impedimento estérico del ligando.

[CpRuCI(COD)] (3-10 mol%)

1
N R DIPEA (1,4 equiv.) RO X
J]\ * / THF o di ¢ N/ \
R ci X o dioxano, t.a. o "R
R' = Ar, alquil; R = C(O)R; X =, Br, CI 46-93 %

COD = 1,5-ciclooctadieno

Esquema 2.21 Sintesis de 4-haloisoxazoles a partir de una cicloadicion 1,3-dipolar catalizada por Ru(ll).

3.1.2. Cicloadiciones [3+2] promovidas por catalizadores no-metalicos.

Un ejemplo de cicloadiciones promovidas por catalizadores no-metalicos es la

deshidratacion de nitroalcanos primarios. Mechetti y col. describieron la sintesis de
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isoxazoles 3,5-disustituidos a partir de una cicloadicion [3+2] de nitroacetatos con
alquinos en medio acuoso (Esquema 2.22)"". A través de estudios cinéticos los autores
demostraron que es necesaria una cantidad catalitica de base para que la reaccién se
pueda llevar a cabo. El paso determinante de la velocidad de reaccion es la eliminacion
de agua. Este método de obtencion de Oxidos de nitrilo es promisorio porque las

condiciones suaves son compatibles con entornos bioldgicos.

AoB EtO,C
R o
Et02C\/N02 + // R N/ \
\O R

A: DABCO (0,1 equiv.), H,0O, 60 °C, 18 h 61-69%

B: H,0, 60 °C, 48 h 77-88%

Mecanismo de reaccién

R
_H // EwWG H H,O EWG
(0] = f
EWG.__N_ o H >j\ m
~©"0 0N\ R N.o” ™R

Esquema 2.22 Sintesis de isoxazoles mediante una cicloadicién [3+2] de nitroacetatos en agua.

3.1.3. Cicloadiciones [3+2] libres de catalizador.

La reaccion de cicloadicion entre 6xidos de nitrilo y alquinos es clave en la sintesis
de compuestos inspirados en la naturaleza, incluyendo esteroides y glicésidos, que
precisan de la generacion in situ de los dipolos activos a partir de oximas, cloruros de
hidroxiamoilo o nitro compuestos.’8%°

La compatibilidad de los reactivos en un medio acuoso es altamente favorable en
bioaplicaciones; en consecuencia, la preparacion de nucle6sidos modificados por
cicloadiciones entre 6xidos de nitrilo y alquinos promovida por cloramina-T es un
objetivo importante.8* El uso de cloramina-T en la obtencién de peptidomiméticos
unidos a isoxazoles,” en reacciones de cicloadicion catalizadas por anticuerpos y en la
preparacion de oligonucledtidos marcados con *2°I sugieren que debe haber armonia con
los sistemas biol6gicos.®?

La cloramina-T genera la formacion de oOxidos de nitrilo a partir de aldoximas;
también es capaz de transformar hidrazonas en nitrilo iminas.2® Es un reactivo versatil
gue puede ser utilizado con sustratos sensibles a acidos y bases.

Un mecanismo plausible para la transformacion de aldoximas en éxidos de nitrilo a
través del tratamiento con cloramina-T se muestra en el Esquema 2.23.28 En el uso de

cloramina-T se deben tener en cuenta las siguientes consideraciones: las reacciones
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secundarias del oxido de nitrilo generado inicialmente con cloraminta-T (4 equiv.)
puede llevar a la formacion de productos indeseados y disminuir el rendimiento del
dipolo,®® asi como también las observaciones de que algunos reactivos (por ejemplo,
sulfonas vinilicas) podrian no ser inertes al poder oxidante de la cloramina-T. Una
solucion al problema anterior es el tratamiento de la oxima con cloramina-T previo a la

adicion del dipolarofilo.

R _O-H Na R O Na H
V=N + Ts—N —— \—\¢ + Ts—N
V=N
H Cl H e

5 o R O{.H
R—=NZ0" *+ TsNH; ~— = N
H Ts

Esquema 2.23 Mecanismo propuesto para la formacion de éxidos de nitrilo a partir de oximas mediante

tratamiento con cloramina-T.

Otro mecanismo de oxidacion alternativo de oximas fue el descripto por Minataka
en el afio 2011 (Esquema 2.24), en donde anillos isoxazdlicos fueron obtenidos a partir
de oximas por generacion in situ del correspondiente 6xido de nitrilo utilizando tert-
BuOl (hipoiodito de tert-butilo) como oxidante.®> Una ventaja practica del uso de tert-
BuOl es que este reactivo puede prepararse facilmente a partir de tert-BuOCI
(hipoclorito de tert-butilo) y Nal.

tert-BuOl (1 equiv.)

1 2
N/OH RS Nal (1 equiv.) R R
I+ Z B
R OH R? 2,6-lutidina (1 equiv.) N\o R3
dioxano, t.a.

mayor a 75%
R! = Ar, R2 = H, R® =Ar, CO,R y °

Esquema 2.24 Sintesis de isoxazoles utilizando 6xidos de nitrilo a partir de oximas.

3.2. Sintesis de isoxazoles mediante reacciones de cicloisomerizacion.

En la dltima década, las reacciones de ciclacion electrofilica han surgido como una
herramienta poderosa para la sintesis de isoxazoles debido a la simplicidad de sus
métodos, el uso de materiales de partida facilmente accesibles y la capacidad de
introducir heterodtomos en el anillo isoxazdlico utilizando condiciones de reacciones
suaves.®®8% Los isoxazoles pueden obtenerse a partir de reacciones de

cicloisomerizacion en catalisis metalica o en ausencia de metales.
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Un ejemplo reciente de cicloisomerizacion no-metalica fue la desarrollada por Yu 'y
Bao en el afio 2012. Los autores demostraron que anillos isoxazélicos 3,5-disustituidos
pueden obtenerse facilmente a partir del tratamiento de 1,3-dialquinos con
hidroxilamina en condiciones suaves de reaccion (Esquema 2.25).%° El alcance de la
reaccion es amplio e incluye dialquinos sustituidos con grupos arilo y alquilo. Los
autores demostraron que la reaccion se puede realizar “one-pot” por dimerizacion de
alquinos terminarles con catélisis de Cul (5 mol%, DMSO/aire, 90 °C), seguida de la
reaccion con hidroxilamina, obteniéndose isoxazoles con buenos rendimientos.

H,NOH.HCI (2,5 equiv.) R
Et3N (4 equiv.)

Rl——=—R? N/ \
DMSO, 110 °C, 20 h Ne)
R2
R', R% = Ar, alquil, Het, Ar 60-95%

Esquema 2.25 Sintesis de isoxazoles 3,5-disustituidos mediante una hidroaminacién/cicloisomerizacion
de 1,3-dialquinos.

En general, la sintesis de isoxazoles via cicloisomerizaciones catalizadas por
metales presenta ciertas ventajas en términos de condiciones de reaccion méas suaves,
tolerancia a méas grupos funcionales y el potencial de introducir directamente nuevos
enlaces C-C explorando la reactividad del catalizador metalico. Hasta la fecha, se han
utilizado diferentes catalizadores metalicos tales como Au,%%8 Ag,% Cu 100101 ptl02 y
Pd.103’104

En el afio 2011, Vrancken y Campagne dieron a conocer un método eficiente para
la reaccion en tdndem de anulacidén/acoplamiento cruzado catalizada por Pd para la
sintesis de isoxazoles trisustituidos (Esquema 2.26).1% La utilidad de esta metodologia
fue aplicada a la preparacion de un arreglo de isoxazoles trisustituidos con rendimientos
globales altos a partir de alcoholes propargilicos comerciales.

OH 1. CbzNHOH, FeCl3 (5 mol%)

;
2. Pdydbag (10 mol%) RA
R! % . Ar-l (2 equiv.) N>/_§\R2
R .
3. H, MeOH ©
R' = Ar; R? = alquil 4. aire, MeOH 40-84%

Esquema 2.26 Sintesis de isoxazoles 3,4,5-trisustituidos catalizados por Paladio(ll) a partir de propargil

hidroxilaminas N-protegidas.

Pdgina | 48



Capitulo 2

3.3. Sintesis de isoxazoles mediante reacciones de condensacion.

Historicamente, la sintesis de isoxazoles a partir de la reaccion entre compuestos 3-
dicarbonilicos e hidroxilaminas, seguida de ciclodeshidratacién ha sido uno de los
métodos de obtencion mas importantes.’%” Sin embargo, esta metodologia presenta
varias desventajas, incluyendo condiciones de reaccion mas duras; problemas de
regioselectividad al utilizar compuestos 1,3-dicarbonilicos asimétricos; y baja eficacia
cuando aumenta la complejidad del sustrato. A pesar de estos inconvenientes, algunos
protocolos han resultado Utiles para la sintesis de isoxazoles mediante reacciones de
condensacion.

El alcance de estas metodologias es méas limitado que los métodos descriptos
anteriormente. Un ejemplo es el descripto por She y col. en 2009, demostrando que
isoxazoles 3,5-disustituidos pueden ser sintetizados por condensacion de N-hidroxi-p-
toluensulfonamida con cetonas o,B-insaturadas (Esquema 2.27)1%51% [ os autores
descubrieron que utilizando K>COz como base y metanol acuoso como solvente,

formaban anillos isoxazolicos con buenos rendimientos.

R1
0 Ts. . OH K,CO
NS e aY
R’ R? H MeOH/H,0,60°C N, “~g2
R" = Ar, vinil, CO,R; R? = Ar, alquil, H 41-92%

Esquema 2.27 Sintesis regioselectiva de isoxazoles 3,5-disustituidos mediante adicion

conjudaga/condensacién.
4. Oxadiazoles.

Los oxadiazoles o furodiazoles son una familia de heterociclos aromaticos de cinco
miembros que contienen en su estructura dos heterodtomos de nitrégeno y uno de
oxigeno. Dependiendo de la posicion de esos atomos en el anillo heterociclico se
pueden describir cuatro estructuras isoméricas'®’; 1,2,3-, 1,2,4-, 1,34- y 1,25

oxadiazoles (Figura 2.4).

0 0-N NN N
— \
}=( R1’<\N)\R2 Rv(O»\Rz NN

(1,2,3-0xadiazol ] [ 1,2,4-oxadiazol | (1,3 4-oxadiazol ] (1,2 5-oxadiazol )

Figura 2.4 Estructura de los isdmeros de oxadiazoles.
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Entre los oxadiazoles, los derivados 1,2,4-oxadiazélicos son heterociclos
importantes que se encuentran presentes en productos naturales!®® y se han utilizado
ampliamente como farmacoforos y moléculas bioactivas (ver Capitulo 1). Ademas, los

109

1,2,4-oxadiazoles se han utilizado como bioisosteros de ésteres y amidas™" y como

miméticos de dipéptidos.!°

4.1. Métodos generales para la sintesis de 1,2,4-oxadiazoles.

Las estrategias sintéticas para la obtencion de anillos 1,2,4-oxadiazolicos utilizan
diversos precursores que contienen en su estructura los sustituyentes que se incluyen en
las posiciones tres y cinco.!*1'7 Las metodologias mas utilizadas consisten en
cicloadiciones 1,3-dipolares en donde el dipolo es un nitrilo y el dipolaréfilo un 6xido
de nitrilo; y heterociclaciones entre una amidoxima y un derivado de &cido. Ambas
estrategias contienen un nitrilo como sinton clave: en el caso de cicloadiciones 1,3-
dipolares, el sustituyente del nitrilo termina formando parte de la posicion C-5 en el
oxadiazol obtenido; y en el caso de la ruta a partir de una amidoxima, en la posicion C-3
de anillo oxadiazdlico. Estos dos métodos de formacion de 1,2,4-oxadiazoles

comprenden al menos el 95% de las sintesis que involucran a este anillo heterociclico.

4.2. Sintesis de 1,2,4-oxadiazoles a partir de amidoximas.

118 que elucidd

El nombre “amidoxima” fue utilizado por primera vez por Tiemann,
la estructura del nuevo grupo funcional en 1884 y reconocié que pueden existir dos

formas tautomeéricas diferentes A y B (Figura 2.5), siendo predominante la forma A.

NH NOH
R~ — RrRHA
NHOH NH,

Figura 2.5 Equilibrio tautomérico de amidoximas.

En general, la sintesis de 1,2,4-oxadiazoles involucra dos pasos: el primero es una
O-acilacién de una amidoxima con un derivado de acido activado, tipicamente un
cloruro de &cido, un anhidrido o un éster, seguido de ciclodeshidratacion (Esquema

2.28). 112119124 | 5 ciclacion puede llevarse a cabo por tratamiento de la O-
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acilamidoxima con bases como NaH o NaOEt!?127 3 temperatura ambiente, o por

calentamiento con piridina.*2812%
.OH o

RN

RONH, X R?

RN
L™

-0

NH,

O-acilacién Q ciclacién
s R1_<\ >_R2 - .
N-O

X =Cl, OR, COOR, OH

Esquema 2.28 Sintesis de 1,2,4-oxadiazoles a partir de amidoximas.

Ooi y Wilson'?8

estudiaron la cinética de la formacion de oxadiazoles en el paso de
la ciclacion de la O-acilamidoxima en difeniléter y otros solventes a temperaturas entre
100-145 °C y propusieron el mecanismo de reaccion del Esquema 2.29. La constante de
equilibrio esta desplazada hacia la izquierda, y el paso determinante de la velocidad de

reaccion es la transferencia de proton.

©)
NH,Q HZO lento H OH rapido R N R
R'— R2 Ry N[ R, — > Ry R, . Ri(TyRe
o o e i

Esquema 2.29 Sintesis de 1,2,4-oxadiazoles a partir de amidoximas.

4.3. Adicion de 6xidos de nitrilo a nitrilos.

La reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar puede ser una de las rutas sintéticas mas
ventajosas debido al féacil acceso a los materiales de partida (disponibles
comercialmente), pero la baja reactividad del grupo nitrilo hace que la reaccion sea
menos favorable. De esta manera, la cicloadicién 1,3-dipolar de 6xidos de nitrilo con
nitrilos desactivados ocurre s6lo bajo condiciones de reaccion vigorosas, y la formacion
del 1,2,4-oxadiazol compite con la dimerizacion de Oxidos de nitrilo inestables!'#%
para formar 1,2,5-oxadiazol-2-6xidos (furoxanos) o 1,2,4-oxadiazol-4-6xidos.

Un ejemplo es la cicloadicion realizada por Morrocchi et al. entre etil cianoacetato
y oxido de benzonitrilo, que en presencia de un acido de Lewis como trifluoruro de boro

permite la formacion de un anillo 1,2,4-oxadiaz6lico (Esquema 2.30).13!

Ph
EtO,C _CN Ph —(13 o DBraOEt N—(
t 26 + ——N— —_— E102C\/< \

N

o

14%

Esquema 2.30 Sintesis de 1,2,4-oxadiazoles mediante cicloadiciones [3+2].
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La activacion del triple enlace en nitrilos y, consecuentemente, su reactividad frente
a la cicloadicion con oOxidos de nitrilo, puede mejorarse por introduccion de

sustituyentes fuertemente aceptores de electrones en el carbono del nitrilo.132
4.4. Oxidacion de 1,2,4-oxadiazolinas.

La condensacion de amidoximas aromaticas con acetaldehido,3313
propionaldehido, isobutiraldehido, fenilacetaldehido y salicilaldehido lleva a la
formacion de dihidro-1,2,4-oxadiazoles. Estos intermediarios son oxidados en presencia

de permanganato para obtener 1,2,4-oxadiazoles-3,5-disustituidos. (Esquema 2.31).

Ar Ar
NOH  RcHO HN [O] N

—_— — \
Ar” "NH, R/QO,NH R/QO/N

Esquema 2.31 Sintesis de 1,2,4-oxadiazoles por oxidacién.

4.5. Nuevos avances en la sintesis de 1,2,4-oxadiazoles.

Los heterociclos 1,2,4-oxadiazdlicos pueden ser sintetizados utilizando diferentes
metodologias. Algunos ejemplos recientes incluyen la técnica utilizada por Gangloff et
al.,* la cual utiliza floruro de tetra-n-butilamonio (TBAF) como catalizador (Esquema
2.32). A partir de alcanoil y aroil hidroxiamidinas y utilizando 0,1-1,0 equivalentes de
TBAF en THF a temperatura ambiente durante 1 a 24 horas es posible obtener los

correspondientes anillos 1,2,4-oxadiazolicos.

2 2 O,
NH,OH N R2COCI, i-Pr,NEt N’OTR tBAF R \( N
R—=N ——— B = o ——— N—
calor R NH, DCM, 0 °C R NH, THF, t.a. R

Esquema 2.32 Sintesis de 1,2,4-oxadiazoles utilizando TBAF como catalizador.

Otro ejemplo es la sintesis de 1,2,4-oxadiazoles en solucion descripto por Deegan
Tracy et al.*¥" Los 4cidos carboxilicos pueden ser activados con 1,1°-carbonildiimidazol
(CDI) en DMF a temperatura ambiente antes de ser tratados con benzamidoximas
(Esquema 2.33). La O-acilbenzamidoxima resultante también puede ser deshidrata por
tratamiento con CDI en DMF, lo que lleva a la formacion del producto heterociclico en
una reaccion one-pot. De manera similar, Braga et al.’*® también obtuvo oxadiazoles

utilizando N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) como activante de &cidos carboxilicos.
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.OH .00 -
N N T N-©
1 I 1. DCI, DMF g1 | R 115°C,6h R! ' />~R
R NHy 5 o™ NH, — N
2 2.RCOCH 2
R2 R2 R?

Esquema 2.33 Sintesis de 1,2,4-oxadiazoles utlizando acidos carboxilixos activados con CDI.

En los ultimos afios, el calentamiento por microondas ha surgido como una
alternativa valiosa a los métodos convencionales de calentamiento por conductividad.
La aplicacion de la energia de microondas para acelerar reacciones organicas ofrece
diversas ventajas sobre las técnicas convencionales.'® Estas reacciones se realizan en
tiempos cortos y son especificas, llevando generalmente a la formacién de productos
con altos rendimientos. La irradiacion con microondas ha sido aplicada a la sintesis de
1,2,4-oxadiazoles en ausencia de solvente en la mayoria de los casos. En el afio 2005,
Kaboudin et al.?%140-143 sintetiz6 1,2,4-oxadiazoles utilizando un soporte de alimina
con fluoruro de amonio y radiacion por microondas. Las amidoximas sustituidas
reaccionaron con cloruros de acilo en condiciones libres de solvente, donde el ion
floruro promueve la ciclacion actuando como un reactivo fuertemente basico (Esquema
2.34). Otro ejemplo reciente es la sintesis de 1,2,4-oxadiazoles 3,5-disustituidos asistida
por microondas también en ausencia de solvente, descripta por Adib et al.}** (Esquema
2.35).

OH R!
N~ o Al,O3/NH,4F
T L _Al2OMNAGF ,%rg
R! NH, R2 >c1 MW, 3 min N\O)\Rz

Esquema 2.34 Sintesis de 1,2,4-oxadiazoles asistida por microondas.

(i) AcOH, MW, 1 min. Ph N

=N + NH,OH 7\
(ii) Ar-CHO, MW, 3 min. N\O)\R
R = Me, Ar

Esquema 2.35 Sintesis de 1,2,4-oxadiazoles asistida por microondas.
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Capitulo 3

Obietivos de la Tesis

La lucha contra el cancer se ha vuelto una de las prioridades en materia de salud
debido a su alta taza de mortalidad. Se estima que los nuevos casos de cancer en todo el
mundo aumentaran a 19,3 millones por afio en 2025, debido a los cambios en el estilo
de vida y al aumento de la longevidad. Aunque las terapias tradicionales han sido
efectivas en el tratamiento del cancer, a menudo tienen efectos secundarios adversos
debido a su accion no especifica ya que actdan tanto en las células normales como en las
tumorales. Por lo tanto, las estrategias de tratamiento dirigidas que usan inhibidores de
moléculas pequefias se estan estudiando ampliamente. Estos compuestos usualmente
tienen un tamafio de <500Da y a menudo se administran por via oral. Su pequefio
tamafo también les permite translocarse a través de la membrana plasmatica e
interactuar con el dominio citoplasmico de los receptores de la superficie celular y las
moléculas de sefalizacion intracelular. En principio, pueden desarrollarse moléculas
pequefias para atacar cualquier porcion de una proteina o enzima, independientemente
de la ubicacion celular del objetivo.

Por este motivo es importante el desarrollo de nuevas moléculas pequefias que
puedan actuar especificamente en una sola de las etapas en la evolucion tumoral o aun
mejor, moléculas denominadas multiblancos (multitarget) que interfieren
simultaneamente en méas de una de estas etapas.

Numerosos andlogos de nucledsidos han sido disefiados con propoésitos
medicinales. Muchos de ellos han sido utilizados clinicamente como antivirales para el
tratamiento de los virus de inmunodeficiencia humana (HIV), hepatitis B (HBV),
herpex simples (HSV), hepatitis C (HCV) o como anticancerigenos contra diferentes
lineas tumorales. Por otra parte, la diversidad estructural de los miméticos de
nucleodsidos con actividad anticancer sugiere que cualquier nuevo analogo de nucledsido
vale la pena ser explorado. El descubrimiento de analogos de nucledsidos clinicamente
utiles conteniendo una base heterociclica de cinco miembros tales como la ribavirina o
la bredinina ha dado origen al desarrollo de nuevos analogos de nucledsidos que no

contienen bases naturales.
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Es por estas razones que el objetivo general de esta tesis se enfoca hacia la sintesis
de novedosos derivados di-heterociclicos de D-ribofuranosa con la finalidad de
desarrollar nuevos compuestos con actividad anticancerigena.

En particular, el objetivo especifico del presente proyecto abarca la sintesis de una
serie de derivados di-heterociclicos de B-D-ribofuranosa que se encuentran unidos al
hidrato de carbono en forma directa o por medio de un espaciador y la evaluacion de su
actividad antiproliferativa.

Por un lado, se partira de derivados con anillos 1,2,4-triazolicos unidos al carbono
terminal del hidrato de carbono por un azufre o por nitrégeno y se unira un segundo
heterociclo en la posicién anomérica del carbohidrato por medio de un espaciador. Este
segundo heterociclo podré ser aromatico (isoxazoles, 1,2,3-triazoles, 1,2,4-oxadiazoles)
0 no (isoxazolinas) para observar si la variacion de la cantidad y tipo de heteroatomos
influye sobre la actividad bioldgica. Se evaluara primero la eficiencia de este cambio
sobre la actividad bioldgica manteniendo un grupo 3,4,5-trimetoxifenil como
sustituyente dada su importancia biologica. Posteriormente se evaluara el cambio de
dicho sustituyente manteniendo un mismo heterociclo. También se evaluara la
influencia del cambio del anillo 1,2,4-triazélico en la porcion terminal de la D-ribosa
por un anillo 5-amino-1,3,4-tiadiazélico.

Por otra parte, y con el propdésito de analizar la influencia de los grupos protectores
en las posiciones dos y tres de la D-ribosa, se sintetizardn compuestos con grupos
isopropilideno y ciclopentilideno y sus andlogos desprotegidos.

También se presentaran los lineamientos para la obtencion de C-glicosidos debido a
su mayor resistencia al ataque bioldgico.

Se evaluara la citotoxicidad de los compuestos frente a diferentes lineas celulares
con el objetivo de encontrar una estructura novedosa que sera el compuesto lider para

futuras investigaciones.
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Capitulo 4

Sintesis de 1,2.4-triazolil/4,5~dihidro isoxazolil

D-ribdsidos

1. Introduccion.

Los derivados triazolicos y sus analogos nucleosidicos han mostrado tener una alta
toxicidad contra varias lineas celulares tumorales humanas.!? La actividad bioldgica de
compuestos que contienen un anillo triazélico en su estructura se debe al alto momento
dipolar de este heterociclo, lo que le permite formar fuertes interacciones por puente
hidrogeno con el objetivo (target) bioldgico.* Desde el punto de vista quimico, este
heterociclo es estable a hidrolisis acida y béasica, asi como también en condiciones de
reduccion y oxidacion.®

Considerando que la actividad antiviral y/o antitumoral podria aumentar o
potenciarse por agregado de un segundo anillo heterociclico®®, en este Capitulo se
presentard la sintesis de derivados 1,2,4-triaz6licos de D-ribosa incorporando en algunos
casos un anillo isoxazolinico como un segundo farmacéforo. La actividad antitumoral
de los compuestos sintetizados en esta etapa se evalu6 sobre una linea celular BW 5147
de linfoma T, la cual posee una conocida malignidad in vivo.°

En el Esquema 4.1 se muestran las estructuras de los compuestos mono- y di-
heterociclicos sintetizados que se presentaran en este Capitulo. Partiendo de un mismo
compuesto, el alil 2,3-O-ciclopentilidén-p-D-ribofurandsido (77) se obtuvieron dos
derivados 1,2,4-triazolicos diferentes unidos a la posicion cinco de la B-D-ribofuranosa
mediante un atomo de azufre o de nitr6geno. La reaccién de cicloadicién 1,3-dipolar
entre una oxima derivada y el grupo alilo nos permiti6 incorporar el anillo isoxazolinico
a la estructura para obtener los derivados di-heterociclicos. Los derivados mono- y di-
heterociclicos fueron desprotegidos para evaluar la influencia de este cambio sobre la

actividad biolégica.
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N\ S /\/ N\
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Esquema 4.1 Camino sintético para la obtencién de derivados triazélicos mono-heterociclicos y di-

heterociclicos triazolicos/isoxazolinicos.

2. Resultados y discusion.

2.1. Sintesis de precursores de alil B-D-ribofuranosido.

El primer paso de la sintesis planteada implica una proteccion simultanea de D-
ribosa con ciclopentanona y alcohol alilico, para lo cual se siguié el protocolo
previamente descripto por Busscher y col.!° Esta sintesis utiliza sulfato de cobre anhidro
y acido sulfurico como catalizador y, en un Unico paso de sintesis y purificacion, es
posible obtener el alil 2,3-O-ciclopentilidén-B-D-ribofurandsido con rendimientos
moderados (53 %). La aplicacion de la técnica descripta nos condujo al compuesto
protegido 77 cuyos datos espectroscdpicos obtenidos experimentalmente coincidieron

con los datos de literatura.

ciclopentanona Ho 0/\/ 10 0/\/
) alcohol alilico %0?‘ TsClI %0?‘
D-rbosa — E——
CuS0Oy4, HyS0, o O piridina o O
40°C, 48 h f f
77 78

Esquema 4.2 Camino sintético para la obtencién del derivado tosilado 78.

El posterior tratamiento del alil 2,3-O-ciclopentilidén-f-D-ribofuranosido (77) con
cloruro de tosilo en piridina permitié la funcionalizacion del hidroxilo terminal del D-

ribésido con un buen grupo saliente para un subsecuente desplazamiento nucleofilico
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del mismo. El derivado tosilado 78 (Esquema 4.2) fue aislado como un solido blanco
con un rendimiento del 88 % y fue analizado por espectroscopia de resonancia
magnética nuclear.

En la Figura 4.1 se muestra el espectro protonico del tosil derivado 78 en donde
pueden observarse las sefiales correspondientes a los hidrdgenos de la B-D-ribofuranosa
que se analizara mas especificamente para este compuesto.

El singulete a desplazamientos quimicos de 5,08 ppm se asignd al hidrégeno H-1.
Se comprueba que la D-ribofuranosa se encuentra en configuracién  al no observarse
acomplamiento entre los hidrogenos H-1 y H-2 (ver espectro COSY en la Figura 4.3), lo
que indica que los &ngulos diedros entre los correspondientes enlaces C—H son cercanos
a 90°. En este caso en particular, H-3 y H-4 presentan una constante de acomplamiento
pequefia (Js4 0,7 Hz), por lo que el angulo diedro es bastante cercano a 90°. La
constante de acoplamiento entre los hidrogenos H-2 y H-3 (J23 6,0 Hz) se encuentra
dentro de los valores que se describen en literatura para D-ribdsidos en configuracion 3,
que generalmente se encuentran entre 50 y 6,0 Hz.!' Los valores de los
desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamientos para los hidrogenos del
residuo glicosidico se encuentran detallados en la Tabla 4.1 y coinciden con datos

descriptos en bibliografia.'?1

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

o
<
<
o~
[

H-1 T T T T T T T T
406 402 398 394 390 3.86 3.82

(ppm) . CHy
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H-2

581 578 575 572 onY¥ H-
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=2'

I

o]
01
0o =

1
3.

g% ge & T kS P
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Figura 4.1 Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCl5) para el compuesto 78.
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La presencia del alilo en la posicion anomérica de la D-ribosa puede verificarse por
las sefiales diagnosticas que corresponden a los hidrogenos H-1’a, H-1°b, H-2’, H-3’a y
H-3’b y las constantes de acoplamiento encontradas entre cada uno de estos hidrogenos,
que se muestran en la Tabla 4.1. La incorporacion del grupo tosilo se verifica a partir de
la presencia de dos dobletes a & 7,34 ppm y 7,78 ppm (aromatico p-sustituido) y un
singulete que integra para tres hidrogenos a desplazamientos quimicos de 2,44 ppm
correspondiente al metilo. La asignacion de cada uno de los hidrgenos se realizd a
partir del espectro COSY que se muestra en la Figura 4.3.

asignacion | 8 (ppm) J

H-1 5,08 -

H-2 4,51 J23=6,0 Hz

H-3 4,55 J32=6,0Hz,J34=0,7 Hz

H-4 4,31 Jaso = 7,7 Hz, Jasa = 6,7 Hz, J43= 0,9 Hz

H-5a 3,99 Jsasb = 10,0 Hz, Jsas = 6,7 Hz

H-5b 4,03 Jspsa = 10,0 Hz, Jsps4 = 7,8 Hz

H-1’a 3,87 Jrras =129 Hz, Jrap = 6,2 Hz, Jra3y = 1,3 HzZ, J1a3a = 1,3 Hz
H-1"b 4,03 Jivra=129Hz, Jiv2 =5,2Hz, Jiv3b = 1,6 HZ, Jip3a = 1,6 HZ
H-2° 577 Jo3b = 17,2 Hz, J2» 30 = 10,4 Hz, 32 1a = 6,2 Hz, 321, = 5,2 Hz
H-3’a 5,16 J3a2=10,4 Hz, J3a3b = 1,4 Hz, J3a1b = 1,4 HZ, J3a1a = 1,4 HZ
H-3"b 5,21 Jab2 = 17,2 Hz, J3b32a = 1,6 Hz, J3b,10 = 1,6 HZ, J3p,15a = 1,6 Hz

Tabla 4.1 Desplazamientos quimicos y constantes de acoplamiento en el espectro de RMN-'H para el
compuesto 78.

En el espectro de carbono del compuesto 78 (Figura 4.2) se observan las sefiales
correspondientes a la D-ribofuranosa que son consistentes con una configuracion 8 del
carbono anomerico (6 107,1 ppm). Los carbonos C-2, C-3 y C-4 se encuentran a
desplazamientos quimicos de 84,9; 81,3 y 83,4 ppm respectivamente, y la asignacion de
cada uno de ellos se realiz6 a partir del espectro de HSQC (ver Figura 4.3). El carbono
C-5 se encuentra desplazado hacia campos mas altos (d¢c-s 69,4 ppm).

La presencia de las sefiales a desplazamientos quimicos altos para los carbonos C-2’
(133,4 ppm) y C-3” (117,8 ppm) confirman la presencia del doble enlace, ademas de un
carbono a &6 68,2 ppm correspondiente al C-1°. También se observan las sefiales de
carbonos aromaticos a desplazamientos quimicos de 128,1; 130,0; 132,8 y 145,2 ppm y

el metilo a & 21,8 ppm que comprueban incorporacion del grupo tosilo. La asignacion
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de los carbonos fue posible a partir de la realizacion del espectro bidimensional HSQC
(Figura 4.3).
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Figura 4.2 Espectro de RMN-*3C (125 MHz, CDCls) para el compuesto 78.
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Figura 4.3 Espectro de COSY (arriba) y HSQC (abajo) para el compuesto 78.
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2.2. Sintesis de derivados mono-heterociclicos B-D-ribofuranosidos conteniendo

1,2,4-triazol-3-tioles.

Para obtener los derivados triazdlicos (Esquema 4.3), el compuesto 78 fue tratado
con 1,2,4-triazolil-3-tiolato de sodio en N,N-dimetilformamida a 50 °C para dar el 1,2,4-
triazol-3-il derivado 79. El tiolato de sodio fue generado a partir de una solucion de
etoxido de sodio y 1,2,4-triazol-3-tiol de acuerdo con técnicas utilizadas previamente en
el laboratorio.!” EI compuesto 79 fue purificado por cromatografia en columna de silica
gel obteniéndose un solido blanco con un rendimiento del 79 % que fue caracterizado
por sus espectros de RMN-'H y RMN-C.

TsO = N N S =
o i N//\»»\SNE <\ \\,/ fo) o N S AN
N N-NH AcoH80% < T ] o9
————— \-NH
o 0 DMF o 0 55°C,24h N
é 50°C, 18 h é OH OH
80
78 79

Esquema 4.3 Camino sintético para la obtencién de mono-heterociclos derivados de 1,2,4-trizol-3-tiol.

La eleccidon del grupo protector ciclopentilidén en lugar del mas comdnmente
utilizado isopropilidén se realiz6 debido a que en bibliografia se encontrd que variadas
condiciones acidicas (como CF3COOH/CH.CI>/H.O (10:10:2), y CH3COOH/H20
(80/20), CH3COOH/H20/(HOCHy>). (14:6:3), HCI 2M en MeOH, p-TsOH en MeOH,
FeCl3.SiO2 en CHCl3, FeCls.SiO2, y CH3COOH en CHCIs) llevaban a la formacion de
cierta cantidad del producto totalmente desprotegido si se utilizaban acetonidos
derivados.18-20

El grupo ciclopentilidén?-22 mas labil se hidrolizd quimioselectivamente con acido
acetico:agua (80:20) a 55 °C durante 24h, llevando a la formacion del alil B-D-
ribofuranosido derivado 80 con un rendimiento del 40 %. Sin embargo, se aislé un 16 %
del producto protegido 79 que no reacciond bajo las condiciones utilizadas ya que, aln
en este caso, fue necesario cortar la reaccion antes de las 48 horas para evitar la
hidrolisis del grupo en la posicion anomérica. Por purificacion en columna de silica gel
se obtuvo el producto puro el cual fue caracterizado a partir de sus espectros de RMN-
IHy -BC.

En el espectro de RMN-H del derivado triazolico 79 (Figura 4.4) se observan las

sefiales diagndsticas correspondientes al hidrogeno triazélico H-5"’ como dos
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singuletes: uno de ellos se encuentra a desplazamientos quimicos de 8,36 ppm e integra
para 0,9 hidrogenos y el otro a & 8,45 ppm (integracion de 0,1 hidrégenos). La aparicion
de dos sefiales en el espectro se debe a la tautomeria que presenta este tipo de
heterociclos aromaticos.?®?* La confirmacion de la unién por medio de un atomo de
azufre del anillo triazélico al carbohidrato se muestra con los desplazamientos quimicos

de los protones 5a y 5b que se corren a campos mas altos (6 3,27 ppm y 3,38 ppm).

ﬁﬁﬁﬁﬁ
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PE CH,
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5 A 12

Figura 4.4 Espectro de RMN-'H (500 MHz, (CDj3),CO) para el compuesto 79.

En el espectro de carbono del compuesto 79 (Figura 4.5) se pudieron observar las
sefiales diagnodsticas que confirman la incorporacion del anillo triazolico,
correspondientes a los carbonos C-3”’ y C-5" a & 157,1 ppm y & 146,6 ppm,
respectivamente. EI carbono C-5 del residuo de la D-ribosa presentd una sefial

desplazada a campos més altos (6 35,7 ppm) consistente con la union a un atomo de

azufre.
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Figura 4.5 Espectro de RMN-3C (50 MHz, CDCls3) para el compuesto 79.
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En la Figura 4.6 se muestra el espectro de RMN-H realizado en metanol deuterado
para el derivado triazolico desprotegido 80. En el espectro se observa la ausencia de las
sefiales del grupo protector y el corrimiento de los H-2 (que sale junto al H-4 como un
multiplete a 6 = 4,16-4,23 ppm) y H-3 a 6 4,01 ppm. La constante de acoplamiento entre
los hidrogenos H-2 y H-3 de 4,7 Hz (J2,3 = 5,9 Hz en el compuesto protegido 79) denota
un posible cambio conformacional en el anillo furanosico, al eliminarse el grupo
protector.

El espectro de carbono del compuesto 80 (Figura 4.7) muestra la ausencia de las
sefiales correspondientes a los carbonos del grupo ciclopentilidén y se observa el
corrimiento a desplazamientos quimicos mas bajos con respecto a 79 de los C-2 y C-3

(6 75,3 ppm y & 76,5 ppm, respectivamente) que confirman la desproteccion de dicho
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Figura 4.6 Espectro de RMN-'H (500 MHz, MeOD) para el compuesto 80.
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Figura 4.7 Espectro de RMN-3C (50 MHz, MeOD) para el compuesto 80.
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2.3. Sintesis de derivados di-heterociclicos B-D-ribofurandsidos conteniendo

isoxazolinas y 1,2,4-triazol-3-tioles.

Para obtener uno de los derivados di-heterociclicos de B-D-ribofuranosa se utilizo
como sustrato de partida el derivado triazolico 79. Se realizO una reaccion de
cicloadicion 1,3-dipolar en la cual el doble enlace del grupo alilo del compuesto 79 fue
utilizado como dipolardéfilo y el dipolo fue un N-Oxido generado a partir de 3,4,5-
trimetoxibenzaldoxima en presencia de cloramina-T.? La 3,4,5-trimetoxibenzaldoxima
fue obtenida a partir de 3,4,5-trimetoxibenzaldehido e hidroxilamina mediante una
reaccion de formacién de oxima a partir de procedimientos estdndar, el cual se
encuentra descripto en el Capitulo 8 de Técnicas Experimentales. ElI grupo 3,4,5-
trimetoxifenilo fue seleccionado debido a que este grupo forma parte de muchos

compuestos con probada actividad bioldgica.?6-2

La reaccion de cicloadicion se llevo a cabo en una mezcla de tert-butanol/agua 1:1
y se probaron diferentes condiciones de temperatura. Cuando la reaccién se realizo a
temperatura ambiente, el compuesto 81 se obtuvo con bajos rendimientos (18 %), por lo
que se probaron diferentes temperaturas, obteniéndose los mejores resultados a 45°C
(42%). El producto asi obtenido se purificd por cromatografia en columna de silica gel
para obtener el compuesto di-heterociclico 81 (42 %) como una mezcla diastereomérica
en una proporcion 1:1, estimada por las areas de los picos en los espectros de RMN-1H.

El compuesto 81 fue caracterizado por sus espectros: protonico y carbono, y la
asignacién de las sefiales fue posible a partir de la realizaciébn de espectros
bidimiensionales COSY y HSQC.

{jmw/\/ /éOMeQYTY_?

NS o.
\ \\i/ o) O/Vl% /N
AcOH 80% N-NH
ikt
OH OH
chloramina-T OMe 40°C,24h 5 OMe
tert-BuOH/H,0, 3 h
MeO OMe MeO OMe

79 81
Esquema 4.4 Reacciones para la obtencién de di-heterociclos derivados de 1,2,4-trizol-3-tioles.

El di-heterociclo 81 se desprotegid utilizando el mismo procedimiento empleado
anteriormente, pero en este caso fue necesario calentar a 40 °C durante 24 horas. El

compuesto 82 puro se obtuvo con un rendimiento del 57 % luego de ser purificado por
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cromatografia en columna de silica gel, y fue caracterizado por sus espectros de RMN-
'Hy RMN-3C.

El espectro protonico del compuesto di-heterociclico 81 (Figura 4.8) mostro las
sefiales diagnosticas correspondientes a la formacién del anillo isoxazolinico junto con
las sefiales aromaticas del anillo 3,4,5-trimetoxifenilo. La mayoria de las sefiales se
encuentran duplicadas debido a la mezcla de dos diasteredbmeros. A continuacion, se
detallan las asignaciones y multiplicidades de los protones del anillo isoxazolinico: H-5’
como un multiplete a 6 4,90 ppm; dos sefiales a desplazamientos quimicos de 3,39 ppm
y 3,41 ppm para el hidrogeno H-4’b y otras dos sefiales a & 3,15 ppm y 3,23 ppm para el
H-4’a. La presencia del anillo trimetoxifenil se comprueba por la presencia de un
singulete a desplazamientos quimicos de 6,88 ppm correspondiente a los hidrégenos del
anillo bencenico y los metoxilos a 6 3,85 y 3,86 (dos) ppm. Los hidrogenos H-1’a y H-
I’b se observan como dos dobles dobletes a desplazamientos quimicos de 3,56; 3,57

ppmy 3,91; 3,99 ppm.
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Figura 4.8 Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCls) para el compuesto 81.

En el espectro de carbono del compuesto 81 (Figura 4.9) se muestran las sefiales
diagnésticas que confirman la formacion de anillo isoxazolinico: los carbonos C-3” (6
156,5; 156,6 ppm), C-4’ (6 37,1; 37,4 ppm) y C-5" (6 79,4; 79,6 ppm), asi como la
incorporacion del anillo aromaético a desplazamientos quimicos de 104,2; 124,7; 140,0 y

153,4 ppm y los metoxilos a 6 56,4 y 61,0 ppm.
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Figura 4.9 Espectro de RMN-3C (50 MHz, CDCls3) para el compuesto 81.

Observando el espectro de RMN-H del compuesto desprotegido 82 (Figura 4.10)
pueden notarse la ausencia de los protones del grupo protector y los corrimientos de los
H-2 (que sale junto al H-4 como un multiplete a 6 4,17-4,22 ppm) y H-3 a 6 3,98; 4,01
ppm (dos sefales debido a la presencia de los dos diastereoisomeros). En la Figura 4.11
se muestra el espectro de carbono para el derivado 82, donde se observa un corrimiento
a desplazamientos quimicos mas bajos con respecto al compuesto 81 para los carbonos
C-2ad 74,9; 75,0 ppm y C-3 a 6 76,3 ppm, y la ausencia de las sefiales del grupo

ciclopentilidén.
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Figura 4.10 Espectro de RMN-'H (500 MHz, (CD3).CO) para el compuesto 82.
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Figura 4.11 Espectro de RMN-3C (50 MHz, (CD3).CO) para el compuesto 82.

2.4. Sintesis de derivados mono-heterociclicos B-D-ribofuranésidos conteniendo

5-(4-clorofenil)-1,2,4-triazol-3-tionas.

Con el objetivo de obtener derivados B-D-ribofuranosidos con anillos heterociclicos
de triazolil-tionas, fue necesario sintetizar un precursor apropiado para poder llevar a
cabo la ciclacion intramolecular en medio basico que genera los anillos de 1,2,4-
triazolil-3-tionas (ver Capitulo 2). En la Figura 4.5 se muestra el camino retrosintético
para la obtencidn de este tipo de heterociclos a partir del alil derivado 77.

o/\/ SCN O/\/ o/\/
A [¢] %O?‘ %O?‘

o_0 — o0 — o 0

O O O

77

HO

Esquema 4.5 Camino retrosintético para la obtencién de derivados de B-D-ribofuranosa que contienen

1,2,4-triazolil-3-tionas.

El camino sintético propuesto para obtener el isotiocianato podria partir de 77 o 78,
via la azida intermediaria (Esquema 4.6).

En una primera instancia, se propuso obtener el azido derivado 83 en un solo paso
de reaccion?®2° a partir del alil derivado 77. Con este propdsito, el compuesto 77 se hizo
reaccionar con una mezcla de tetrabromuro de carbono (CBrs), trifenilfosfina (PPhs) y
azida de sodio (NaNs) en N,N-dimetilformamida anhidra. Se probaron diferentes
temperaturas de reaccién, obteniéndose los mejores resultados cuando se calent6 a 100
°C durante cinco horas. Luego de la purificacion por cromatografia en columna se

obtuvo el azido derivado 83 con s6lo un 10 % de rendimiento.
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Esquema 4.6 Reacciones para la obtencion del azido derivado (83) e isotiocianato derivado (84).

Para mejorar los rendimientos, la sintesis del azido derivado 83 se realizd por
desplazamiento nucleofilico del derivado tosilado 78 con azida de sodio (Figura 4.6).
En este caso, la reaccion se llevo a cabo en N,N-dimetilformamida bajo atmosfera de
argobn a una temperatura de 80 °C durante 3 horas. Luego de la purificacion
cromatografica en silica gel, se obtuvo el azido derivado 83 con un rendimiento del
74%.

Posteriormente, 83 se tratd con disulfuro de carbono vy trifenilfosfina, utilizando
como solvente dioxano anhidro en atmosfera de argbn. La reaccion se realiz6 a
temperatura ambiente, utilizando una relacion azida:trifenilfosfina de 1:1,2
equivalentes, respectivamente y un exceso de disulfuro de carbono (10 equivalentes).®
El isotiocianato derivado 84 se obtuvo con un rendimiento del 79 %, luego de ser

purificado por cromatografia en columna de silica gel.

Tanto el azido derivado 83 como el isotiocianato 84 fueron caracterizados por
espectroscopia de RMN-H y RMN-*3C (Figuras 4.12 y 4.13). En la Figura 4.12 se
muestran los espectros protonicos de los compuestos 83 y 84. En ambos casos se
consideraron como sefiales diagndsticas las correspondientes a los hidrogenos H-5a y
H-5b de la D-ribosa que se encuentran unidos al carbono con el grupo azido o
isotiocianato, respectivamente. Comparando ambos espectros se observan diferencias en
el desplazamiento quimico de los dobles dobletes correspondientes a dichos hidrégenos:
6 3,28 ppm (H-5a) y 3,47 ppm (H-5b) para el azido derivado 83, y 3,55 ppm (H-5a) y
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3,68 ppm (H-5b) para el isotiocianato derivado 84. La asignacion de los hidrogenos se

realizo a partir del espectro bidimensional COSY.
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Figura 4.12 Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCls3) para los compuestos 83 y 84.

En el espectro de carbono de los compuestos 83 y 84 (Figura 4.13) se observaron
los cambios producidos en los desplazamientos quimicos de las sefiales
correspondientes al carbono C-5 de la D-ribosa. La sefial para el carbono C-5 en 83 se
encuentra a & 53,9 ppm mientras que en el compuesto 84 se desplaza a 6 48,1 ppm,
valores que presentan corrimientos en comparacion con el tosilo precursor 78 (dcs 69,4
ppm). La asignacion de las sefales se realizo en base al espectro bidimensional HSQC.

El carbono correspondiente al isotiocianato (N=C=S) no se observo en el espectro
de RMN-3C y resultados similares fueron obtenidos anteriormente por Barradas et. al.*?
La formacion del grupo isotiocianato® en el compuesto 84 se comprob6 a partir de la
realizacion del espectro IR en donde se observaron las bandas vn=c-s a 2089 cm™y

2207 cm™ correspondientes a dicho grupo (Figura 4.14).
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Figura 4.13 Espectro de RMN-'3C (125 MHz, CDCls3) para los compuestos 83 y 84.
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A partir de 84 se puede obtener la triazolil tiona 86 por ciclacion intermolecular de

la tiosemicarbazida 85 (Esquema 4.7).

(0] HN
SCN /\/ H H /\/ N \\f /\/
(6] N~ T [¢) (6]
o H o o
— S .
O O O O O O
84 85 86

Esquema 4.7 Reacciones para la obtencion de la triazoliltiona derivada (86).

Con este objetivo se condenso el isotiocianato 84 con 4-clorobenzoilhidracida en
dioxano anhidro y atmdsfera de argon a reflujo durante 2 horas, utilizando una relacion
isotiocianato: hidracida de 1:1,1 equivalentes (Esquema 4.8). La tiosemicarbacida 85
fue purificada por cromatografia en columna y se obtuvo con un rendimiento

cuantitativo. El derivado 85 fue caracterizado por espectroscopia de RMN-'H y RMN-

13C.
H H
SCN o/\/ /NTN O/\/
0 0 H g 0
. dioxano ClI
o 0o NHNH;, —— o0 o
o o

84 85

pd

Esquema 4.8 Reaccion para la obtencion de la tiosemicarbacida derivada 85.

Nuevamente en el espectro protonico del compuesto 85 (Figura 4.15) se
consideraron diagndsticas las sefiales de los hidrogenos H-5a y H-5b de la B-D-ribosa
observandose en este caso desplazamientos quimicos a 3,63 ppm (sefial ancha) y 4,11
ppm (doblete ancho), respectivamente. La presencia de las sefiales correspondientes a
los dobletes del anillo aromatico p-sustituido a desplazamientos quimicos de 7,45 ppm y
7,82 ppm con una constante de acoplamiento de 8,6 Hz muestra la incorporacion del
anillo aromatico mientras que la presencia de singuletes anchos correspondientes a los
hidrégenos unidos a los nitrogenos de la tiosemicarbacida a 6 7,59; 8,73 y 9,10 ppm
confirma la formacién de 85 (valores a & entre 7,98-11,93 ppm).2* Las asignaciones de

las sefiales en el espectro se realizaron a partir del espectro COSY.
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Figura 4.15 Espectro de RMN-!H (500 MHz, CDClIs) para el compuesto 85.

En el espectro de carbono del compuesto 85 (Figura 4.16) se observan las sefiales
diagndsticas del grupo tiosemicarbazida a & 166,2 ppm y a & 182,6 ppm que se
asignaron al carbono carbonilico y al carbono tiocarbonilico respectivamente. También
se encuentran presentes las sefiales que corresponden al anillo aromatico p-sustituido a 6
129,0; 129,3; 129,4 y 139,1 ppm. En este caso la sefial del carbono C-5 de la D-ribosa se
desplaza a & 47,7 ppm. La asignacion de los carbonos se realizé en base al espectro
HSQC.
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Figura 4.16 Espectro de RMN-*3C (50 MHz, CDCls) para el compuesto 85.

Finalmente, para lograr la ciclacion intramolecular de la tiosemicarbacida 85
(Esquema 4.9) se probaron varias condiciones de reaccion: a) tratamiento térmico a

reflujo de N,N-dimetilformamida en un medio basico de carbonato de potasio anhidro
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(con una relacion entre la tiosemicarbacida y el carbonato de potasio de 1:2), en este
caso no se observo ningun cambio en la reaccion, que se siguié por CCD; b)
calentamiento a reflujo en presencia de una solucion de NaOH 2N*°, observandose en
este caso la formacion de varios productos de degradacion por CCD; c) tratamiento con
etoxido de sodio en etanol y calentamiento a reflujo durante 24 horas®®, en este caso se
observd la formacion de un producto mayoritario por CCD. Dicho producto, luego de
neutralizar con &cido clorhidrico 1N se purificé por cromatografia en columna de silica
gel, obteniéndose la 5-(4-clorofenil)-1,2,4-triazol-3-tiona derivada 86 con un
rendimiento del 81%. Por Gltimo, se desprotegio el compuesto 86 por el procedimiento
ya descripto obteniéndose el derivado desprotegido 87 con un 62 % de rendimiento.
Ambos compuestos 86 y 87 fueron caracterizados por espectroscopia de RMN-H y
RMN-13C,

(0]

S
HN\(
N
/©)'L T \_N o/\/
(0]
EtONa EtOH ACOH 80%

reﬂulo 3h 40 C 24 h
Cl

85 86

Esquema 4.9 Reacciones para la obtencion de las 1,2,4-triazolil-3-tiona 86 y 87.

En el espectro proténico del compuesto 86 que se muestra en la Figura 4.17, las
sefiales diagndsticas que confirman la formacion del producto corresponden a los
hidrégenos H-5a y H-5b del residuo glicosidico a desplazamientos quimicos de 4,05
ppm y 4,68 ppm, respectivamente. Estas sefiales presentan un corrimiento respecto de
su precursor 85 (dH-sa 3,63 ppm Yy Sn-sp 4,11 ppm) debido a la formacion del anillo
heterociclico. Ademas, se encuentra presente una Unica sefial correspondiente al
hidrogeno unido al nitrégeno en el anillo triazélico a desplazamientos quimicos de 12,3
ppm. La asignacion de las sefiales se realizd a partir del espectro bidimensional COSY.

En el espectro de carbono del derivado 86 (Figura 4.18) pudieron asignarse los
carbonos del heterociclo a desplazamientos quimicos de 151,0 ppm para el tiocarbonilo
y 168,5 ppm para el C=N. La sefal del carbono C-5 de la B-D-ribofuranosa se desplaza
a 6 46,9 ppm. La asignacion de las sefiales fue posible en base a la realizacion del
espectro HSQC.
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Figura 4.17 Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCls) para el compuesto 86.
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Figura 4.18 Espectro de RMN-'3C (125 MHz, CDCls3) para el compuesto 86.

El anélisis de los espectros tanto proténico como carbono del mono-heterociclo

desprotegido 87 es similar al de sus analogos libres 80 y 82. En el espectro de RMN-1H,

las sefiales del H-2 e H-3 se desplazan a 63,81 y 4,07 ppm respectivamente y se

observa la ausencia del grupo protector (Figura 4.19). En el espectro de carbono (Figura

4.20) las sefiales correspondientes a los carbonos C-2 y C-3 presentan corrimientos a 6

74,2 ppm y 76,0 ppm, respectivamente, respecto de su precursor 86.
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Figura 4.20 Espectro de RMN-*3C (50 MHz, CD3;0OD) para el compuesto 87.

2.5. Sintesis de derivados di-heterociclicos B-D-ribofurandsidos conteniendo

isoxazolinas y 5-(4-clorofenil)-1,2,4-triazol-3-tionas.

Con el objetivo de obtener una estructura di-heterociclica a partir de la 5-(4-
clorofenil)-1,2,4-triazol-3-tiona derivada 86, se utiliz6 el procedimiento descripto
anteriormente para el compuesto 79 (Seccion 2.3). ElI compuesto 86 se traté con el N-
oxido generado a partir de 3,4,5-trimetoxibenzaldoxima y cloramina-T para obtener el
derivado di-heterociclico 88. Desafortunadamente, en este caso la reaccion produjo
diferentes sub-productos y el compuesto esperado no pudo ser aislado del crudo de
reaccion (Esquema 4.10).

Para comprobar si la presencia del heterociclo en posicion 5 afectaba la reaccion de
cicloadicion 1,3-dipolar, se disolvio la triazolil-3-tiona 86 y cloramina-T en una mezcla

de etanol/agua 1:1 y se calent0 a 45 °C durante 1 h. Se observd que se generaban varias

Pdgina | 80



Capitulo 4

manchas por CCD, comprobando asi la degradacion del sustrato con el reactivo. Este
resultado nos llevé a comprobar si lo mismo ocurria cuando el derivado mono-
heterociclico 79 se calentaba en presencia de cloramina-T. En este caso se observo
también degradacion de 79 aungue en menor proporcion. Esto explicaba los bajos

rendimientos obtenidos en la sintesis de 81.

S S
HN HN
N \\// NOH N \‘//
NN A NN O
o MeO o N
o + H clo a-T fo) /
o 0 MeO E O 0 0
OMe OMe
MeO
86 88 OMe

Esquema 4.10 Reaccidn propuesta para la obtencion de derivados di-heterociclicos de 1,2,4-triazolil-3-

tionas.

Para evitar este problema, inicialmente se decidid proteger el grupo tiocarbonilo del
derivado 86 con un grupo bencilo, antes de realizar la reaccién de cicloadicion 1,3-
dipolar (Esquema 4.11). EI compuesto 86 se tratd con cloruro de bencilo y carbonato de
potasio anhidro en acetona®’ para obtener el derivado tiobencilico 89 con un
rendimiento del 94 %. El derivado 89 fue purificado por cromatografia en columna de

silica gel y se caracterizd a partir de sus espectros de RMN-'H y RMN-%3C.

S B
HIN\\// ,N:(S n
NSN AF NN =
o O/\/
o BnCl, K,CO,4 o
—_—
O O acetona O O
86 89

Esquema 4.11 Proteccidn del grupo tiocarbonilo para la obtencion del derivado 89.

En el espectro protonico del compuesto 89 de la Figura 4.21, se observaron las
sefiales aromaticas a & entre 7,21-7,25 ppm que integran para cinco hidrogenos y dos
dobletes a desplazamientos quimicos de 4,37 ppm y 4,40 ppm con constante de
acoplamiento de 12,8 Hz, correspondientes al metileno bencilico, que comprueban la
proteccion del grupo tiocarbonilo. Tampoco se observd el hidrogeno unido a un
nitrégeno del anillo triazdlico, y las sefiales correspondientes a los hidrogenos H-5a y
H-5b del residuo glicosidico se desplazaron a & 3,74 ppm y 3,92 ppm, respectivamente
(8H-52 4,05 ppm y Sh-s5n 4,68 ppm en el precursor 86). La asignacion de los hidrogenos se

realizd a partir del espectro COSY.

Pdgina | 81



Sintesis de 1,2,4-triazolil/4,5-dihidro isoxazolil D-ribosidos

En el espectro de RMN-C (Figura 4.22) se observan dos sefiales correspondientes
a los carbonos unidos a nitrogeno del anillo triazélico a 6 151,3 ppm y 154,6 ppm, que
comprueba el cambio producido en el heterociclo. La aparicion de una sefial a
desplazamientos quimicos de 39,0 ppm (que comprueba la unién del mismo a un atomo
de azufre) se asignd al metileno del grupo tiobencilico. Adicionalmente aumento6 la
cantidad de sefiales en la zona aromatica a 6 entre 125,7-136,8 ppm. Se asignaron las

sefiales fehacientemente mediante la realizacion del espectro bidimensional HSQC.
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Figura 4.22 Espectro de RMN-*3C (50 MHz, CDCls) para el compuesto 89.

A partir de 89 se realizd la cicloadicion 1,3-dipolar utilizando el N-0xido de la
3,4,5-trimetoxibenzaldoxima como dipolo, tal como se describi6 anteriormente en este
Capitulo (Esquema 4.12). ElI compuesto di-heterociclico 90 fue obtenido

satisfactoriamente con un rendimiento del 78 %, luego de ser purificado por
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cromatografia en columna de silica gel. La proporcion de cada uno de los diasteromeros
fue calculada a partir de las integraciones en el espectro de RMN-H obteniéndose en
una relacion 1:1. A partir del di-heterociclo 90 fue posible desproteger las posiciones
dos y tres del residuo glicosidico con &cido acético al 80 % en agua, obteniéndose el
compuesto di-heterociclico libre 91 con un rendimiento del 59 %. Los compuestos 90 y
91 fueron caracterizados espectroscopicamente mediante sus espectros de protonico y

de carbono.

NOH

o/\/ MeO: : o0 O\
OM AcOH 80%
H g .
cloramina-T 40°C,24h
EtOH/H,0, 4 h OMe

90

Esquema 4.12 Reacciones para la obtencion de derivados di-heterociclicos de 1,2,4-triazolil-3-tiona.

En el espectro protonico del di-heterociclo 90 (Figura 4.23) se observan las sefiales
correspondientes a los hidrogenos del anillo isoxazolinico: H-5’como un multiplete a &
4,72 ppm; dos dobles dobletes a 5 3,25 ppm y 3,32 ppm para el H-4’b y otros dos doble
dobletes a 6 2,95 ppm y 3,17 ppm para el hidrégeno H-4’a. Las sefiales aromaticas a
desplazamientos quimicos de 6,82 y 6,85 ppm y los metoxilos a 6 3,81; 3,82 y 3,83 ppm
que comprueban la incorporacién del anillo 3,4,5-trimetoxibenceno. En el residuo de D-
ribosa, son diagnosticas las sefiales de los hidrégenos H-1"a & 3,39 ppm y 3,42 ppm; y

H-1’b como un doble doblete a & 3,61 ppm y como un multiplete a 6 entre 3,85-3,88
ppm.
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Figura 4.23 Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCls) para el compuesto 90.
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En el espectro de carbono del compuesto 90 (Figura 4.24) se muestran las sefiales
diagndsticas del anillo isoxazolinico: los carbonos C-3* (& 156,1; 156,4 ppm), C-4’ (5
36,3; 37,4 ppm) y C-5" (& 79,4; 79,6 ppm); y los metoxilos a & 56,4; 56,5 y 61,1 ppm
(dos).
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Figura 4.24 Espectro de RMN-'3C (125 MHz, CDCls3) para el compuesto 90.

Por ultimo, en el espectro protonico del di-heterociclo libre 91 (Figura 4.25) se
observo el corrimiento de las sefiales diagndsticas de los H-2 (que sale junto al H-4
como un multiplete a & 3,96-4,00 ppm) e H-3 a & 3,78; 3,83 ppm. En el espectro de
carbono (Figura 4.26) los carbonos C-2 y C-3 presentaron desplazamientos quimicos a
73,6 ppm y 75,4 ppm, respectivamente (presentando corrimientos a campos mas altos

que su precursor protegido 90).
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Figura 4.25 Espectro de RMN-'H (500 MHz, (CD3).CO) para el compuesto 91.
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Figura 4.26 Espectro de RMN-*3C (125 MHz, (CD3).CO) para el compuesto 91.

3. Estudios de actividad antiproliferativa.

Los compuestos sintetizados fueron sometidos a ensayos de actividad
antiproliferativa sobre la linea celular BW 5147 de linfoma T. Estos estudios estuvieron
a cargo de la Dra. Claudia Anesini y se realizaron en el Instituto de Quimica y
Metabolismo del Farmaco de la Facultad de Farmacia y Bioguimica de la Universidad

de Buenos Aires.

Se analizo la accion antiproliferativa de los compuestos 79-82, 86, 87, 89-91 sobre
dicha linea celular. Dado que el objetivo de este trabajo era realizar un screening

antitumoral preliminar, las isoxazolinas se probaron como mezclas epiméricas.

La bioactividad de los compuestos analizados sobre la linea celular BW 5147 se
resume en la Tabla 4.2, asi como también sus pardmetros lipofilicos. Los valores de
ClogP se calcularon utilizando ChemBio3D Ultra 11,0 y los datos de logP fueron
medidos experimentalmente tal como se describe en el Capitulo 8 de Técnicas

Experimentales.
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Concentracion (ug/mL)
Compuesto 1 10 50 100 logP | ClogP

% -7+0,8 9+1 -29 + 2% -43 + 4**

79 1,95 | 0,78
c 2,9 29,5 147,5 295,0
% | -24+0,2 -31+0,2 -14 £ 1%* | -38 £ 3**

80 -2,45 | -0,95
c 3,7 36,6 183,2 366,3
% -5+£0,5 21+2 24 £ 1% -45 * 4**

81 0,90 | 1,60
c 1,8 18,2 91,2 182,1
% 93 £ 5** 51 £ 3** 43 £ 4* 29+2

82 -0,52 | -0,13
c 2,1 20,7 103,7 207,0
% 49 + 4* 44 + 4* 70 £5** | 123 £ 10**

86 1,91 | 1,80
c 2,2 22,2 1112 222,2
% | -15+0,1 6+0,5 4,4+0,3 2+0,.2

87 0,18 | -0,25
c 2,6 26,1 130,4 260,8
% 373 0 -13+1 n/d

89 1,63 | 513
c 1,85 18,5 92,7 184,8
% | 215+ 2** 60 £ 6* -18+1,9 -45 + 4**

90 1,97 | 5,96
c 1,3 13,4 66,8 134,0
% | 143 £15%* | 210 £ 20** | -52 £ 2,6** | -67 + 4,5**

91 1,17 3,91
c 15 14,6 73,3 146,0

Tabla 4.2 Efecto de los diferentes compuestos sobre la proliferacion de la linea celular de linfoma.
Los resultados se expresaron como porcentaje de proliferacion celular respecto del basal (%). Las concentraciones se expresaron en
UM (c). * p<0,05 y ** p<0,01 diferencias significativas respecto del basal de acuerdo a test de ANOVA + Test de Dunnett’s. n/d: no
determinado.

A partir de los datos obtenidos en la Tabla 4.2, se pueden inferir algunas
observaciones en cuanto a la estructura de los compuestos y las diferencias en la

actividad antiproliferativa sobre la linea celular testeada. Se puede observar que:

e Los compuestos que presentan un anillo 1,2,4-triazélico unido por azufre al
carbono cinco del B-D-ribofuranosido 79, 80 y 81 mostraron actividades
inhibitorias en el intervalo de concentraciones medidas.

e El di-heterociclo libre 82 mostrd un incremento en la proliferacion celular,
gue disminuyd a mayores concentraciones. Este efecto estimulante podria
estar relacionado a un incremento en la polaridad (logP: -0,52) con respecto
al analogo protegido 81 (logP: 0,90) o a un cambio conformacional del

carbohidrato.
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e El compuesto libre que tiene un anillo de 1,2,4-triazolil-3-tiona 87 no mostro
diferencias significativas respecto al basal en todas las concentraciones.

e Los compuestos que presentan un anillo 5-(4-clorofenil)-3-tiobencil-1,2,4-
triazélico 89-91 (mono- y di-heterociclicos) ejercieron un comportamiento
bifasico, estimulando la proliferacion celular a bajas concentraciones e
inhibiéndola a concentraciones mas altas. Este comportamiento podria
interpretarse como una evidencia de la existencia de diferentes sitios de
union moduladores a farmacos.

e Es importante destacar que el compuesto mono-heterociclico con un anillo
de 1,2,4-triazolil-3-tiona 86 aumentd la proliferacion celular (estimulacion) a
medida que aumentaba la concentracion. Este compuesto tuvo un
comportamiento completamente diferente a su derivado protegido 89,
probablemente debido a la proteccion del grupo tiol que inhibe el equilibrio

tautomerico entre el tiol y la tiona.

Con respecto a estas observaciones, se puede resumir que los compuestos tanto
mono- como di-heterociclicos que presentan un anillo 1,2,4-triazélico unido al carbono
cinco del residuo glicosidico (compuestos 79 y 81) mostraron una actividad moderada
contra la linea celular de linfoma ensayada. El patron inhibitorio fue similar entre ellos
y no se observé actividad de estimulacion (Figura 4.27). La accién inhibidora puede
atribuirse mayoritariamente al anillo 1,2,4-triazélico unido a través de azufre al carbono

cinco de la D-ribosa.

’E\ 6000+ I 0
o -
% 5000+ Ll 7 4 31 pg/mL
©
S 4000- * o =310 pg/mL
'g ** 50 pg/mL
o 0004 [ 100 pg/mL
O
‘G 2000+
2
2 1000+
[
o 0- T T T

Basal 79 81

compuestos

Figura 4.27 Efecto de los diferentes compuestos en la proliferacion de la linea celular de linfoma. Los

resultados se expresaron como proliferacion celular (cpm).
Columna negra: basal; columna blanca: 1 pg/mL, columna naranja: 10 pg/mL; columna roja: 50 pg/mL y columna marrdn: 100
pg/mL. * p<0,05 y ** p<0,01 diferencias significativas respecto al basal de acuerdo con ANOVA + Test de Dunnett’s.
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La desproteccion de 79 (logP 1,95) redujo su actividad antiproliferativa (Tabla 3.3,
compuesto 80), la cual puede deberse al incremento de la hidrofilicidad (logP -2,45).

Los cambios en la hidrofilicidad también podrian justificar las diferencias en el
comportamiento observado para los analogos desprotegidos 80 y 82, asi como también

para los derivados que presentan un anillo de 1,2,4-triazolil-3-tiona 86 y 87.

4. Conclusiones.

En este primer Capitulo experimental de la Tesis se disefié una ruta sintética para la
obtencion de novedosos derivados triazélicos, alguno de los cuales contenian en su
estructura un anillo isoxazolinico unido a la D-ribosa. Se sintetizaron 13 nuevos
compuestos entre productos finales y precursores. Los derivados 79, 81, 89, 90 y 91
presentaron actividad inhibitoria moderada contra la linea celular de linfoma BW 5147 a
altas concentraciones, pero solo los compuestos 79 y 81 tuvieron un comportamiento
inhibitorio en el rango de concentraciones medidas. Estos resultados sugirieron que este
tipo de compuestos pueden ser considerados como moléculas lideres para continuar con

el estudio sintético y bioldgico.
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Capitulo 5

Sintesis de derivados di-heterociclicos de D-ribofuranosa

conteniendo isoxazoles v 1.2.3~triazoles

1. Introduccion.

En el Capitulo anterior se discutio la sintesis de 1,2,4-triazoles a partir del derivado
alil D-ribofurandsido (77) que contenian en algunos casos un anillo isoxazolinico como
segundo farmacéforo. Dos compuestos (Figura 5.1) mostraron un considerable
comportamiento inhibitorio en el rango de las concentraciones medidas frente a una
linea celular de linfoma, mientras que los demas compuestos sintetizados mostraron una

actividad moderada, dual o bien no mostraron actividad alguna.

OMe

é é MeO OMe

79 81

Figura 5.1 Estructura de los compuestos 79 y 81.

Teniendo en cuenta la actividad antiproliferativa mostrada por los compuestos
sintetizados, se pudo concluir que la proteccion de las posiciones dos y tres del
carbohidrato era necesaria para su actividad y que el anillo triazélico unido por azufre

mejoraba la actividad antiproliferativa.

En este Capitulo de la Tesis se propone analizar si la introduccion de un heterociclo
aromatico en lugar del anillo isoxazolinico produce una mejora en la actividad biol6gica
en este tipo de compuestos. Este anillo heterociclico fue seleccionado debido a la
conocida mejora que propicia la presencia de anillos heterociclicos arométicos de cinco

miembros cuando se introducen en compuestos con actividad bioldgica (ver Capitulo 1).
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La eleccion de estos anillos de cinco miembros, se realizo teniendo en cuenta las
siguientes consideraciones: a) previamente se habia sintetizado un alil glicésido
derivado y por lo tanto seria igualmente posible obtener un propargil glicésido; b) la
actividad biolégica comprobada del anillo isoxazolico? tal como se argumenté en el
Capitulo 1 y teniendo en cuenta que de esta manera podriamos analizar si la
aromaticidad del anillo era mas propicia para la actividad y c) la influencia de la
cantidad y tipo de heterodtomos sobre el heterociclo por lo cual se propuso obtener
ademas 1,2,3-triazoles*®, otro anillo de comprobada accion terapedtica (ver Capitulo 1).

Dado que en el Capitulo anterior la reaccion de la cicloadicion con el grupo alilo en
el derivado de B-D-ribofuranosa con un anillo 1,2,4-triazélico unido por azufre al C-5
(compuesto 79) daba bajos rendimientos; y en el caso de tener un grupo triazolil-3-tiona
como sustituyente del C-5 (compuesto 86) esta reaccion no ocurria, se decidid invertir el
orden de las reacciones.

Teniendo en cuenta los factores enunciados, el esquema sintético se modificara de
manera tal de realizar primero la cicloadicion 1,3-dipolar utilizando el alquino en la
posicion anomeérica y luego la sustitucion por el tiolato en el carbono C-5 de la D-ribosa
(Esquema 5.1). Ademas de los ciclopentilidén, se sintetizaran isopropilidén derivados.

cloramina-T

N ﬁ Ny S N
N 0 N
/\Q< SNa <\ /\1]\1: o m
ArHC=NOH "
O){ r

EtOH/H,0
\ \ 1
ciclopentanona HO o TsO o oy L
o acetona, alcochol o /\\\ ° /\ 96-97 100-101
propargilico TsCl
D-ribosa ——8M —— » IS ol
CuSOy, HpS0, piridina
40°C, 48 h )Q )Q )\SNE
C ¢
2 - AN,
92.93 94-95

ascorbato de sodio,
OMe CuS04.5H,0

\ ,
R= oM 92, 94, 96, 98, 100, 102: ciclopentilidén tertBuOH/H,0 L -
e 93, 95, 97, 99, 101, 103: isopropilidén 98-99 102-103

Esquema 5.1 Camino sintético para la obtencién de di-heterociclos derivados de D-ribofuranosa

conteniendo isoxazoles y 1,2,3-triazoles.

En el presente Capitulo, se discutira el desarrollo del camino sintético propuesto y
se analizara la actividad antiproliferativa de los nuevos derivados y algunos de los

anteriormente sintetizados frente a la linea celular de cancer de préstata PC3.
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2. Resultados y discusion.

Una importante conclusion con relacion a la estructura-actividad de los primeros
compuestos sintetizados fue que debian protegerse los hidroxilos en posicion dos y tres
del hidrato de carbono. Por este motivo y para comprobar si la naturaleza del grupo
protector podria influir en la actividad de los compuestos, se propuso ademas utilizar un

segundo grupo protector, el isopropilideno, en esta nueva serie de derivados.
2.1. Sintesis de derivados propargilicos de D-ribosa debidamente protegidos.

El primer paso sintético es la proteccion de la D-ribosa utilizando alcohol
propargilico y ciclopentanona o acetona (Esquema 5.2), metodologia similar a la

descripta por Busscher y col.” Se obtuvieron asi los compuestos 92-93.

ciclopentanona
o acetona, alcohol HO

propargilico O/\\\
D-ribosa ———— (0] . o
CuSOy, HySO4 92: ciclopentilidén

40°C, 48 h o 0O 93: isopropilidén

\ /
[p—;

92.93
Esquema 5.2 Reaccion para la obtencién de propargil 2,3-O-ciclopentilidén/isopropilidén
-D-ribofuranésidos (92-93).

Los derivados 92 y 93 fueron purificados por cromatografia en columna de silica
gel obteniéndose puros con rendimientos moderados, pero en un Unico paso de reaccion

(57 % para el compuesto 92 y 53 % para el compuesto 93).

En el espectro protonico del compuesto 92 pueden observarse las sefiales
diagnosticas correspondientes a los protones del metileno del grupo propargilico a
desplazamientos quimicos de 4,27 ppm Yy el proton acetilénico a 6 2,48 ppm con una
constante de acomplamiento de 2,4 Hz (Figura 5.2). También se observan las sefiales
correspondientes a los metilenos del ciclopentilidén como un multiplete a 6 entre 1,63-
1,95 ppm y una sefial a 6 2,86 ppm del hidroxilo terminal del carbono cinco. Los

hidrogenos que forman parte de la p-D-ribofuranosa presentan desplazamientos

Pdgina | 93



Sintesis de derivados di-heterociclicos de D-ribofuranosa

quimicos y multiplicidades similares a los observados para el compuesto 78 analizado

en el Capitulo 4.

En el espectro de carbono del compuesto 92 de la Figura 5.3 se observaron las tres

sefiales caracteristicas de los carbonos del grupo propargilico: el metileno a 6 55,3 ppm,

el

carbono del C=H a & 75,4 ppm y el carbono cuaternario a & 78,5 ppm. Ademas, se

encuentran las sefiales correspondientes al hidrato de carbono y al grupo ciclopentilidén

a desplazamientos quimicos similares al precursor 78 analizado en el Capitulo anterior.
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Figura 5.2 Espectro de RMN-H (200 MHz, CDCls) para el compuesto 92.
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Figura 5.3 Espectro de RMN-3C (50 MHz, CDCls3) para el compuesto 92.

Por otro lado, el compuesto 93 ya se encontraba descripto en literatura por G.

Sureshkumar et. al.® Los autores obtuvieron el compuesto 93 a partir de D-ribosa en dos

pasos de reaccion. Luego de una purificacion por cromatografia en columna de silica

Pa
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gel, obtuvieron el producto puro con un rendimiento de 43 %. Es importante destacar
que la metodologia propuesta en esta Tesis (y que se encuentra descripta en el Capitulo
8 de Técnicas Experimentales) propone la obtencion del propargil 2,3-O-isopropilidén
B-D-ribofuranésido (93) en un Unico paso de multiproteccion y con un mejor
rendimiento (53 %). La caracterizacion fisica y espectroscopica del compuesto 93

obtenido de esta manera coincide con la reportada por G. Sureshkumar et. al.

El paso siguiente consistié en el tratamiento de los derivados propargilicos (92-93)
con cloruro de tosilo en piridina a temperatura ambiente durante 18 h con el objetivo de
incorporar un buen grupo saliente (Esquema 5.3). Se obtuvieron asi los tosil derivados
94y 95.

TsO

o N T o N
piridina 92, 94: ciclopentilidén

HO

O){ o){ 93, 95: isopropilidén
\\_ - \\_ - J/
92-93 94-95

Esquema 5.3 Reaccion para la obtencion de tosil derivados de propargil -D-ribofuranosa (94-95).

Los derivados 94 y 95 se purificaron por cromatografia en columna de silica gel y
los compuestos puros se obtuvieron con rendimientos del 77 % para ambos derivados.

En el espectro proténico del derivado tosilado 94 (Figura 5.4) pueden observarse
las sefiales diagnosticas del grupo tosilo: los dos dobletes a desplazamientos quimicos
de 7,78 ppm y 7,34 ppm correspondientes al anillo aromatico p-sustituido con J de 8,0
Hz y la sefial del metilo que se encuentra a 6 2,44 ppm. Las sefiales correspondientes al
grupo propargilico se encuentra a desplazamientos quimicos de 2,40 ppm para el
hidrogeno acetilénico y otra a & 4,07 ppm para el metileno con una constante de
acoplamiento de 2,5 Hz.

En el espectro RMN-13C del derivado propargilico tosilado 94 (Figura 5.5) pueden
observarse las sefiales diagnosticas caracteristicas que forman parte de anillo aromatico
a d entre 128-146 ppm y también la sefial correspondiente al metilo del grupo tosilo a 6
21,8 ppm. Ademas, se encuentran las sefiales que forman parte del propargilo a 54,4
ppm, 75,1 ppmy 78,5 ppm.

El analogo tosilado 95 se analiz6 de manera similar y su espectro se encuentra en la

seccion de Espectros Adicionales en la Figura1.1y 1.2.
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Figura 5.4 Espectro de RMN-'H (200 MHz, CDCls) para el compuesto 94.
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Figura 5.5 Espectro de RMN-3C (50 MHz, CDCls3) para el compuesto 94.
2.2. Sintesis de derivados isoxazolicos de B-D-ribofuranosa.
Los derivados isoxazOlicos 96-97 (Esquema 5.4) pudieron obtenerse por
cicloadicion 1,3-dipolar a partir de los precursores propargilicos tosilados 94 y 95 como
dipolaréfilos y 3,4,5-trimetoxibenzaldoxima, como precursor del dipolo con moderados
rendimientos (67 % y 64 %, respectivamente).® EI N-Oxido se generd a partir de 3,4,5-
trimetoxibenzaldoxima en presencia de cloramina-T. Los crudos de reaccion se

purificaron por cromatografia en columna de silica gel y se analizaron los espectros de
RMN-'H y RMN-3C de los productos puros.
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NOH
MeO H
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0 MeO
OMe
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Esquema 5.4 Reaccion de cicloadicion para la obtencidn de derivados isoxazélicos de B-D-ribofuranosa.

En el espectro protonico del compuesto 96 (Figura 5.6) se observa que la sefial

diagnédstica del anillo isoxazélico, el hidrégeno H-4’ (correspondiente al anillo

formado) aparece a & 6,60 ppm (valores de literatura entre 6,12-6,95 ppm)°13, También

pueden observarse las sefiales en la zona aromatica de los hidrogenos del grupo

trimetoxifenilo a & 7,05 ppm asi como las sefiales de los metoxilos en la zona entre &

3,89-3,92 ppm.
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Figura 5.6 Espectro de RMN-'H (200 MHz, CDCls) para el compuesto 96.

En la Figura 5.7 se muestra el espectro de RMN-*C del compuesto 96 donde se

observan las sefiales del isoxazol correspondientes a los carbonos C-3° y C-5" a

desplazamientos quimicos de 162,5 ppm y 168,5 ppm; asi como también la sefial a &

101,9 ppm del C-4’. Tambien, como en el caso del espectro de protdn, se pueden

asignar las sefiales aromaticas del anillo 3,4,5-trimetoxifenilo a & 104,2; 124,3; 139,8 y
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153,7 ppm y los metoxilos a desplazamientos quimicos de 56,4 ppm y 61,0 ppm,
confirmando la formacion de compuesto deseado.
El andlisis de los espectros de RMN-'H y RMN-3C del compuesto 97 es similar al

del analogo 96 (Figura 1.3y 1.4 en la seccion de Espectros Adicionales).
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Figura 5.7 Espectro de RMN-3C (50 MHz, CDCls3) para el compuesto 96.

2.3. Sintesis de derivados triazdlicos de B-D-ribofuranosa.

La reaccion de Cu-AAC (Seccion 2.2 del Capitulo 2) permitié sintetizar los
derivados 1,2,3-triaz6licos. Para poder llevar a cabo esta reaccion se sintetizo
previamente 5-azido-1,2,3-trimetoxibenceno por diazotacion de 3,4,5-trimetoxianilina y
posterior sustitucion con NaNs (ver Capitulo 8 de Técnicas Experimentales).’* Los
derivados propargilicos tosilados 94-95 se trataron con sulfato de cobre en presencia de
ascorbato de sodio, y posteriormente se agregé la azida aromatica.l® La reaccion se
Ilevd a cabo por tratamiento térmico a 40 °C durante 24 h y se obtuvieron los derivados
1,2,3-triaz6licos 98 0 99 con rendimientos 89 % y 92 % respectivamente (Esquema 5.5).
Los compuestos fueron purificados por cromatografia en columna de silica gel y los

productos puros fueron caracterizados fisica y espectroscopicamente.
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Esquema 5.5 Reaccion de Cu-AAC para la obtencion de derivados triazélicos de B-D-ribofuranosa.

En el espectro protdnico del compuesto 98 (Figura 5.8) se observa la sefial
diagnéstica que indica la formacion del anillo 1,2,3-triazélico: el hidrégeno H-5 que se
observa a & 8,13 ppm (valores de literatura entre 7,69-8,05 ppm)®-2°, También pueden
observarse las sefiales en la zona aromatica de los hidrogenos del grupo trimetoxifenilo
a desplazamientos quimicos de 7,05 ppm, asi como también las sefiales de los metoxilos

en la zona entre 6 3,88-3,92 confirmando la formacion del compuesto deseado.
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Figura 5.8 Espectro de RMN-'H (200 MHz, CDCls) para el compuesto 98.

En el espectro de RMN-3C del compuesto 98 (Figura 5.9) se observan las sefiales
del 1,2,3-triazol correspondientes a los carbonos C-4° y C-5’ a desplazamientos
quimicos de 144,5 ppm y 121,8 ppm. También, como en el caso del espectro de proton,

se pueden asignar las sefiales del anillo 3,4,5-trimetoxifenilo a & 154,0, 138,3, 133,0 y
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98,4 ppm mientras que los hidrogenos de los grupos metoxilos se observan a 6 61,2
ppmy 56,6 ppm.

Sefales similares se observan tanto en el espectro de RMN-'H y RMN-3C del
compuesto 99 (seccion de espectros adicionales, Figura 1.5 y 1.6).
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Figura 5.9 Espectro de RMN-3C (50 MHz, CDCls3) para el compuesto 98.

2.4. Sintesis de  derivados  di-heterociclicos de  B-D-ribofuranosa:

triazdlicos/isoxazolicos y triazélicos/triazélicos.

Para obtener los productos di-heterociclicos, los derivados mono-heterociclicos 96-
97 0 98-99 se trataron con el 1,2,4-triazolil-5-tiolato de sodio 50 °C durante 18 h para
obtener los derivados 100-101 y 102-103 por sustitucion nucleofilica del grupo tosilo
(Esquema 5.6). Asi, fue posible obtener cuatro nuevos derivados di-heterociclicos los
cuales presentan en su estructura un isoxazol y un anillo 1,2,4-triazélico o dos anillos
triazolicos.

N

w @ N//_h\l)\SNa o @
-

O O H

Sl X ove
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o MeO OMe 50°C, 18 h Ry MeO OMe
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Esquema 5.6 Sintesis de derivados di-heterociclicos de D-ribofuranosa.

2.4.1. Derivados triazélicos/isoxazélicos.

Los derivados isoxazélicos fueron purificados por cromatografia en columna de
silica gel y los compuestos puros se obtuvieron con rendimientos del 70 % para el
derivado 100 y 67 % para el 101.

Se analizaron los espectros proténicos y de carbono de los derivados 100-101, en
donde puede verse la desaparicion de las sefiales correspondientes al grupo tosilo y la
aparicion de las sefiales diagndsticas caracteristicas que indican la incorporacion de un
anillo 1,2,4-triazélico. Por ejemplo, en el espectro de RMN-H del compuesto 100
(Figura 5.10) se observa la sefial del hidrégeno H-5"’ del triazol a 8,20 ppm como un

singulete ancho y ademas un corrimiento de las sefiales correspondientes al hidrogeno

H-5 que se desplazan a & méas bajos respecto de su precursor (6 3,28 ppmy 3,43 ppm).
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Figura 5.10 Espectro de RMN-'H (200 MHz, CDClI3) para el compuesto 100.
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Por otro lado, en el espectro de RMN-3C del compuesto 100 (Figura 5.11) se
observa la sefial del carbono C-5" del triazol a & 146,5 ppm que confirman la formacion
del di-heterociclo. El carbono cinco de la B-D-ribofuranosa también presenta un
corrimiento a campos mas altos, dc-s a 35,7 ppm, consecuencia de la sustitucion de un
derivado oxigenado por un azufrado.

Los espectros de RMN-tH y RMN-3C del compuesto 101 son similares a los de su
analogo 100 y se encuentran en la seccion de Espectros Adicionales en las Figuras 1.7 y
1.8.
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Figura 5.11 Espectro de RMN-*3C (50 MHz, CDCls3) para el compuesto 100.

2.4.2. Derivados triazélicos/triazélicos.

La otra serie de di-heterociclos que se sintetizaron en este Capitulo de la Tesis son
los derivados 102-103 que tienen en su estructura dos heterociclos triazélicos. Los
productos purificados se obtuvieron con rendimientos del 61 % y 63 % para los
compuestos 102 y 103 respectivamente. Ambos compuestos fueron caracterizados por
sus espectros de RMN-tH y RMN-3C, y las sefiales pudieron asignarse a partir de los
espectros bidimensionales de COSY y HSQC.

En el espectro protonico del compuesto 102 (Figura 5.12) pueden observarse dos
sefiales a desplazamientos quimicos de 8,02 ppm y 8,09 ppm (para los hidrégenos H-5’

y H-5" triazolicos) que comprueban la presencia de ambos triazoles en la estructura del

compuesto deseado. Los hidrogenos H-5a (6 3,36 ppm) y H-5b (8 3,48 ppm) presentan
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un corrimiento a campos mas altos al igual que en el compuesto 100, encontrandose

ausentes las sefiales del grupo tosilo.

Por otro lado, en el espectro de RMN-3C del di-heterociclo 102 (Figura 5.13) se

observa una de las sefiales diagnosticas que confirma la incorporacion del anillo 1,2,4-

triazélico a 6 147,4 ppm correspondiente al carbono C-5°" del heterociclo, asi como el

corrimiento de C-5 de la D-ribofuranosa a & 36,3 ppm.

El analisis del derivado di-heterociclico 103 se realizd de manera similar y los

espectros de RMN-H y RMN-3C se encuentran en la seccion de Espectros Adicionales

en las Figuras 1.9 y 1.10.
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Figura 5.12 Espectro de RMN-H (500 MHz, CDClIs) para el compuesto 102.
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Figura 5.13 Espectro de RMN-'3C (50 MHz, CDCls3) para el compuesto 102.
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2.5. Ruta alternativa para la sintesis de derivados di-heterociclicos de

B-D-ribofuranosa triazolicos/triazolicos.

El cambio en el orden de las reacciones de cicloadicion y sustitucion se realiz6 en
base a los resultados obtenidos en el Capitulo anterior con respecto al bajo rendimiento
o la imposibilidad de obtener los productos deseados, cuando en la estructura del
compuesto ya habia presente un anillo triazélico. Sin embargo, la reaccion de Cu-AAC
podria no tener estos inconvenientes. Para poder comprobarlo, se planted el siguiente
camino sintético (Esquema 5.7) en el cual se invirtio el orden en las reacciones: primero
se realiza la sustitucion por el tiolato del 1,2,4-triazol para obtener el derivado 104 y

luego la cicloadicién para obtener el di-heterociclo 102.

TsO

N3
N\ NS Ner
. 0N N\N»\SNa < o "N Meo ome § T X
% # N-NH % ?‘  oMe N NH

H

o 0 DMF o 0 ascorbato de sodio,
50 °C, 18 h CuS04.5H,0
tert-BuOH/H,0O

94 104 40°C, 24 h 102

Esquema 5.7 Camino sintético para la obtencion de 102 invirtiendo el orden de las reacciones.

A partir del derivado tosilado 94 se procedio a realizar la sustitucién por la sal
sodica del 1,2,4-triazol-3-tiol en N,N-dimetilformamida a 50 °C durante 18 h para
obtener el derivado mono-heterociclico 104 (Esquema 5.4). ElI compuesto 104 se
purificd por cromatografia en columna de silica gel y se obtuvo como un sélido blanco
con un rendimiento del 74 %.

El compuesto 104 fue caracterizado a partir de sus espectros de RMN-H y RMN-
13C. En el espectro protonico del compuesto 104 (Figura 5.14) se consideré como
diagnostica la sefial correspondiente al hidrégeno triazélico a desplazamientos quimicos
de 8,23 ppm. En la estructura del compuesto estan presentes las sefiales del grupo
propargilico a 6 4,45 ppm y 4,26 ppm, y se observo la desaparicion de las sefiales
aromaticas y el metilo que formaban parte del grupo tosilo, comprobando la sustitucién
por el heterociclo.

En el espectro de carbono del compuesto 104 (Figura 5.15) se observan como
sefiales diagndsticas que confirman la formacidn de la estructura propuesta, una sefial a
desplazamientos quimicos de 146,8 ppm que corresponde al carbono C-5’ del anillo

triazdlico y otra sefial a campos altos en 6 35,7 ppm que se asigno al C-5 de la B-D-
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ribofuranosa. Ademas, se comprueba la desaparicion de los carbonos que formaban

parte del anillo aromatico y el metilo del grupo tosilo.

8.228
7.260
5.325
725
697
666
638
519
481
445
444
263
450
415
380
346
291
248
224
179
2.447
1.674
1.666

_1.890
- 1.860

<L

N S
5"<\ \7/ X O/\ CH, ciclopent.

H-5" triazol
H-5ay H-5b
-
o
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

Figura 5.14 Espectro de RMN-'H (200 MHz, CDClI3) para el compuesto 104,
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Figura 5.15 Espectro de RMN-*3C (50 MHz, CDCls3) para el compuesto 104.

Posteriormente, a partir del triazol derivado 104 se realizé la reaccion de Cu-AAC
siguiendo el mismo procedimiento que en la Seccion 2.3. Se purifico por cromatografia
en columna se silica gel y se obtuvo un compuesto puro con un rendimiento del 74%

cuya caracterizacion coincidio con la descripta para compuesto 102.

Si comparamos los rendimientos globales en la obtencion del compuesto 102 por
los dos caminos sintéticos (Esquema 5.8) observamos que no existen diferencias

significativas, ya que el rendimiento en ambos casos es del 54%.
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cicloadicion + sustitucion
89% 61%

54,29 %

TsO
s o/\\ NS o N,
o A < o | °N
N-NH N
o 0 0. O
94 102
54,76 %

sustitucién + cicloadicion
74% 74%

Esquema 5.7 Comparacién de los rendimientos globales en la obtencion del di-heterociclo 102.

3. Estudios de actividad antiproliferativa.

Los ensayos de actividad antiproliferativa se realizaron sobre la linea celular de
cancer de préstata PC3. En este caso se estudié la influencia de algunos de los
compuestos sintetizados sobre las alteraciones del ciclo celular. Estas evaluaciones

bioldgicas estuvieron a cargo de la Dra. Elba Vazquez y de la Dra. Geraldine Gueron.

Ensayos de viabilidad celular

Se evalud el efecto farmacoldgico de los nuevos compuestos sintetizados 100, 101,
102, 103 junto con los derivados que habian resultado mas activos del Capitulo anterior
79, 81 y 82 (Figura 5.16) sobre el crecimiento celular y sobre la progresiéon del CC en
lineas celulares de cancer de prdstata PC3. Las células se probaron con diferentes
concentraciones de los compuestos sintetizados (1, 2, 10, 50, 100, 200 and 400 uM) y se
incubaron durante 24 horas. El efecto inhibitorio sobre el crecimiento celular y los

valores de ClogP se muestran en la Tabla 5.1 y en la Figura 5.17.
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(v o Y o N 07Ny
N—NH o N—NH o / N—NH 0 /)

O O O O OH OH

ff ff OMe 82 OMe

(o] OMe e
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Me MeO oM
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Figura 5.16 Estructura de los compuestos 79, 81, 82 sintetizados en el Capitulo 4.
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Viabilidad Celular
Compuestos

¢ (uM) 79 81 82 100 101 102 103
1 91,65+7 100,16 + 17,62 90,86 + 4,89 108,98 + 6,36 116,35+ 5,45 85,64 + 2,49 79,06 + 4,62
2 84,93 +2,38 93,44 +4,2 97,12+7,38 113,73 +7,81 103,73+ 5,94 89,85 + 2,01 89,85 + 2,01
10 87,29 +2,29 85,8 + 4,47 89,4 + 5,54 65,86 + 3,40 134,46+13,6 80,84 + 3,16 110,82+4,73
50 77,1£7,28 75,61 + 3,32 83,17 +2,09 67,392,091 114,54+ 2,65 71,68 1,46 111,52+4,18
100 86,38 + 2,07 75,48 + 7,84 94,18 + 4,06 82,80 + 5,24 133,0+11,2 59,71 + 3,72 94,46 + 4,94
200 72,55 £ 2,85 40,95 + 5,63 83,41+1,16 102,43 £ 4,03 101,36 £7,51 49,83 +6,21 98,08 + 7,04
400 54,66 + 3,19 13,77 £ 2,05 84,87 +3,61 124,84 £ 7,89 111,95 £2,08 43,24 +1,16 98,28 + 4,32

Clso 400 200 > 400 ND > 400 200 > 400
ClogP 0,78 1,60 -0,13 1,22 1,09 0,87 0,84

Tabla 5.1 Efecto inhibitorio de los compuestos 79, 81, 82, 100, 101, 102 y 103 sobre la viabilidad de las
células PC3.

Los resultados de viabilidad celular se expresaron en porcentaje (%) respecto de la viabilidad de las células que no fueron tratadas

consideradas como el 100%. Las concentraciones (c) de los compuestos se expresaron en uM. Los valores de ClogP se calcularon

utilizando ChemBio3D Ultra 11.0. *p<0,05 diferencias significativas respecto del basal de acuerdo a test de ANOVA + Dunnett’s.

ND: no determinado.

a) compuestos con efecto en la viabilidad celular b) compuestos sin efecto en la viabilidad celular
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Figura 5.17 Efecto de los compuestos 79, 81, 82, 100, 101, 102 y 103 sobre la viabilidad de células
PC3.

Los cultivos celulares se expusieron a diferentes concentraciones (1- 400 uM) durante 24h. La viabilidad celular se determine
por MTS y se expres6 como porcentaje de las células control no tratadas (vehiculo) consideradas como el 100 %. Todos los datos

son medias = SD. *Diferencias significativas, p<0,05.

Mientras que los compuestos 82, 101 y 103 casi no mostraron variacion del
crecimiento celular (Figura 5.17b), la exposicion de las células PC3 a los compuestos
79, 81, 100 y 102 tuvo un efecto inhibitorio sobre la viabilidad celular (Figura 5.17a).
Es notable que estos compuestos tengan un efecto diferencial a distintas
concentraciones. El compuesto 79 produce una inhibicién del 45,34 % (P < 0,05) a 400
uM; el compuesto 81 produce una inhibicion del 59,05 % (P < 0,05) a 200 uM; el
compuesto 100 produce una inhibicion del 34,14 % (P < 0,05) a 10 uM y el compuesto

102 produce una inhibicion del 50,17 % (P < 0,05) a 200 uM. Cabe mencionar que los
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compuestos con un ciclopentilidén como grupo protector mostraron un efecto

inhibitorio mayor que sus andlogos que contienen el grupo isopropilidén.

Progresion del ciclo celular

La inhibicion de la progresion del ciclo celular en células cancerigenas es una
estrategia efectiva para detener el crecimiento celular y la supervivencia.?* Para analizar
los efectos de los compuestos 79, 81, 100 y 102 sobre la progresién del ciclo celular, se
utilizoé la técnica de clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS). El
tratamiento de células PC3 con 79, 100 y 102 durante 24 horas produjeron una
detencién del CC en la fase Go/G1 (72,0 %, 54,5 %, 63,5 %, respectivamente; P < 0,05)
(Figura 5.18a-h).
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Figura 5.18 Efecto de los compuestos 79, 81, 100 y 102 en la progresion del ciclo celular en células PC3.

Las células fueron tratadas con 79 (400 uM), 81 (200 uM), 100 (10 pM) y 102 (200 pM) durante 24 h. Luego del tratamiento, las
células fueron colectadas, lavadas con PBs, digeridas con RNasa y luego el ADN celular se tifié con ioduro de propidio, como se
detalla en el Capitulo 8 de Materiales y Métodos. Para el analisis de la distribucion del ciclo celular se realizé citometria de flujo. a)
Patrén de fluorescencia de ioduro de propidio para la distribucion del ciclo celular con diferentes tratamientos. b) Porcentaje de
células en diferentes fases del ciclo celular se determind por el software de andlisis de ciclo celular FlowJo 7.6.2. Los datos

representan una media de cinco experimentos independientes + SD. *Diferencias significativas, P < 0,05.

El incremento en la poblacién celular Go/G1 fue principalmente a expensas de las
células en fase S con una disminucion minima en la poblacion celular G2/M bajo el
tratamiento con el compuesto 100, mientras que las células expuestas a los compuestos

79 0 102 produjeron un incremento en la poblacion Go/Gy, principalmente a expensas de
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la poblacion celular en S'y G2/M (Figura 5.18a-b). Curiosamente, cuando las células se
trataron con el compuesto 81 se observé un pico en la fase subGs, indicando apoptosis
(Figura 5.18a-b).

Expresion de reguladores de la progresion del CC

A lo largo de las diferentes fases de la progresion del ciclo celular, moléculas
regulatorias, entre ellas ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas (CDK) e
inhibidores, son criticos en la decision del destino celular. Por lo tanto, el siguiente paso
fue evaluar si las alteraciones observadas en la progresion del CC se correlacionaban
con las variaciones en la expresion de Ciclina B1 (CycB1, involucrada en los primeros
eventos de la mitosis), CDK 4 y CDK 2 (actuan en la fase G1 de CC) (Figura 5.19-b).
La expresion de CycBl, CDK 4 y CDK2 disminuy6 en células PC3 tratadas con los
compuestos 79 (400 uM), 81 (200 uM) y 100 (10 puM) durante 24 h. Aunque el
compuesto 102 (200 uM) produjo una regulacion negativa de CycBl y CDK2, no se
detectaron alteraciones en los niveles de CDK4.

La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcriptasa
reversa (RT-gPCR) revel6 una induccién significativa del mARN de p21, cuando las
células PC3 se trataron con los compuestos seleccionados (3,6; 16,1; 22,7; 24,9-veces
mas que el vehiculo, para los compuestos 79, 81, 100 y 102, respectivamente, Figura
5.19¢). El gen p21 codifica a una proteina que es inhibidora de una ciclina dependiente
de quinasa, uniéndose e inhibiendo los complejos CDK2 y CDK4. Por eso funciona
como un regulador del progreso del ciclo celular a nivel de la fase Gi. P21 puede
también inhibir la replicacion de las células en la fase S. Por lo tanto, la induccion del
MARN de p21 promueve la detencion del CC.

Curiosamente, los niveles de mARN de las isoformas de células B de linfoma
extra-large (Bcl-xl), miembros de la familia de proteinas Bcl-2, se redujeron
significativamente 32 %, 45 %, 60 %, 76 % para 79, 81, 100 y 102 respectivamente
(Figura 5.19c¢). Bcl-xI actia como una proteina pro-supervivencia o antiapoptotica, cuya
funcién es la de proteger a la célula de diversas alteraciones citotoxicas. Es un concepto
bien establecido en el campo de la apoptosis que la conservacién cruzada la familia de

proteinas Bcl-2 de pro- y anti-supervivencia, definen si la célula sufrird muerte celular.
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Figura 5.19 Efecto de los compuestos 79, 81, 100 y 102 sobre la expresion de reguladores de la

progresién del ciclo celular en células PC3.

Las células fueron tratadas con 79 (400 pM), 81 (200 uM), 100 (10 pM) y 102 (200 pM) durante 24 h. Se expusieron los analisis
por western blot que mostraron una expresion diferencial en los niveles de CycB1, CDK4, CDK2 y B-Actina p21 para una carga

igual. Los nimeros debajo de las bandas indican cuantificacion (ImageJ software).
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En conjunto, estos resultados mostraron que la exposicion de células de cancer de
prostata PC3 a derivados 5-desoxi-5-S-(1,2,4-triazol-3-il)-2,3-O-ciclopentilidén-f3-D-
ribofurandsidos pueden correlacionarse con alteraciones diferenciales del ciclo celular y
sugieren que la inhibicion de la progresion del ciclo celular desregulado por éstos
compuestos puede ser uno de los eventos moleculares asociados con la eficacia

anticancerigena de estos derivados D-ribosidos en la carcinogénesis de prostata.

4. Conclusiones.

En este Capitulo, se mostro la sintesis y la caracterizacion fisica y espectroscépica
de novedosos derivados di-heterociclicos de D-ribofuranosa. Se obtuvieron 12
compuestos nuevos donde la diferencia con los obtenidos en el Capitulo anterior es la
introduccién de heterociclos aromaticos (isoxazoles y triazoles) unidos a la posicion
anomérica del azlcar. Estos compuestos, junto con algunos derivados previamente
sintetizados fueron evaluados por su accion biolégica sobre la linea celular de cancer de
préstata PC3. Cuatro de estos compuestos mostraron actividad inhibitoria, con valores
de Clsg en el rango micromolar, induciendo en forma diferenciada la detencion del ciclo
celular. Curiosamente dos de ellos fueron también activos en los ensayos sobre la linea
celular de linfoma T. Los derivados protegidos con ciclopentilidén resultaron mas

activos que los analogos con un grupo isopropilidén.
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Capitulo 6

Sintesis de 5-~aril-1,2.4~oxadiazoles derivados de

B-D-ribofurandsidos

1. Introduccion.

En los Capitulos anteriores se demostrd que ciertos requisitos deberian ser tenidos
en cuenta para que este tipo de estructuras presenten actividad antiproliferativa. Por un
lado, los ensayos sobre una linea celular de linfoma indicaron que la presencia del
triazol unido por un azufre al carbono C-5 del anillo B-D-ribofuranésido habia resultado
mas activo que el anillo de triazol-3-tiona, cuando un mismo anillo isoxazolinico se
unia a la porcion anomérica del carbohidrato. Asi, en este primer estudio se
seleccionaron los compuestos 79 y 81 como posibles compuestos lideres (Figura 6.1).1

N

=3 F—f & F—ﬂ :
é é H3;CO OCH iCHS ’
100

79 81
Figura 6.1 Estructura de los compuestos sintetizados que resultaron activos (79, 81, 100y 102).

CHj
OCHj
(0] 3

HaC HsCO  OCH

Por otra parte, se pudo comprobar que la presencia de un grupo protector de los
hidroxilos en C-2 y C-3 resultaba esencial en la busqueda de derivados activos. Es por
eso que cuando se incorporaron anillos heterociclicos aromaticos, tales como triazoles o
isoxazoles, de reconocida importancia medicinal en lugar del anillo isoxazolinico unido
al carbono anomérico, se prob6 un segundo grupo protector. En este caso, la actividad
antiproliferativa fue testeada frente a una linea celular de cancer de préstata observando
que los compuestos que previamente habian resultado eficientes para linfoma también
resultaban activos contra esta nueva linea celular. Dos nuevos derivados 100 y 102
(Figura 6.1) presentaron actividad antiproliferativa. Sin embargo, la forma de accién de
los compuestos resultd ser diferente tal como se evidencié en el estudio del ciclo

celular. Por un lado, los compuestos 79, 100 y 102 resultaron detener las células en la
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fase Go/G1 del ciclo celular, mientras que el compuesto 81 indujo apoptosis.? El estudio
del efecto que causan los compuestos sintetizados en el ciclo celular resulta interesante
ya que el cancer esta relacionado con alteraciones y desregulaciones en alguna de las

fases de este ciclo,® tal como se describi6 en el Capitulo 1.

Intentado mejorar tanto la actividad como la selectividad de esta serie de
compuestos, se propuso cambiar el anillo heterociclico unido al carbono anomérico por
un anillo 1,2,4-oxadiazolico, donde varian el tipo y cantidad de heteroatomos con
respecto a los productos que presentaron actividad. Los oxadiazoles también forman
parte de la estructura de medicamentos comerciales de comprobada actividad, tal como
se discutid en la Seccion 4.4 del Capitulo 1.

La Phidianidine B es un alcaloide indolico citotoxico aislado del molusco
opistobranquio marino Phidiana militaris en 2011 y se cree que son los primeros
productos naturales en contener un anillo de 1,2,4-oxadiazol.* Aunque no resulta toxico
para las células normales del rifion epitelial humano (HEK293), es un potente inhibidor
del crecimiento de la linea celular HeLa de cancer cervico-uterino humano y de las
lineas celulares tumorales de glioma de rata C6 (Clso de 0,4 a 1,5 uM). Si se compara el
producto natural con el compuesto a sintetizar, la posicion de algunos de los
heteroatomos podria asemejarse al producto natural Phidianidina B (Figura 6.2) y por lo

tanto podria interactuar de manera similar con los sitios de union.
-0
N N

H N\N/‘ks oo Ay .

. NS

NH N- 5 5

¥

HzN)LH/\/\/\” N )g

Phidianidine B

()

Serie de compuestos
propuestos

Figura 6.2 Similitud de las estructuras de la Phidianidine B y de los compuestos a sintetizar.

En el presente Capitulo se discutird el desarrollo sintético propuesto para obtener
dos series de derivados con anillos 1,2,4-oxadiazolicos: la Serie 1, en donde el cambio
se centra en el anillo oxadiazélico y ademas se incorporan otros grupos sustituyentes del
anillo aromatico (como NO2 y CI); y la Serie 2 donde ademés de los cambios

mencionados en la Serie 1, se modifica también el heterociclo en la posicion cinco por
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un anillo tiadiazélico, llevando un grupo hidrofilico unido al heterociclo (Figura 6.3).

En ambos casos se sintetizaron los isopropilidén y ciclopentilidén derivados.

N-NH Wi/if 4 Wz/ij a
5 S

\ K —

[—;

Serie 1 Serie 2

Figura 6.3 Estructura de las dos Series de compuestos sintetizados en el presente Capitulo.

Los compuestos de las Series 1 y 2 seran evaluados sobre un panel de seis lineas
celulares, donde ademéas se incluirdn algunos de los compuestos sintetizados

previamente.

2. Resultados y discusion.

Se disefid una nueva ruta sintética para incorporar un anillo 1,2,4-oxadiaz6lico a la
unidad de pB-D-ribofuranosa. Este nuevo heterociclo se obtendrd a partir de la
condensacion de una amidoxima con un haluro de &cido, tal como se discutié en la
Seccion 4.2 del Capitulo 2.

Por este motivo, se dividira la ruta sintética en dos etapas. La primera comprende la
transformacion de la D-ribosa comercial para generar el precursor (amidoxima) del
anillo 1,2,4-oxadiazélico, mientras que la segunda esta relacionada con la sintesis del
anillo 1,2,4-oxadiazélico y posterior introduccién del segundo anillo heterociclico

seleccionado para cada serie (Esquema 6.1).

H
N

S N
(R
PGO O/\fNOH O O Ar
Etapa | FO? NH, Etapa Il 2&
. —_— _ [
D-ribosa S >,
N._S N
) N T 0
el s 0 N=(
amidoxima derivada HoN C><) W

[

di-heterociclos derivados

Esquema 6.1 Dos etapas propuestas para la sintesis de las series di-heterociclicas con 1,2,4-oxadiazoles.
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La primera etapa es comun a todos los derivados de la libreria propuesta. La
segunda etapa, utiliza los diferentes haluros de &cido (que se sintetizaran previamente)
para la obtencion de los 1,2,4-oxadiazoles y la posterior sustitucién por los dos tio-
heterociclos seleccionados.

Describiremos primero el analisis desarrollado para la sintesis de la amidoxima

unida a la posicién anomérica de la D-ribosa.
2.1. Etapa I: Sintesis de la amidoxima precursora derivada de D-ribosa.

Dado que la metodologia elegida para obtener 1,2,4-oxadiazoles implica partir de
un grupo amidoxima y un cloruro de &cido, se plantea como andlisis retrosintético el
Esquema 6.2, donde la amidoxima derivada puede obtenerse a partir un nitrilo
precursor, y éste a su vez sintetizarse a partir de un alil derivado (como fue descripto en

el Capitulo 4) mediante reacciones de transformacion de grupos funcionales.
RO o RO o/@ RO o@
0 T.G.F. 0 T.G.F. o
o 0 o _0 o 0O
N N N

v v v
S | Sp— S
amidoxima nitrilo derivado alil derivado
derivada

Esquema 6.2 Camino retrosintético para la obtencion de la amidoxima derivada.

El primer paso del camino sintético propone entonces la sintesis de la oxima a partir

del alil derivado (Esquema 6.3).

/ OH o) NOH
o, 7 ~. ~ o
o RO o] OH RO o] H o] H
o) 0s04, NalO, o o NH,OH.HCI, NaOH o
MeOH/H,0
02{ THF/H,0 02{ (><) e K 02{

\ /

\ /
- [ [ ()

Esquema 6.3 Camino sintético para la obtencién de la oxima derivada a partir del alil derivado.

La oxidacion del doble enlace del alil B-D-ribofurandsido de partida con tetroxido
de osmio y periodato de sodio permite obtener el aldehido derivado, en un tnico paso
sintético. En primera instancia se genera el diol con el tetroxido de osmio, que reacciona

con el periodato de sodio para dar el aldehido respectivo. El periodato cumple la doble
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funcidn de regenerar el tetroxido de osmio utilizado en cantidades cataliticas y oxidar el
diol formado en el medio de reaccion. El crudo de reaccion sin purificar se trata con

hidroxilamina en una mezcla de metanol/agua para dar la oxima derivada.

2.1.1. Grupo protector en la posicion cinco de la B-D-ribofuranosa.

El hidroxilo en posicién cinco de la B-D-ribofuranosa podria estar protegido o no
(Esquema 6.4). Para poder evaluar que sustituyente es mejor a lo largo del camino
sintético, se probaron los siguientes alil derivados: a) con el hidroxilo en su forma libre
(compuesto 77, ver Capitulo 4); b) como tosil derivado (compuesto 78, ver Capitulo 4);
y como tert-butildimitilsilil (TBDMS)® derivado (compuesto 105, cuya sintesis se

encuentra descripta en el Capitulo 8 de Técnicas Experimentales).

y. NOH
RO /\/ 1. 0s0,, NalO, RO and RO /=N
0 THF/H,0 o H o)
%o?l 40°C,5h %O?‘ Ac0, py %0?‘
—_—
S o 2. NH,OH.HCI, NaOH o 0 40°C, 5h o 0
MeOH/H,0
é ta. 18 h é
77 R=H 106 R=H 109 R=Ac
78 R=Ts 107 R=Ts 110 R=Ts
105 R = TBDMS 108 R = TBDMS 111 R =TBDMS

Esquema 6.4 Evaluacion del grupo protector en posicion cinco de la 3-D-ribofuranosa.

A partir de los alil derivados (77, 78 y 105) se realiz6 la sintesis de las oximas
derivadas 106, 107 o 108 bajo las mismas condiciones de reaccion (ver Esquema 6.4).
El segundo paso en el camino sintético es la formacién del nitrilo derivado 109, 110 y
111 por tratamiento de la oxima derivada correspondiente con anhidrido acético en
piridina. La deshidratacion se realiz6 bajo las mismas condiciones de calentamiento a
50 °C durante 5 horas. En el caso del derivado 109, el hidroxilo de C-5 del hidrato de
carbono queda protegido con un grupo acetato.

La caracterizacion fisica y espectroscépica de los compuestos 106-111 se encuentra
detallada en el Capitulo 8. Aqui solo se analizaran los resultados obtenidos en base a
rendimientos, con el objetivo de definir el sustituyente en la posicion cinco de la B-D-
ribofuranosa. En la Tabla 6.1 se encuentran detallados los rendimientos de estos dos

pasos de reaccion para los tres derivados con los diferentes sustituyentes.
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Rendimiento (%)
R oxima derivada | nitrilo derivado
H 60 56
Ts 62 17
TBDMS 59 21

Tabla 6.1 Comparacion de los rendimientos en la obtencién de oxima y nitrilo derivados.

La obtencién de la oxima present6 rendimientos bastante similares para todos los
derivados, pero existen diferencias para el nitrilo. Los mejores resultados se obtuvieron
cuando el sustituyente es un hidrdgeno (56%), es decir, partiendo del alil derivado sin
proteger (77). Teniendo en cuenta estos resultados, se continu6 con el camino sintético

como Se muestra a continuacion.
2.1.2. Sintesis de 2’-(hidroxiimino)etil derivados de B-D-ribofuranosa.

Los 2’-(hidroxiimino)etil derivados 113 y 106 se obtuvieron a partir de los alil
derivados correspondientes (112 y 77) con rendimientos moderados (57 % y 60 %

respectivamente) y utilizando un Gnico paso de purificacion (Esquema 6.5).

/
HO /\/ 1. OSO4Y NaIO4 HO /\<

o THF/H,0 o) H
o} 40°C,5h 0o

o O 2. NH,OH.HCI, NaOH o lle)

A MeOH/H,0O

- ta., 18 h .
112: isopropilidén 113: isopropilidén
77: ciclopentilidén 106: ciclopentilidén

Esquema 6.5 Reaccion de obtencion de las oximas derivadas 113 y 106.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de los derivados 113 y 106,
mostraron las sefiales correspondientes a la unidad de D-ribofuranosa y sus
desplazamientos quimicos resultaron similares a los ya analizados en Capitulos
anteriores.

A modo de ejemplo, en el espectro proténico del compuesto 113 (Figura 6.4)
pueden observarse las sefiales diagndsticas del hidrogeno de la oxima anti a 6,90 ppm y
syn a 7,49 ppm (H-2%), siendo ésta ultima la mayoritaria en concordancia con lo
descripto en bibliografia.® También pueden asignarse el proton del hidroxilo del grupo

oxima a desplazamientos quimicos de 8,71 ppm (oxima anti) y 8,85 ppm (oxima syn).
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Figura 6.4 Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDClIs) para el compuesto 113.

La formacidn de las oximas syn y anti también se puede corroborar en los espectros
de RMN-13C. En la Figura 6.5 se observan las sefiales a § 147,3 ppm para la oxima syn
y & 149,2 ppm para la anti.’

La asignacion de los protones y los carbonos fue posible a partir de los espectros
bidimensionales de COSY y HSQC, respectivamente (ver Figura 6.6).

En el espectro COSY pueden observarse cuatro sefiales caracteristicas de los
acoplamientos: dos de ellas correspondientes para el hidrogeno H-2’syn (a 6 7,49 ppm)
con los hidrégenos H-1’asyn ¥ H-1’bsyn (a 6 7,28 ppm y 7,29 ppm, respectivamente); y
otros dos acoplamientos para el H-2’ani (@ & 6,90 ppm) con los correspondientes H-
1’aanti Y H-1banti (2 & 4,40 ppm y 4,56 ppm, respectivamente).

En el espectro HSQC las sefiales diagnosticas fueron las correspondientes al
acoplamiento entre el hidrogeno H-2’ y la sefial de carbono C=N. En el caso del
isdmero syn la sefial se observa a & 7,49 ppm en protén y a & 147,3 ppm para carbono y

en el isomero anti a 6 6,90 ppm en proton y & 149, 1 ppm para carbono.
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Figura 6.5 Espectro de RMN-'3C (125 MHz, CDCls3) para el compuesto 113.

H-2'syn H-2'syn
J J H'i'li"” J } H-2' anti
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I |-
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Figura 6.6 Espectro de COSY (izquierda) y HSQC (derecha) para el compuesto 113.

Los espectros correspondientes al compuesto 106 se encuentran en las Figura 2.1 y
2.2 en la Seccion de Espectros Adicionales y se adjudica en forma similar al compuesto
113. En la Tabla 6.2 se encuentran resumidos los valores para las sefiales diagnosticas
de los compuestos 113 y 106.

RMN-'H (ppm) RMN-3C (ppm)

Compuesto | NO-H syn | NO-H anti H-2’ syn H-2’ anti C=Nsyn | C=N anti
113 8,85 8,76 7,49 (Jrr =4,5Hz) | 6,90 (J>1rr =4,0 Hz) 147,3 149,2
106 9,45 9,39 747 (Jrr=4,4Hz) | 6,89 (J1r=4,0Hz) | 1473 149,1

Tabla 6.2 Desplazamientos quimicos para las sefiales de oxima en los espectros de RMN-'H y RMN-3C

para los compuestos 113 y 106.
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2.1.3. Otra forma de obtencion de 2’-(hidroxiimino)etil derivados.

Debido a que el camino sintético planteado hasta el momento implica el uso y
manejo de reactivos toxicos, caros y no siempre accesibles como el tetroxido de osmio,
se pensO en una nueva ruta sintética alternativa con el uso de reactivos que sean mas
amigables con el medio ambiente. Asi, se propuso un camino retrosintético donde el
aldehido pueda provenir de un diol derivado, el cual podria obtenerse de reactivos
sencillos y mas inocuos tales como D-ribosa, glicerina y ciclopentanona o acetona

(Esquema 6.6).

D-ribosa

’ "
HO oﬁﬁ HO J o b
%O?‘ %O#
ﬁ ﬁ glicerina

ciclopentanona o acetona
\L - J/ \L - J/

Esquema 6.6 Camino retrosintético para la obtencion del derivado aldehidico.

El primer paso sintético en la preparacion del diol intermediario, es una triple
proteccion de D-ribosa. Cuando se deja reaccionar la D-ribosa en presencia de glicerina
y una cetona (acetona o ciclopentanona) en medio acido, se produce simultaneamente la
proteccién de los hidroxilos 2 y 3 de la ribosa y de dos hidroxilos de la glicerina con la
cetona elegida, mientras que se genera el cetal correspondiente en posicion 1 con el
hidroxilo restante de la glicerina para dar los compuestos 114 o 115 en una Unica etapa.
Aunque el ribdsido derivado se obtiene casi con exclusividad en la configuracion 8 (ver
Esquema 6.7), se genera un par de diastereoisomeros debido al centro asimétrico

incorporado en el fragmento del glicerol.

o o °
ciclopentanona o acetona, 0 ~v
glicerina

CuS0O,, HyS0,
40°C, 4 dias 2&

[—)

D-ribosa

114: isopropilidén
115: ciclopentilidén

Esquema 6.7 Sintesis del derivado diprotegido de D-ribosa.

Si bien los rendimientos de este primer paso de reaccion resultaron ser bajos, 25 %
y 34 % para el derivado protegido con acetona (114) y con ciclopentanona (115)

respectivamente, la reaccion es limpia y no utiliza reactivos dificiles de manipular.
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Los compuestos 114 y 115 fueron aislados por cromatografia en columna y

caracterizados mediante espectroscopia de RMN-'H y RMN-3C.

En el espectro protonico del compuesto 114 (Figura 6.7), puede observarse que los
hidrogenos correspondientes a la D-ribosa presentan desplazamientos quimicos
similares a los analizados en Capitulos anteriores. En este caso, ademas, las sefiales de
dichos hidrégenos se encuentran duplicadas debido a la mezcla de dos diastereisomeros
dados por el nuevo centro asimetrico del C-2°. Las sefiales diagnosticas que
comprueban la formacion de este compuesto estan dadas por los H-1°, H-2* ¢ H-3’ que
forman parte del fragmento derivado del glicerol. Para cada uno de los diasteroisomeros
se calculé un porcentaje teniendo en cuenta las integraciones de los hidrogenos
homologos de cada diasteroisomero.

Los desplazamientos quimicos asociados a estos hidrdgenos se encuentran
detallados en la Tabla 6.3. Las asignaciones se realizaron mediante correlaciones a
partir del espectro bidimensional COSY. Como se mencioné anteriormente, los dos
diastereoisomeros corresponden a la configuracion B de la D-ribosa determinado tanto
por los desplazamientos quimicos como por la ausencia de constante de acoplamiento

entre en H-1y el H-2.

T T T
440 4.34 428 4.22 4.16 4.10 4.04 3.98 3.85 3.80 3.75 3.70 3.65 3.(60 3.)55 3.50 3.45 3.40 3.35 3.30
m ppm

- o
5 O/\Zpo
4! o 1 D7é\
3 2
| >
sy
[CRCR-R-]
7.5 7.0 6.5 6.0 55 3.0 25 2.0 1.5 1.0

Figura 6.7 Espectro de RMN-H (500 MHz, CDCl3) para el compuesto 114.
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Si se analizan las sefiales correspondientes a los metilos de los grupos
isopropilidenos (Figura 6.7), los hidrégenos de los metilos que forman parte del
isopropilidén que protege las posiciones 2 y 3 del azlcar aparecen como dos singuletes
a 1,30 ppmy 6 1,47 ppm, mientras que los hidrégenos de los metilos pertenecientes a
la porcion proveniente del glicerol se encuentran duplicados a 6 1,43; 1,41; 1,35y 1,34
ppm debido al centro asimétrico en el C-2’.

El analisis del espectro de RMN-'H del derivado 115 es manera similar al analogo
114. (ver Figura 2.3 en Espectros Adicionales) y algunos valores estan detallados en la
Tabla 6.3. Dado que los hidrogenos correspondientes a los metilenos del anillo
ciclopentilideno aparecen a 6 entre 1,65 ppm y 1,93 ppm y no se distinguen como en

114, la integracion de dicha sefial confirmo la proteccion de los dos dioles vecinales.

RMN-H (ppm) RMN-1C (ppm)
compuesto | % H-1’a H-1’b | H-2> | H-3’a | H-3’b | O-H | C-1” | C-2’ | C-3°
114 may. | 53 3,65 406 | 430 | 3,52 3,74 | 3,42 | 66,2 | 74,3 | 69,3
114 min. | 47 | 3,71-3,67 | 4,02 | 433 | 3,55 3,83 | 3,33 | 66,0 | 74,4 | 68,7
115 may. | 63 3,68 3,96 | 433 | 3,56 3,82 | 335|659 | 741 | 69,0
115 min. | 37 3,62 3,99 | 430 | 3,52 3,75 | 3,44 | 66,1 | 74,0 | 69,2

Tabla 6.3 Desplazamientos quimicos para las sefiales de la porcion derivada del glicerol en los espectros
de RMN-*H y RMN-3C para los compuestos 114 y 115.

En el espectro de RMN-'3C del compuesto 114 se observa que la mayoria de las
sefiales estan duplicadas excepto para los carbonos C-2 y C-3 (Figura 6.8). Las sefiales
diagnosticas que confirman la formacion del compuesto son las correspondientes a los
C-1°, C-2’ y C-3’, que se resumen en la Tabla 6.3. Por el espectro de HSQC se pudieron
asignar las sefiales de los carbonos de los metilos de los grupos isopropilidén que
forman parte del hidrato de carbono a & 24,8; 24,9 y 26,5 ppm, asi como las que forman
parte del resto del glicerol a  25,3; 25,4; 26,6 y 26,8 ppm.

Con respecto al espectro de RMN-2C del compuesto 115 protegido con
ciclopentiliden, se realizé un analisis similar y las sefiales diagndsticas correspondientes
al glicerol se encuentran en la Tabla 6.3. Los carbonos del anillo ciclopentilideno se
observan a desplazamientos quimicos entre 23,3 y 36,5 ppm (ver Figura 2.4 en la

Seccion de Espectros Adicionales).
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Figura 6.8 Espectro de RMN-3C (125 MHz, CDCls3) para el compuesto 114.

El siguiente paso de reaccion consistié en la desproteccion selectiva del grupo
isopropilideno o ciclopentilideno del residuo del glicerol. La reaccion se llevo a cabo
utilizando acido acético 70 % a temperatura ambiente durante 2 horas (ver Esquema
6.8), obteniéndose el diol derivado con altos rendimientos (90 % y 89 % para los

compuestos 116 y 117 respectivamente).
* (0] « OH
/{\ HO /{\

le} OJrX le} OH
0] =~  AcOH 70% 0]
—_—

O O t.a., 2h O O

N N

\ / \ /

HO

(S—
114 isopropilidén
115 ciclopentilidén

(S—
116 isopropilidén
117 ciclopentilidén

Esquema 6.8 Reaccion para la obtencidn de los dioles derivados.

Los compuestos desprotegidos fueron caracterizados mediante sus espectros de
RMN-IH y RMN-3C. Nuevamente, en los espectros tanto proténicos como de carbono
de los derivados 116 y 117 pueden observarse la mayoria de las sefiales duplicadas
debido a la presencia del centro asimétrico (ver Figura 6.9).

En el espectro proténico del diol derivado (116) se observan las sefiales
correspondientes a la D-ribofuranosa a desplazamientos quimicos similares a su
precursor doblemente protegido. De las integraciones de los hidrégenos puede

calcularse el porcentaje de cada uno de los isdmeros en la mezcla, el cual coincide con
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el porcentaje calculado para el precursor (114), 54 % y 46 % para los isdmeros
mayoritario y minoritario respectivamente.

Sin embargo, las sefiales correspondientes a la porcién del glicerol presentan un
corrimiento hacia campos mas altos. La sefial correspondiente al H-2’ aparece a
desplazamientos quimicos entre 3,91-3,96 ppm (4,30 y 4,33 ppm para 114), los
hidrégenos H-1’a a 6 3,57 y 3,58 ppm (3,65 y 3,67-3,71 ppm para 114) y los hidrégenos
H-1ba & 3,74 y 3,83 ppm (4,02 y 4,06 ppm para 114). S6lo dos singuletes asignados a
los hidrégenos de los metilos del grupo isopropilidén unido a la D-ribosa se observan en
el espectro (6 1,31 y 1,48 ppm) comprobandose la ausencia de un segundo grupo
protector. La asignacion de los carbonos fue confirmada por la realizacion del espectro
HSQC.

El analisis del espectro de RMN-!H del analogo derivado con ciclopentilidén (117)
es similar al del diol 116. La eliminacién de un grupo ciclopentilideno se comprobé a
partir de la integracion de los hidrégenos (8H) y se corroboré que corresponde a la
unidad de glicerol debido a los desplazamientos a campos altos del hidrogeno H-2" (6
3,87 ppm) respecto de su precursor 115 (& 4,30 ppm y 4,33 ppm para los isémeros
mayoritario y minoritario respectivamente). El analisis de los hidrogenos H-3’ no fue
posible dado que no pudo calcularse correctamente su desplazamiento quimico (ver

Figura 2.5 en la Seccion de Espectros Adicionales).
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Figura 6.9 Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDCls) para el compuesto 116.
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En el espectro de carbono del diol 116 que se muestra en la Figura 6.10 se muestran
las adjudicaciones de las sefiales realizadas y confirmadas por el espectro HSQC. Las
sefiales de los carbonos de la porcidn del glicerol presentan corrimientos de las sefiales
de los carbonos C-2’ y C-3’ a campos mas altos y del C-1° a campos mas bajos,
respecto del derivado diprotegido (ver valores en la Tabla 6.4). Nuevamente sélo se
observan dos sefiales correspondientes a los metilos del grupo protector del D-ribdsido
(624,9 y 26,5) ppm y una unica sefial duplicada del carbono cuaternario del grupo

isopropilideno a 6 112,4 ppm.

112.43
112.41
_~109.45
~-109.10
88.36
88.30
86.01
85.96
81.47
81.45
96
64
81

70,
70.
69.
69.
63
63
63
63
—26.53
—24.90

<
L
<
<
A
AN

c-ac2 C3 c-2'

120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 (70) 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20
ppm

Figura 6.10 Espectro de RMN-3C (125 MHz, CDCls) para el compuesto 116.

RMN-C (ppm)

C cuat. CHs/CH:2
compuesto Cc-1 c-2 Cc-3 . )
isoprop./ciclop.
116 69,6 y69,8 | 70,6 y710 | 63,7-63,9 112,4 (2) 249y 26,5
109,8; 110,0 y 24.8; 24,9; 25,3; 25,4;
114 66,0y 66,2 | 743y74,4 | 68,7y69,3
112,2 (2) 26,5 (2); 26,6 y 26,8
23,3(2); 23,4 (2); 23,7
117 69,5y69,6 | 70,0y 70,7 | 63,8-63,7 122,0 (2) (2); 23,8 (2); 35,8 (2);
36,1 (2); 36,4y 36,5
119,7; 119,9;
115 65,9y66,1 | 740y74,1 | 69,0y69,2 23,2;23,7; 35,8 (2)
121,8y121,9

Tabla 6.4 Desplazamientos quimicos para las sefiales caracteristicas en los espectros RMN-*3C para los

compuestos 116 y 117.
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El andlogo protegido con ciclopentilidén (117) se analiz6 de manera similar y las
sefiales diagnosticas correspondientes a los C-1°, C-2’ y C-3” presentan corrimientos
similares a los del compuesto 116, como puede observarse en la Tabla 6.4. También se
corrobora la ausencia de las sefiales correspondientes al grupo ciclopentilidéen que
protegia la porcion del glicerol. El espectro del compuesto 117 se encuentra en la Figura

2.6 de la Seccion de Espectros Adicionales.

Para obtener el aldehido derivado se oxidoé el diol correspondiente con periodato de
sodio en una mezcla de etanol/agua (Esquema 6.9). Este producto se intento purificar,
pero resultd ser inestable ya que se recuperaba una menor cantidad de masa
probablemente debido a degradaciones dentro de la columna. Por este motivo, se
realizaron los espectros de RMN-H y RMN-3C del producto de reaccion sin purificar

donde pudieron observarse la sefial caracteristica del grupo aldehido.

/\*{\OH
HO o) HO NOH
HO 5 OH o O/\f 5 O/\f
o 1) NalOy4 H NH,OH.HCI, NaOH H

_— =

o 0 EtOH/H,0, 1 h 0,0 EtOH/H,0 02{

() \\— - 4/
113 isopropilidén
106 ciclopentilidén

116 isopropilidén
117 ciclopentilidén

Esquema 6.9 Camino sintético para la obtencién de la oxima derivada a partir del diol derivado.

Se decidid entonces continuar la ruta sintética sin purificacion previa del aldehido
obtenido. Dicho compuesto se disolvié en una mezcla de etanol/agua 1:1 y luego se
agrego la hidroxilamina disuelta en la misma mezcla de solventes. La reaccion se dejo
agitando a temperatura ambiente hasta comprobar la ausencia del reactivo de partida
(ver Esquema 6.9). Las oximas 113 y 106 se obtuvieron con buenos rendimientos (87%
y 97% respectivamente, en los dos pasos de reaccion). La caracterizacién
espectroscopica de las oximas derivadas obtenidas por esta metodologia coincidi6é con

los datos obtenidos previamente utilizando un Unico paso de reaccion.

En este punto del camino sintético es interesante analizar las diferentes
metodologias utilizadas en la obtencion de las oximas derivadas 113 y 106. En el
Esquema 6.10 puede observarse los rendimientos globales partiendo de la D-ribosa para

ambas sintesis realizadas.
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Esquema 6.10 Comparacion de los rendimientos en la obtencién de las oximas derivadas 113 y 106.

Si bien el rendimiento global del primer camino sintético es algo superior al
desarrollado posteriormente, es importante destacar que de esta manera se evita el uso
de reactivos toxicos como el tetroxido de osmio por lo que resulta una via algo mas
amigable con el medio ambiente. Ademas, el paso de diproteccion que baja el
rendimiento del segundo esquema sintético, genera productos reutilizables por lo que el

rendimiento podria considerarse superior a lo informado.
2.1.4. Sintesis de nitrilo y amidoxima derivados de B-D-ribofuranosidos.

La amidoxima, el objetivo de la etapa I, puede obtenerse facilmente a partir de la

oxima (Esquema 6.11).
AcO AcO NOH

HO NOH
o O/Y o O/\\\N o O/Y
H AcsO NH,
20, py

NH,OH.HCI, NaOH

o 0 50°C, 3h o 0 H,0/MeOH 0 0

N SN 65°C, ah N

\\___I’ \\__J’ \\__J’
113: isopropilidén 118: isopropilidén 119: isopropilidén
106: ciclopentilidén 109: ciclopentilidén 120: ciclopentilidén

Esquema 6.11 Camino sintético para la obtencion de los derivados 2-amino-2-(hidroxiimino)etil a partir
de las oximas.

En primera instancia se sintetizaron los cianometil derivados 118 y 109 por
tratamiento de las oximas correspondientes con anhidrido acético en piridina a 50 °C
durante 3 horas. Dado que en la deshidratacion de la oxima para obtener el nitrilo se
utiliza anhidrido acético, el hidroxilo de C-5 del hidrato de carbono queda protegido con
un grupo acetato. Los compuestos 118 y 109 se obtuvieron con rendimientos de buenos

a moderados, 73 % y 57 % respectivamente.
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Los nitrilos derivados fueron purificados por cromatografia en columna de silica
gel y fueron caracterizados espectroscopicamente por RMN-H y RMN-13C.

El espectro protonico correspondiente al cianometil 118 muestra las sefiales
correspondientes a los hidrogenos H-1" como un doblete a 6 4,26 ppm y 4,30 ppm con
una constante de acoplamiento geminal de 16,0 Hz. También podemos observar la
aparicion de una sefal a 6 2,09 ppm para los hidrogenos del metilo del acetilo (Figura
6.11).
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Figura 6.11 Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDClI3) para el compuesto 118.

En los espectros de RMN-C pueden observarse las sefiales caracteristicas
diagnosticas del carbono del C=N a 6 115,5 ppm y la correspondiente al C=0 del grupo
acetilo a 6 170,6 ppm (Figura 6.12). La sefial correspondiente al C-1’ se desplaza a
campos mas altos (& 52,2 ppm) debido a los efectos anisotropicos del grupo ciano.

Los espectros de RMN-'H y RMN-3C del compuesto 109 son similares y se
encuentran en las Figuras 2.7 y 2.8 de la Seccion de Espectros Adicionales.
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Figura 6.12 Espectro de RMN-3C (125 MHz, CDCls) para el compuesto 118.
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Finalmente, se obtuvieron los derivados 2-amino-2-(hidroxiimino)etil reflujando
una solucién metandlica del cianometil correspondiente durante 3 horas en presencia de
hidroxilamina. Los rendimientos de este paso de reaccion fueron muy buenos (89 %
para 119 y 87 % para 120) pudiendo acceder a uno de los precursores necesarios para la
sintesis de los 1,2,4-oxadiazoles en 5 pasos de sintesis y con un rendimiento global del

11 %y 17 % para los derivados 119 y 120 respectivamente.

La formacion del derivado 2-amino-2-(hidroxiimino)etil 119 se pudo verificar
mediante el espectro de resonancia magnética nuclear proténico (Figuras 6.13), en
donde puede observarse la sefial ancha correspondiente a los hidrégenos del N-H a 4,84
ppm. Las sefiales correspondientes a los hidrogenos H-1’a y H-1’b presentan
desplazamientos quimicos a 6 3,95 ppm y 6 4,10 ppm, mas bajos que el precursor 118
(4,26 ppm vy 4,30 ppm respectivamente). Por otro lado, en el espectro de RMN-C
(Figuras 6.14) se observa la sefial caracteristica de la amidoxima a & 150,6 ppm,
observandose que la sefial correspondiente al C-1’ se encuentra a desplazamientos
quimicos mas altos (5c-1° 65,2 ppm) respecto de su precursor.

De manera similar, los espectros protonico y de carbono del compuesto 120
(Figuras 2.9 y 2.10 de la Seccion de Espectros Adicionales) presentan modificaciones
similares a las descriptas para 119.
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Figura 6.13 Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDClI3) para el compuesto 119.
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Figura 6.14 Espectro de RMN-3C (125 MHz, CDCls) para el compuesto 119.

2.2. Etapa Il: Sintesis de los derivados 1,2,4-oxadiazolicos de D-ribosa y
transformacion del sustituyente en posicion cinco para la posterior

sustitucion.

Una de las metodologias mas comunes para obtener 1,2,4-oxadiazoles utiliza como
precursores amidoximas y cloruros de acido. Esta reaccion ocurre mediante un primer
paso de acilacion y posteriormente una condensacién para generar el heterociclo
aromatico.® En particular, para obtener los derivados 1,2,4-oxadiazolicos 121-124
(Esquema 6.12) se partié del derivado 2-amino-2-(hidroxiimino)etil correspondiente y
se lo hizo reaccionar con diferentes de cloruros de acidos aromaticos® (ver sintesis en el
Capitulo 8 de Técnicas Experimentales) en diclorometano y utilizando DIPEA como
base. Este paso de reaccion se realizé a temperatura ambiente, durante una noche y en
ausencia de luz para generar el intermediario de la reaccién. Dicho intermediario, sin
previa purificacion, se reflujé en dioxano bajo atmdsfera de argén hasta observar la
desaparicion total del material de partida. Los derivados 1,2,4-oxadiaz6licos fueron
purificados por cromatografia en columna de silica gel obteniendose los compuestos
puros 121-124.

Los sustituyentes en el anillo aromatico fueron seleccionados con el objetivo de
evaluar el efecto de diferentes grupos donores y atractores de electrones en la actividad
antiproliferativa de los compuestos finales. Se seleccionaron grupos Cl y NO2 como
sustituyentes de la posicion 4 de un anillo de benceno dado que se mencionaba en

literatura que dichos grupos mejoraban la actividad citotoxica en algunos casos.*°
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o
AcO NOH AcO
oY 7 O/\/ O/\( 0
WYE?‘ NH; Ar)kCI Wﬁ—?‘ NHz dioxano N\<
02{ DIPEA, CH,Cl, 02{ reflujo 02£
- o 121124

119: isopropilidén
120: ciclopentilidén 121 Ar: p-CgHsNO, / isopropilidén
122 Ar: p-CgH4NO, / ciclopentilidén
123 Ar: p-CgH4Cl / ciclopentilidén
124 Ar: 3,4,5-trimetoxifenil / ciclopentilidén

Esquema 6.12 Camino sintético para la obtencion de los derivados 1,2,4-oxadiaz6licos de D-ribosa.

La formacion de los compuestos 121-124 se corrobord0 por métodos
espectroscopicos. En los espectros de RMN-'H se pudieron observar las sefiales
correspondientes a la incorporacion de un anillo aromatico p-sustituido, para los
compuestos 121-123 (ver Tabla 6.5), y las sefiales de los grupos metoxilos a 6 3,94 ppm
y 63,96 ppm para el compuesto 124. Por otro lado, las sefiales correspondientes a la
formacion del anillo 1,2,4-oxadiazolico puede observarse en los espectros de RMN-13C
donde aparecen los carbonos C-3" y C-5’ del heterociclo, las cuales se resumen en la
Tabla 6.5.

RMN-!H (ppm) RMN-C (ppm)
compuesto H aromatico OCHs C-5 C-3 C aromaticos

121 8,40(d,J9,1Hz)y - 174,4 | 168,2 | 124,5;129,3;129,5y 150,5
8,36 (d, J9,1 Hz)

122 8,40 (d, J9,1 Hz) y - 1744 | 1682 | 124,5;129,3; 1295y 150,5
8,36 (d, J9,0 Hz)

123 8,09 (d, J8,7 Hz) y - 1755 | 167,8 | 122,5;129,7;129,7y 139,6
7,51 (d, J 8,7 Hz)

124 7,38 (s) 396y3,94 | 176,3 | 167,6 | 105,6;119,0; 142,3y 153,8

Tabla 6.5 Desplazamientos quimicos para las sefiales del 1,2,4-oxadiazol aromatico en los espectros de
RMN-H y RMN-13C para los compuestos 121-124.

En la Figura 6.15 se muestra el espectro protonico del derivado 121 donde ademas
de las sefiales correspondientes al anillo aromatico p-sustituido, dos dobletes a & 8,40 (d,
J9,1Hz)y 58,36 (d, J 9,1 Hz), se observan las sefiales de los hidrégenos H-1’ay H-1’b
mas desprotegidas respecto de la amidoxima derivada 119 a desplazamientos quimicos

de 4,73 ppm y 4,85 ppm, respectivamente, producto de cambio producido.
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Figura 6.15 Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDClI3) para el compuesto 121.

En el espectro de RMN-C del compuesto 121 (ver Figura 6.16) se pueden

observar las sefiales que comprueban la formacion del anillo heterociclico y la

incorporacion del anillo aromético, datos que se resumen en la Tabla 6.5. También se

puede observar el corrimiento de la sefial del C-1° a campos mas altos que en la

amidoxima precursora (8c-1° 59,7 ppm y 65,2 ppm respectivamente). El analisis de los

derivados 1,2,4-oxadiazélicos 122-124 es similar al presentado para 121 y los espectros

de RMN-'H y RMN-13C se encuentran en la Seccion de Espectros Adicionales en las

Figuras 2.11y 2.12.
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Figura 6.16 Espectro de RMN-3C (125 MHz, CDCls) para el compuesto 121.
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Los derivados 1,2,4-oxadiazélicos 121-124 se tosilaron para dar los compuestos
129-132, previo paso de desproteccion del grupo acetilo (Esquema 6.13). La
desproteccidn se realiza medio béasico utilizando NaOMe/MeOH (1,3 M) para obtener el
hidroxilo libre en la posicion C-5.1! El grupo hidroxilo formado se tosilé utilizando

cloruro de tosilo en piridina para generar un grupo saliente en dicha posicion.

cO N
O/\(/ - /\(/ /\(/ N
Wfi?‘ N= NaoMe N\( Tl \%—?‘
o _0 Ar MeOH plrldlna
N

\ ] \ / \ /
(S (S “—

121-124 125-128 129-132

121,125y 129 Ar: p-CgH4NO, / isopropilidén
122,126 y 130 Ar: p-CgH4NO, / ciclopentilidén

123, 127 y 131 Ar: p-CgH,Cl / ciclopentilidén
124,128 y 132 Ar: 3,4,5-trimetoxifenil / ciclopentilidén

Esquema 6.13 Camino sintético para la obtencion de los tosil derivados 1,2,4-oxadiazélicos de D-ribosa.

Los derivados 125-128 y 129-132 fueron purificados por cromatografia en columna

de silica gel y se obtuvieron con muy buenos rendimientos (ver Tabla 6.6).

compuesto | rendimiento compuesto | rendimiento
125 96 % 129 87 %
126 87 % 130 80 %
127 96 % 131 92 %
128 74 % 132 95 %

Tabla 6.6 Rendimientos de la obtencién de los compuestos 125-132.

Los compuestos puros se analizaron espectroscopicamente a partir de los espectros
de RMN-'H y de RMN-*3C. Nuevamente a modo de ejemplo, en la Figura 6.17 se
encuentra el espectro proténico de uno de ellos, el compuesto 125. En el espectro
protonico puede observarse la desaparicion de la sefial correspondiente a los hidrogenos
de los metilos del acetilo y el desplazamiento a campos mas altos de los hidrdégenos en
posicién 5, que se encuentran a dx-5a 3,68 ppm y dH-s0 3,73 ppm para el compuesto 125
(mientras que en el precursor 121 se observaban a dn-5a 4,17 ppm Y Sx-5b 4,22 ppm).

En los espectros de carbono para los compuestos 125-128 también se comprobo la
desaparicion de las sefiales del carbonilo y del metilo correspondiente al grupo acetilo

(ver Figura 6.18 para el compuesto 125).
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Los espectros de RMN-'H y de RMN-*C para los compuestos 126-128 se
encuentran en la Seccion de Espectros Adicionales en las Figuras 2.13 y 2.14.
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Figura 6.17 Espectro de RMN-H (500 MHz, CDClIs) para el compuesto 125.
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Figura 6.18 Espectro de RMN-3C (125 MHz, CDCls) para el compuesto 125.

En los espectros de RMN-'H y de RMN-3C de los compuestos 129-132 se
observan las sefiales diagnosticas que indican la incorporacion del grupo tosilo. En el
espectro protonico del compuesto 129 que se muestra en la Figura 6.19 pueden
observarse dos dobletes a 7,34 ppm y 7,81 ppm que corresponden al anillo aromaético p-
sustituido del grupo tosilo. Las sefiales del anillo aromético en la posicion cinco del
1,2,4-oxadiazol se encuentran a desplazamientos quimicos de 8,37 ppm y 8,41 ppm

influenciados en este caso por la presencia del grupo nitro. Ademas, puede verse un
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singulete a & 2,44 ppm que integra para tres hidrogenos perteneciente al metilo del

grupo tosilo.
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Figura 6.19 Espectro de RMN-'H (500 MHz, CDClI3) para el compuesto 129.

En el espectro RMN-'3C del compuesto 129 se evidencia la aparicion de las sefiales
aromaticas del tosilo a 128,1; 130,1; 132,9 y 145,3 ppm, asi como también una sefial a
21,8 ppm para el metilo de dicho grupo (Figura 6.20).

De la misma manera se analizaron los espectros de RMN-'H y RMN-3C de los
derivados 130-132 que se encuentran en la Seccion de Espectros Adicionales (Figura
2.15y 2.16).
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Figura 6.20 Espectro de RMN-*3C (125 MHz, CDCls) para el compuesto 129.
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2.3. Sintesis de compuestos di-heterociclicos de D-ribosa con 5-aril-1,2,4-

oxadiazoles.

Al igual que en los Capitulos anteriores, el objetivo final era obtener los derivados
di-heterociclicos a partir de los productos tosilados. Por lo tanto, el nuevo heterociclo se
incorporo por desplazamiento nucleofilico del grupo tosilo utilizando un tiolato de sodio
como nucleofilo, el cual provenia de un segundo anillo heterocicliclo que tuviera un

grupo tiol como sustituyente (Esquema 6.14).

H
N._S N N—NH TsO N N-N N._-S N
, o) ZN 7 0 = S o) ZN
N\\/\,”\j/ %o# /\N(\ o L A sna Fo? /\N(#O HzN/QS»\SNa N>\/\,s/ $o# /\,\L<O
O O Ar

Ar H,N Ar
o 0O DMF DMF 2 O O
50°C 2& 50°C A
\L,Jl \L,Jl \\,7‘//
133-136 129-132 137-140

129, 133 y 137 Ar: p-CgH4NO, / isopropilidén

m 130, 134y 138 Ar: p-CgH4NO, / ciclopentilidén m
131,135y 139 Ar: p-CgH4Cl / ciclopentilidén
132,136 y 140 Ar: 3,4,5-trimetoxifenil / ciclopentilidén

Esquema 6.14 Camino sintético para la obtencion de derivados di-heterociclicos de la Serie 1y 2.

Ademas del 1,2,4-triazol-3-tiolato de sodio (que ya habia sido utilizado para
sintetizar derivados similares en los Capitulos 4 y 5) se utiliz6 el 1,3,4-tiadiazol-5-
amino-2-tiolato de sodio. Este ultimo heterociclo se selecciond segin los antecedentes

bibliogréaficos (tal como se discutio en el Capitulo 1).
2.3.1. Serie 1: Di-heterociclos sustituidos con un anillo 1,2,4-triazol-3-tiol.

Los derivados di-heterociclicos 133-136 se obtuvieron a partir de los tosil derivados
correspondientes 129-132 y el 1,2,4-triazol-3-tiolato de sodio (obtenido a partir de
1,2,4-triazol-3-tiol con etoxido de sodio) en una reaccion de sustitucién que se realizd
en DMF a 50 °C durante toda una noche en atmosfera de argon. El producto obtenido se
purifico por cromatografia en columna de silica gel y se obtuvieron los compuestos
puros con buenos rendimientos: 73 % (133), 77 % (134), 60 % (135) y 73 % (136).

Los compuestos 133-136 fueron caracterizados espectroscopicamente y se
realizaron los espectros de RMN-'H y RMN-3C. A modo de ejemplo, en el espectro
protonico del compuesto 133, que se muestra en la Figura 6.21, se observa la sefial
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correspondiente al hidrogeno H-5” del triazol a & 8,38 ppm. También se evidencia la
sustitucion por el desplazamiento a campos mas altos de los hidrégenos H-5a (5 3,36
ppm) y H-5b (3 3,51 ppm) concordante con la sustitucion de un oxigeno por un atomo
de azufre sobre el C-5. Se comprueba la ausencia de un anillo aromatico p-sustituido y

del metilo que pertenecian al tosilo.
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Figura 6.21 Espectro de RMN-'H (500 MHz, (CD3),CO) para el compuesto 133.

Por otro lado, en el espectro RMN-3C de 133 se observa la sefial del C-5"" del
anillo 1,2,4-triaz6lico a 146,7 ppm y se comprueba el desplazamiento a campos mas
altos del C-5 (35,7 ppm). Igualmente puede verse la ausencia de las sefiales

correspondientes al grupo tosilo (Figura 6.22).
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Figura 6.22 Espectro de RMN-13C (125 MHz, (CDs).CO) para el compuesto 133.
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Los derivados di-heterociclicos 134-136 se analizaron de igual manera y los

espectros de RMN-'H y RMN-1C se encuentran en las Figuras 2.17 y 2.18 en la
Seccion de Espectros Adicionales.

2.3.2. Serie 1: Di-heterociclos sustituidos con un anillo 1,3,4-tiadiazol-5-
amino-2-tiol.

Para la obtencion de los derivados di-heterociclicos que contienen 1,3,4-tiadiazoles
(137-140), se utiliz6 como nucledfilo el 1,3,4-tiadiazol-5-amino-2-tiolato de sodio
(obtenido de manera similar al descripto en la Seccion 2.3.1). En este caso, se
obtuvieron los compuestos puros con rendimientos variables: 56 % (137), 70 % (138),
86 % (139) y 59 % (140). Los derivados 137-140 se caracterizaron por espectroscopia
de RMN-'H y RMN-C y se analizara a modo de ejemplo los espectros de 137.

En el espectro protonico de 137 (Figura 6.23) puede observarse un singulete ancho
a 6 8,61 ppm correspondiente a los hidrégenos del grupo amino sustituyente del 1,3,4-
tiadiazol. Otra de las sefiales diagnosticas son los hidrégenos H-5a (3,69 ppm) y H-5b
(3,86 ppm) que presentan desplazamientos quimicos a campos mas altos que su

precursor tosilado 129. Igualmente, no se observan las sefiales correspondientes al
grupo tosilo del precursor.
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Figura 6.23 Espectro de RMN-'H (500 MHz, py-ds) para el compuesto 137.
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En el espectro de carbono de 137 (Figura 6.24) se observaron las sefiales
correspondientes al heterociclo 1,3,4-tiadiazolico a 6 150,95 ppm para el C-2>* y 171,2
ppm para el C-5’’, mientras que la sefial para el carbono C-5 se encuentra a 6 38,4 ppm
(comprobando asi la union a un atomo de azufre). Ademas, puede verse que se
encuentran ausentes las sefiales del grupo tosilo del precursor 129.

Los andlogos di-heterociclicos 138-140 se analizaron de manera similar y los
espectros de RMN-'H y RMN-*C se encuentran en la Seccion de Espectros
Adicionales (Figuras 2.19 y 2.20).

oN o n B o ¥ s o N
QN ] & QN Sfe e - aN®? Q Q Qo
SRE Carom. gE REE) S g8% 3 & ax
[N T VoA (. N I \
c2 83 N S I N
- 2 8 - 3
tiadiazol Eg C arom. W q’/ 5 o/\(/ .
\\/ 5,‘\ S 4—0O—)4 N==, 5
HN 3o 02
T 1 T T
151.2 1496 )Q
c-5" (ppm) NO,
tiadiazol c-1 C-2¢-3 CH3
C cuat. Cc-4 c-1'
C-3' isoprop. C-5
c-5' |oxadiazol
oxadiazol

T T T T T T T T T T T T T T T T T
180 170 160 150 140 130 120 110 (100 ) 90 80 70 60 50 40 30 20
ppm

Figura 6.24 Espectro de RMN-'3C (125 MHz, py-ds) para el compuesto 137.

3. Estudios de actividad antiproliferativa.

La actividad antiproliferativa in vitro de los compuestos di-heterociclicos 133-140
fue evaluada en seis lineas celulares de cancer humano diferentes: A549 (pulmdn),
HeLa (cérvico-uterino), HBL-100 (mama), SW1573 (pulmon), T-47D (mama) y WiDr
(colon).*? Ademas, se probaron los compuestos 81, 100 y 102 previamente sintetizados,
y algunos intermediarios seleccionados con propdsitos comparativos.

Los ensayos bioldgicos fueron realizados por el Dr. José M. Padron en el Instituto
Universitario de Bio-Organica ‘‘Antonio Gonzalez” (IUBO-AG), Centro de
Investigaciones Biomédicas de Canarias (CIBICAN) de la Universidad de La Laguna de
Espana.

Los resultados, expresados como Glsg, se muestran en la Tabla 6.7.
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compuesto | A549 | HBL-100 | HeLa | SW1573 | T-47D WiDr
81 37+49 | 43+30 |38+30| >100 |55+89 | 53+8,2
100 50+86 | 87+£15 | 67+22|97+48 (94+13| 74+9,7
102 33+£40| 84+£13 | 30+9,6 >100 41+88 | 26£2,3
122 29+60 | 23+6,4 | 17+20|29+04 | 52+36| 36+2,8
125 99+17 | 99+23 |99+0,8 | 60+11 | >100 >100
126 32+41 | 17+26 | 15+20 | 27+24 | 50+94 | 41+54
130 >100 >100 >100 >100 >100 >100
133 90 + 14 >100 89+15 | >100 >100 >100
134 10+24 | 24+11 | 20£0,5| 15+5,0 | 20£3,5| 20£5,0
135 13+04 | 24+33 |14+7,2|10+49 |10£15|45+16
136 28+08 | 34+38 | 37+12 | 36+24 | 44+17 | 42+6,0
137 >100 >100 >100 >100 >100 >100
138 14+25| 26+16 |28+3,1|16+4,0|19+4,0| 26+4,2
139 15+21| 3014 |16+£26| 17+3,1 |18£25| 15£4,1
140 36+13 | 33+4,3 |31+68|38+05 |42+£26| 41+£1,1

Tabla 6.7 Actividad antiproliferativa (Glsg) contra lineas celulares tumorales humanas.?

2 L os valores estan expresados en M y son medias de dos o tres experimentos * la desviacion estandar.

A partir de los resultados de actividad biol6gica se puede inferir que algunos grupos

son necesarios para que los compuestos presenten citotoxicidad. Cuando se comparo los

derivados 1,2,4-oxadiazélicos con los compuestos 81, 100 y 102, el analogo 1,2,4-

oxadiazélico 136 mostrd, en la mayoria de los casos, una mejor actividad

antiproliferativa (Figura 6.25).

Figura 6.25 Estructura de los compuestos 81, 100, 102 y 136.
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Se observé ademéas que el reemplazo del anillo triazélico unido al C-5 del
carbociclo (compuestos 134-136) por un 5-amino-1,3,4-tiadiazol (compuestos 138-140)
no modificé sustancialmente la citotoxicidad de los compuestos. Tal como fue
observado por otros autores,’® los compuestos que contienen grupos atractores de
electrones en el anillo bencénico (134, 135, 138 y 139) fueron los que presentaron una
mejor actividad antiproliferativa, basandose en los valores de Glso. De toda la nueva
serie, el compuesto 135 resultd el més citotoxico, con valores de Glso en el rango de
4,5-24 uM para todas las lineas celulares. Otro aspecto importante a destacar es que el
reemplazo del grupo ciclopentilideno (134, 138) por el sustituyente isopropilideno (133,
137 respectivamente) redujo notablemente la actividad, dato concordante con lo que se
habia observado en el Capitulo 5. Finalmente, cuando se evaluaron los intermediarios
sintéticos 122, 125, 126 y 130, se observé que de los derivados ciclopentilidénicos, sélo
el derivado tosilado result6 inactivo (Glsp > 100 uM) confirmando que la presencia de

dicho grupo protector es esencial para la actividad citotoxica.

4. Conclusiones.

Para concluir, en este capitulo se sintetizaron una serie de derivados di-
heterociclicos de D-ribosa conteniendo una unidad de 5-aril-1,2,4-oxadiazol. Se
evaluaron dos posibles rutas sintéticas para la obtencion de los precursores, teniendo en
cuenta el uso 0 no de reactivos toxicos y mas costosos. Se sintetizaron ocho productos
finales y se describieron 33 compuestos nuevos no descriptos en bibliografia. Los
productos finales, asi como también algunos de sus precursores, fueron evaluados como
inhibidores de la proliferacidn celular contra seis lineas celulares de cancer humano. El
cambio del heterociclo en posicién 5 de la ribosa manteniendo la union por medio de un
atomo de azufre mantuvo la actividad antiproliferativa. La presencia del anillo
oxadiazolico resulto ser algo mas activo que los heterociclos sintetizados en capitulos
anteriores (isoxazolinas, isoxazoles, 1,2,3-triazoles) sobre todo frente a la linea celular
SW1573. El grupo p-clorofenilo como sustituyente de oxadiazol resultd ser el maés
efectivo de todos. ElI compuesto 135 presentd una actividad moderada general con una

buena selectividad hacia la linea celular de cancer de colon WiDr (Glso= 4,5 uM).
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Sintesis de derivados de D-ribono-1.,4-lactona

1. Introduccion.

En el siguiente Capitulo de la Tesis se propuso obtener derivados D-ribofuranosidos
en donde la union entre el heterociclo y el carbono anomérico no sea a traves de
oxigeno, sino que se encuentre directamente unido por un atomo de carbono (ya sea
como espaciador o formado parte del mismo heterociclo). Este tipo de compuestos son
conocidos como C-nucletsidos y a diferencia de los nucledsidos o los N-nucledsidos,

presentan una mayor estabilidad hacia el metabolismo catalizado por enzimas.!

En la bisqueda de compuestos capaces de interferir con el funcionamiento de las
enzimas es importante tener en cuenta la conexion entre la nucleobase y el carbohidrato.
El desarrollo reciente en la obtencion de homo-C-nucledsidos, donde ambos fragmentos
se conectan entre si por un grupo metilénico ha permitido el descubrimiento de nuevas
drogas. Podemos mencionar, entre ellas, la DADMe-immucillina-H 141 que es activa

en el rango de picomolar en varios sistemas biol6gicos.?®

H (@]
OH N
\ NH
N N/J
HO

141

Figura 7.1 Estructura del compuesto 141.

Con el propésito de obtener analogos de C-glicdsidos comparables a los
sintetizados en los Capitulos anteriores se propuso como compuesto de partida la D-
ribono-1,4-lactona (Esquema 7.1) ya que esto permitiria poder realizar reacciones de
adicion de un carbono nucleofilico sobre el C-1 del ribosido.

Para realizar estar reacciones era imprescindible la proteccion de las posiciones dos

y tres del hidrato de carbono (se propuso grupos isopropilidenos o ciclopentilidenos) y

Pdgina | 145



Sintesis de derivados de D-ribonolactona

la posicidon cinco con un grupo protector adecuado. Posteriormente, se veran las
distintas estrategias utilizadas para introducir un heterociclo aromatico (1,2,3-triazol o
isoxazol) ya sea directamente unido a la posicion anomérica del hidrato de carbono o

por medio de un metileno.
Ar
/'\/I*N N:N\
PO PO NS po <N A
HO o o o W) w
D-ribosa ——— E— @ E— o

Esquema 7.1 Estrategia sintética para la obtencién de C-ribosidos.

2. Resultados y discusion.

2.1. Sintesis de derivados protegidos de D-ribono-1,4-lactona.

Como primer objetivo se sintetiz6 la D-ribono-1,4-lactona (142), que puede
obtenerse de D-ribosa comercial por oxidacion con bromo, tal como se describe en
literatura (ver Capitulo 8 de Técnicas Experimentales).* Posteriormente se protegieron
las posiciones dos y tres con un grupo isopropilidén para obtener el aceténido 143, y
finalmente el hidroxilo de la posicion cinco con un agente sililante (compuestos 144 y
145).

HO RO
HO o TBDPSCI o TBDMSCI, o)
) Br, NaHCO4 o acetona ~7=0 imidazol ~>—=0
D-ribosa ———> o ] ! | [
H,O CuSOy (anh.) O O DMF O O
OH OH >< ><
142 143 144: R = TBDPS

145: R = TBDMS

Esquema 7.2 Camino sintético para la obtencién de una D-ribono-1,4-lactona debidamente protegida.

Los derivados 143,° 144% y 1457 ya se encontraban descriptos en bibliografia y la
caracterizacion fisica y espectroscopica de los compuestos obtenidos coincidio con los
datos de literatura.
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2.2. Sintesis de aductos de Grignard derivados de D-ribono-1,4-lactona.

2.2.1. Reaccion de la lactona 144 con bromuro de alilmagnesio.

El derivado 144 puede adicionar sobre el carbono de la lactona un reactivo
organometalico, como por ejemplo un reactivo de Grignard (Esquema 7.3). La reaccion
de 144 con bromuro de alilmagnesio® en éter etilico anhidro a 0 °C durante 90 minutos,
lleva a la formacidn del lactol 146 como una mezcla de anémeros o3, y se obtuvo con
un rendimiento del 66 % luego de ser purificado por cromatografia en columna. La
relacion o:p es de 1:2,7 y fue estimada por las areas en el espectro de RMN-H. El
derivado 146 fue descripto por Jiang et al.® y la caracterizacion fisica y espectroscopica

del derivado obtenido coincidi6 con lo informado por los autores.

Posteriormente, se intentd eliminar el hidroxilo remanente en el carbono anomérico
del lactol 146 por tratemiento con trietilsilano y BFs.Et,O en diclorometano anhidro y a
0 °C durante 10 minutos.'® Se observo el consumo total del material de partida y la
formacion de varios productos por CCD, pero el producto deseado 147 no pudo ser
aislado del crudo de reaccion.

TBDPS TBDPS X TBDPS X
W(C’Fo A~ MgBr io?@ oH EtSiH o
| [
O O Et,O O O BF3.Et,0, CH,CI, O O
> < <
144 146 147

Esquema 7.3 Camino sintético para la obtencién del alil C-ribdsido 147.

2.2.2. Reaccion de la lactona 144 con bromuros triazélicos/isoxazélicos.

Dado que pudo obtenerse el lactol derivado 146 a partir de la adicidn de un reactivo
de Grignard como el bromuro de alilmagnesio, se pensd una estrategia diferente. La
obtencion de los C-ribdsidos podria ser a partir de un reactivo de Grignard que ya
contuviera a los heterociclos arométicos formados. De esta manera se podrian introducir

anillos triazolicos o isoxazolicos directamente al residuo glicosidico (Esquema 7.4).

Pdgina | 147



Sintesis de derivados de D-ribonolactona

Y

OCH;
OCH;4
TBDPS BrMig \/%ZQOCHB

XY,
X ’\\
R z
o TBDPS )\/ \rom

qu OCH; 0
148 0 149 OH OCH3
o. O

>< éter O><O

144

150-151
148,150: X=Y=2Z=N
149,151: X=C;Y=N;Z=0

Esquema 7.4 Reaccion para la obtencion de derivados triazolicos/isoxazdélicos de D-ribofuranosa.

Para lograr esto fue necesario sintetizar los bromuros correspondientes. Por
tratamiento de 5-azido-1,2,3-trimetoxibenceno con alcohol propargilico en presencia de
sulfato de cobre y ascorbato de sodio, fue posible obtener el derivado triazolico 152
como un soélido blanco con un 88 % de rendimiento (Esquema 7.5). Por otro lado, a
partir de 3,4,5-trimetoxibenzaldoxima y alcohol propargilico en presencia de cloramina-
T fue posible obtener el isoxazol derivado 153 con un rendimiento de 72 % utilizando

una metodologia similar a las descriptas en los Capitulos 4 y 5.

HO Br
N alcohol propargilico, ,z»'}‘\ / N\
CuS04.5H,0, N N
ascorbato de sodio N NBS, PPh3 N’
H,CO OCHjy EtOH/H,0O
OCH, H5CO OCH,4 H5CO OCHj
OCHj3 OCH3

152

N

HO' .
alcohol propargilico,
Cloramina-T
HyCO OCH, EtOH/H,O
OCH;

Esquema 7.5 Sintesis de bromuros conteniendo heterociclos aromaticos.

El hidroxilo libre en los compuestos 152 y 153 se bromo utilizando N-
bromosuccinimida y trifenilfosfina en DMF anhidra para obtener los derivados
halogenados 154 y 155. Los productos fueron purificados por cromatografia en columna
de silica gel obteniéndose con rendimientos del 71 % (para 154) y 68 % (para 155).

Los compuestos 152, 154 y 155 no se encontraban descriptos en literatura y su
caracterizacion espectroscopica estd detallada en el Capitulo 8 de Técnicas

Experimentales.
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A partir de los bromuros 154 y 155 podria ser posible la obtencion de los
halogenuros de alquilmagnesio correspondientes (148 y 149) por tratamiento con
virutas de magnesio en éter anhidro (Esquema 7.6). Se probaron como solvente de
reaccion: THF, éter etilico y mezclas de ambos. La reaccion se realiz6 a diferentes
temperaturas (ambiente, calentamiento a 40 °C) pero tanto el bromuro 154 como el 155

quedaban sin reaccionar y fueron recuperados por purificacion en columna.

éter
—_—
H,CO i OCHj H;CO i OCHj3

OCHj OCHj
154:X=Y=2Z=N 148:X=Y=Z=N
155: X=C;Y=N;Z=0 149: X=C;Y=N;Z=0
Esquema 7.6 Obtencidn de reactivos de Grignard de bromuros de alquilmagnesio conteniendo

heterociclos.

Para lograr una mayor activacion del magnesio, se utiliz6 cloruro de
isopropilmagnesio (obtenido a partir del alcohol isoporpilicot?), el cual por intercambio
hal6geno-magnesio llevarian a la formacion del reactivo de Grignard “in situ”.'? Se
probd entonces dicha reaccién con los bromuros 154 y 155 pero en este caso tampoco

fue posible la activacién del halogenuro.
2.3. Sintesis de etinil derivados de D-ribono-1,4-lactona.

Continuando con los intentos en obtener derivados heterociclicos de C-ribésidos, se
decidio introducir un triple enlace por adicién de un acetiluro de litio al carbono de la
lactona. A una solucion de etiniltrimetilsilano en THF anhidro se le agreg6 una solucion
de n-BuLi bajo atmoésfera de argon a -78 °C para generar el acetiluro de litio.
Posteriormente se adicioné una solucion de la lactona 145 en THF a -78 °C® y la
reaccion se completd a los 30 minutos. El lactol 156 se obtuvo con un rendimiento del
45 % y adicionalmente se generd un 6 % del lactol 157 (Esquema 7.7). Este ultimo
compuesto puede obtenerse también por tratamiento de 156 con carbonato de potasio en

metanol anhidro a temperatura ambiente (ver Capitulo 8 de Técnicas Experimentales).
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TBDMS TBDMS TBDMS
W{if e Q\ )
oO— — — ~ 156: R = TMS K2003
n-BuLi, THF R =
78 °C R 157:R=H MeOH (anh.)

o_ 0O

X

145 o ﬁ

Esquema 7.7 Reaccion con n-BuL.i para la obtencidn del etinil C-ribdsido 147.

Los derivados 156 y 157 fueron caracterizados a partir de sus espectros de RMN-'H
y RMN-13C. Se obtuvieron como mezclas de isomeros. La relacion entre los isdmeros
A:B es 3,5:1 (para el compuesto 156) y 5,2:1 (para el compuesto 157), siendo (A) el
isdmero mayoritario y (B) el minoritario. La proporcion de cada uno de ellos pudo ser
estimada a partir de la integracién en el espectro proténico. El espectro NOESY no
permitié asignar fehacientemente cada uno de los isdbmeros, por lo que no se puedo

asignar la configuracion del carbono anomérico.

En el espectro protonico de 156 (Figura 7.2) pueden observarse un singulete ancho
correspondiente al hidrégeno del hidroxilo a & 5,31 ppm. Las sefiales caracteristicas del
residuo glicosidico se encuentran duplicadas: la constante de acoplamiento para los
hidrogenos H-2 y H-3 es de 5,7 Hz para el isomero mayoritario, mientras que en el caso
del minoritario la J es de 6,7 Hz. La constante de acoplamiento entre los hidrégenos H-3
y H-4 es de 2,3 Hz en el caso del isomero mayoritario y mas chica en el caso del
minoritario (Js4 1,1 Hz).

También se observan las sefiales correspondientes a los metilos del isopropilidén a
desplazamientos quimicos entre 1,36-1,58 ppm; y a campos altos los metilos del tert-
butilo (6 0,91 ppm y 0,90 ppm) y los que se encuentran unidos directamente a silicio (&
0,07-0,20 ppm). La asignacion de los hidrogenos se realizd a partir del espectro
bidimensional COSY.

En el espectro de carbono de 156 (Figura 7.3) se observan las sefiales
correspondientes a los carbonos C-2, C-3 y C-4 de la D-ribosa a desplazamientos
quimicos entre 81,6 y 89,0 ppm. El carbono C-5 presenta un & de 62,6 ppm y 64,7 ppm
para los isdbmeros B y A, respectivamente. Se consideraron diagndsticas las sefiales de
los carbonos C-1 a 6 101,9 ppm (A) y 96,4 ppm (B); asi como también las que forman
parte del triple enlace 6c=csi 103,5 ppm (B) y 100,0 ppm (A); dc=csi 91,4 ppm (A) y
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89,3 ppm (B), en concordancia con datos de literatura.!®> También se observan las
sefiales del isopropilo a 6 225,1-26,8 ppm vy el carbono cuaternario a 6 113,3 y 115,1
ppm; los carbonos de los metilos del tert-butilo a 25,9 y 26,1 ppm y el carbono
cuaternario a 18,5 y 18,4 ppm; y los metilos unidos al silicio del grupo trimetilsililo
(entre -0,7 y -0,2) y del tert-butildimetilsililo (entre -5,6 y -5,1). La asignacion de los

carbonos se realizo a partir del espectro bidimensional HSQC y HMBC.
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Figura 7.3 Espectro de RMN-13C (125 MHz, CDCls) para el compuesto 156.
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El lactol 157 también fue caracterizado a partir de sus espectros protonico y de **C.
En el espectro de RMN-H (Figura 7.4) las sefiales diagndsticas que confirman la
estructura del compuesto es el hidrogeno del alquino terminal que aparece como un
singulete a desplazamientos quimicos de 2,57 ppm (B) y 2,70 ppm (A). Ademas, se
verifica la desaparicion de los hidrégenos de los metilos del grupo TMS a & cercanos a
cero. El espectro de carbono (Figura 7.5) también muestra la ausencia de estas sefiales
(6 cercano a -0,2 ppm) y el corrimiento de los carbonos del triple enlace que ahora se
encuentran a desplazamientos quimicos de 79,4 ppm (A) y 83,1 ppm (B) para el

carbono C=CH; 72,4 ppm (B) y 74,1 ppm (A) para el carbono unido al hidrégeno
acetilénico.
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Figura 7.4 Espectro de RMN-H (500 MHz, CDClI3) para el compuesto 157.
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Figura 7.5 Espectro de RMN-'3C (125 MHz, CDCls3) para el compuesto 157.
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A partir del lactol derivado 156 se podria obtener el desoxi derivado 158 bajo
condiciones tipicas de reduccion®* utilizando trietilsilano y trifluoruro de boroeterato en
THF anhidro a -78 °C (Esquema 7.8). La reaccion se probo a diferentes temperaturas
entre -78 °C y -25 °C. Una vez consumido el material de partida, se agrego trietilamina
y el producto crudo se purifico por cromatografia en columna. Sin embargo, luego del
andlisis de las fracciones aisladas, ninguna de ellas pudo ser caracterizada como el

producto deseado 158.

T™MS TMS
TBDMS m TBDMS
0 EtsSi
+
OH  BF,OEt,
CH,Cly

156

Esquema 7.8 Reaccion con trietilsilano y BF;.OEt; para la obtencién del desoxi derivado 158.

Teniendo en cuenta estos resultados, se pensd en variar la estrategia sintética
realizando primero la cicloadicion 1,3-dipolar sobre el triple enlace del lactol 157 y
luego la reduccidn del hidroxilo. El tratamiento de 157 con sulfato de cobre y ascorbato
de sodio y posterior agregado de 5-azido-1,2,3-trimetoxibenceno permitio obtener el
triazol derivado 159 (Esquema 7.8). EI compuesto 159 se purificd por cromatografia en
columna de silica gel y se obtuvo con un rendimiento del 68 % como una mezcla de
anomeros. La relacién entre los isomeros A:B. Es de 1:4 estimado por las areas en el

espectro de RMN protonico (Figura 7.6).

H
| 'y
Il CuS0,.5H,0, N

o . ascorbato de sodio Nu
—— Y
WQ%‘OH © tertBUOHM,0  BOMS o 7

TBDMS

159

Esquema 7.8 Reaccion de Cu-AAC entre el lactol 157 y una azida aromatica.

El triazol derivado 159 fue caracterizado a partir de su espectro de RMN-H (Figura
7.6). Las sefiales diagnosticas son los singuletes anchos a desplazamientos quimicos de
8,05 ppm y 8,07 ppm para los isébmeros mayoritario (A) y minoritario (B),
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respectivamente. Las sefiales aromaticas del p-clorofenilo se observan como dobletes a
d 7,69 ppm y 7,48 ppm para el isomero A y 7,66 ppm y 7,49 ppm para el isomero B

todas ellas con constantes de acoplamiento de 8,8 Hz.

Por otro lado, el espectro de carbono de 159 (Figura 7.7) presenta con mayor
intensidad las sefiales correspondientes al isomero A. Los carbonos de la D-ribofuranosa
presentan desplazamientos quimicos similares a otros precursores: 6 81,7-88,2 ppm para
los carbonos C-2, C-3 y C-4 y & 63,2-64,9 ppm para el carbono C-5. Se observa la
incorporacion de las sefiales aromaticas del anillo p-sustituido a 6 121,1-136,5 ppm y un

corrimiento de la sefial del carbono anomérico a 6 107,1 ppm.
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Figura 7.6 Espectro de RMN-'H (200 MHz, CDCl3) para el compuesto 159.
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Figura 7.7 Espectro de RMN-*3C (50 MHz, CDCls) para el compuesto 159.
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Posteriormente se intento la reduccion del lactol 159 con trietilsilano y trifuoruro de
boro utilizando la misma metodologia que en el caso del derivado 156. Se comenzé la
reaccion a -78 °C y se fue aumentando paulatinamente hasta temperatura ambiente. La
reaccion se siguio por CCD, pero no se observo la conversion, quedando sin reaccionar

el sustrato de partida.

3. Conclusiones.

En este Capitulo de la Tesis se propuso obtener anillos heterociclicos derivados de
C-ribosidos. Para ello se comenzo con la sintesis de una lactona debidamente protegida,
que pudiera incorporar un sustituyente por adicion nucleofilica sobre el carbonilo de la
lactona, generando asi un lactol. Existe una metodologia que permite la remocién
selectiva del hidroxilo por reduccidn, pero al aplicarse sobre los lactoles obtenidos no
fue posible aislar los productos deseados. A partir de los resultados obtenidos pueden
plantearse modificaciones sobre la lactona de partida; por ejemplo, cambiando los
grupos protectores, o bien partir de otros precursores de D-ribosa y mediante otras
técnicas poder llegar a los productos deseados.

Las metodologias utilizadas en esta parte del trabajo requirieron la adecuacion de
las reacciones en condiciones extremadamente anhidras, trabajar a bajas temperaturas y
la manipulacion de reactivos organometalicos, y por medio de las cuales se pudo
obtener intermediarios interesantes, algunos de ellos no descriptos antes en bibliografia.

Estos intentos son el puntapié inicial para obtener C-ribdsidos analogos a los
sintetizados a lo largo de los Capitulos de esta Tesis, e incluso explorar la posible

incorporacion otros anillos heterociclios de importante relevancia bioldgica.
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Capitulo 8

Técnicas Experimentales

1. Instrumentos y métodos generales.

Todas las sintesis se llevaron a cabo utilizando reactivos comerciales de grado
analitico sin previa purificacion o bien purificados por recristalizacion. Los solventes
utilizados fueron de grado pro andlisis o anhidros y, en la mayoria de los casos, fueron
secados y destilados antes de su uso segun procedimientos estandares de laboratorio.*
Los solventes anhidros se utilizaron sin purificacion previa manipulandolos con jeringa
y bajo atmosfera de argon.

Las reacciones a bajas temperaturas se realizaron utilizando una sonda criostatica
programable Thermo NESLAB CC100.

Las cromatografias en capa delgada (CCD) se realizaron utilizando placas
comerciales de silicagel Merck 60 Fzs4 soportadas sobre aluminio utilizando los
sistemas de solvente de desarrollo que se indican para cada caso. Los compuestos
desarrollados por CCD se revelaron por exposicion a luz ultravioleta con un A = 254 nm
0 bien por rociado con una solucién al 5 % (v/v) de acido sulfarico en etanol o revelador
de cerio-molibdato (Hanessian blue) y posterior calentamiento. Las cromatografias en
columna se llevaron a cabo utilizando silicagel 60G Merck (mesh 240-400) eluyendo
con los sistemas de solventes descriptos para cada caso. Las soluciones en solventes
organicos se secaron con Na;SO4 anhidro y se concentraron en rotavapor.

Los puntos de fusion se determinaron con un equipo de método capilar Thomas-
Hoover o un equipo Fisher-Johns y se informan sin corregir. Los poderes rotatorios se
midieron utilizando un polarimetro Perkin-Elmer 343 digital utilizando la longitud de
onda de la linea D de emision de sodio en modo de apertura normal y una cuba
polarimétrica de 10 cm de longitud y utilizando como solvente CHCIs, MeOH, Acetona
0 DMSO segun corresponda.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) fueron registrados
utilizando un espectrometro Bruker AC-200 (*H 200 MHz, *C 50 MHz) con una
consola Tecmag o en un espectrometro Bruker AMX-500 (*H 500 MHz, 13C 125 MHz)
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con una consola Bruker Advance Il. Las asignaciones de los espectros *H y 3C se
confirmaron con la ayuda de experimentos bidimensionales 'H-'H COSY, H-3C
HSQC-DEPT y 'H-BC HMBC, 'H-'H NOESY. Los desplazamientos quimicos (8) se
informan en partes por millon utilizando como estandar interno la sefial de
tetrametilsilano o la sefial residual del solvente deuterado utilizado en cada caso.

Los espectros infrarrojos (FT-IR) fueron realizados en un espectrometro FT-IR
Nicolet 510P. Para ello se prepararon en una prensa manual, pastillas de bromuro de
potasio junto con la muestra solida a analizar.

El anélisis de la composicion elemental fue realizado por espectrometria de masa de
alta resolucion y microanalisis en el UMYMFOR. Los espectros de masa de alta
resolucion se realizaron utilizando un espectrdmetro de masa acoplado a cromatografo
liquido Bruker micrOTOF-Q Il con ionizacidn por electroespray (ESI) y analizador de
alta resolucién Q-TOF. Los microanalisis se realizaron en un analizador elemental
(CHNS) Exeter Analytical 440.
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2. Metodologias y resultados.

Alil 2,3-O-ciclopentilidén- 5-D-ribofuranosido (77).

D-ribosa en polvo (5,86 g; 39,0 mmol) y sulfato de cobre anhidro

(12,4 g) se suspendieron en una mezcla de ciclopentanona (110 - =
(@)

mL) y alcohol alilico (32 mL) conteniendo una cantidad catalitica 2

de &cido sulfurico (0,2 mL). La mezcla resultante se agit6 a 40 °C 6

durante 48 h y luego se neutralizd6 con NaHCOsg, se filtré y se

evapord el solvente. El crudo de reaccion se extrajo con AcOEt y se lavo con solucion
saturada de cloruro de sodio, se seco con NaxSO4 (anh.) y el solvente se evaporo para
dar un producto crudo. Este se purificé por cromatografia en columna flash utilizando
como solvente de elucion una mezcla de ciclohexano: acetona 95:5. Se obtuvieron 5,76
g (22,5 mmol) de un aceite transparente con un rendimiento del 58 %. Los datos fisicos

y espectroscopicos coincidieron con los datos de literatura.?

Alil 2,3-O-ciclopentilidén-5-O-tosil-S-D-ribofurandsido (78).
A una solucién de 576 g (22,5 mmol) de alil 2,3-O-

ciclopentilidén-p-p-ribofuranosido (77) disuelto en piridina Ts0 o
anhidra (10 mL), se agreg6 5,14 g (26,7 mmol) de cloruro de p- =

o_ O
toluénsulfonilo con agitacion continua bajo atmdsfera de argon. é

La mezcla se mantuvo a temperatura ambiente durante 18 h. Al

producto crudo de reaccion se agreg6 cloruro de metileno y se extrajo con agua, acido
clorhidrico (5 %), bicarbonato de sodio (5 %) y finalmente con agua. Luego se purificd
por cromatografia en columna de silica gel usando como solvente de elucion mezclas de
ciclohexano: acetona 95:5 a 90:10, obteniéndose el compuesto 78 como un sélido
blanco (8,10 g, 19,7 mmol, 88 %); Rt = 0,44 (ciclohexano: acetona 8:2); pf: 55-
56°C; [a]n?® -44,4 (c 1,1, cloroformo). Anal. calculado para C20H2607S: C, 58,52; H,
6,38. Encontrado: C, 58,37; H, 6,54. RMN-!H (500 MHz, CDCls) &: 7,78 (d, 2H, J 8,4
Hz, protones aromaticos), 7,34 (d, 2H, J 8,0 Hz, protones aromaticos), 5,77 (dddd, 1H,
J» 36 17,2 Hz, J» 372 10,4 Hz, J21°4 6,2 Hz, J»1°b 5,2 Hz, H-2), 5,21 (dc, 1H, J3v2 17,2
Hz, J3b3a = J3b,10 = J3b,1a 1,6 Hz, H-3’b), 5,16 (dc, 1H, J3a2° 10,4 Hz, J3a3b = J3a b
= Jyara 1,4 Hz, H-37a), 5,08 (s, 1H, H-1), 4,55 (dd, 1H, J32 6,0 Hz, J34 0,7 Hz, H-3),
4,51 (d, 1H, J23 6,0 Hz, H-2), 4,31 (ddd, 1H, Jasp 7,7 Hz, Ja5a 6,7 Hz, J430,9 Hz, H-4),
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4,03 (dd, 1H, Jspsa 10,0 Hz, Jsp4 7,8 Hz, H-5b), 4,03 (M, 1H, Ji'b10a 12,9 Hz, Jip2 5,2
Hz, Jib3b = Jib3a 1,6 Hz, H-1"b), 3,99 (dd, 1H, Jsasp 10,0 Hz, Jsa4 6,7 Hz, H-53), 3,87
(ddt, 1H, Jrra1 12,9 Hz, Jiap’ 6,2 HZ, Jia3s = Jiva3a 1,3 Hz, H-17a), 2,44 (s, 3H, CHs),
1,92-1,62 (m, 8H, protones del ciclopentilidén); RMN-'3C (125 MHz, CDCls) §: 145,2
(carbono aromatico), 133,4 (C-27), 132,8, 130,0, 128,1 (carbonos aromaticos), 122,4
(carbono cuaternario del ciclopentilidén), 117,8 (C-3”), 107,1 (C-1), 84,9 (C-2), 83,4
(C-4), 81,3 (C-3), 69,4 (C-5), 68,2 (C-1°), 35,9, 35,8, 23,7, 23,2 (carbonos del
ciclopentilidén), 21,8 (CHj3).

Alil 2,3-O-ciclopentilidén-5-desoxi-5-S-(1H-1,2,4-triazol-3-il)- f-D-ribofurandsido (79).
A una solucién de etdxido de sodio en etanol, preparada
agregando sodio metalico (250 mg, 10,9 mmol) a etanol (20 mL),
se agrego 1,2,4-triazol-3-tiol (1,03 g, 10,2 mmol). La mezcla de
reaccion se calenté a 50 °C durante 10 minutos y luego se

evaporé el solvente a presion reducida. El sélido resultante se

agreg6 a una solucién del compuesto 78 (1,04 g, 2,53 mmol) en DMF (7 mL) y se
calenté a 50 °C bajo atmosfera de Argdn por 18 h. La solucion se evapord a presion
reducida, se agregd diclorometano y se extrajo con una solucién saturada de cloruro de
sodio. La fase organica se secé con sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se evaporo. El
producto crudo se purificd por cromatografia en columna de silica gel usando como
solvente de elucion mezclas de ciclohexano: acetona 90:10 a 80:20. El compuesto 79 se
obtuvo como un sélido cristalino blanco (679,4 mg, 2,00 mmol, 79 %); Rt = 0,60
(ciclohexano: acetona 1:1); pf: 149-151 °C; [a]o% -73,0 (c 3,0 acetona). Anal. calculado
para CisH21N304S: C, 53,08; H, 6,24; N, 12,38. Encontrado: C, 53,05; H, 6,42; N,
12,23. RMN-!H (500 MHz, (CDs).CO) &: 8,45 (s, 0,1H, H-5"" del anillo triazélico),
8,37 (s, 0,9H, H-5"" del anillo triazolico), 5,93 (dddd, 1H, J>> 3, 16,7 Hz, J2» 32 11,3 Hz,
J2» 10 5,6 Hz, J» 172 5,6 Hz, H-27), 5,30 (d, 1H, J3v2° 17,2 Hz, H-3°b), 5,15 (d, 1H, J3:a2
10,6 Hz, H-3’a), 5,10 (s, 1H, H-1), 4,80 (d, 1H, J32 5,9 Hz, H-3), 4,64 (d, 1H, J23 5,9
Hz, H-2), 4,43 (t ancho, 1H, J 7,6 Hz, H-4), 4,25 (dd, 1H, Jiv.1v 13,1 Hz, Jiv2 4,9 Hz,
H-1"b), 4,01 (dd, 1H, Jr-a,1’b 12,8 Hz, Jia2’ 5,6 Hz, H-1"a), 3,38 (dd, 1H, Jspsa 13,7 Hz,
Jspa 6,7 Hz, H-5b), 3,27 (dd, 1H, Jsasb 13,9 Hz, Jsas 9,1 Hz, H-5a), 1,84-1,62 (m, 8H,
protones de ciclopentilidén); RMN-3C (50 MHz, CDCls) &: 157,1 (C-3* del anillo
heterociclico), 146,5 (C-5* del anillo heterociclico), 133,5 (C-2’), 122,2 (carbono
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cuaternario del ciclopentilidén), 117,8 (C-3"), 107,5 (C-1), 85,2 (C-2), 85,1 (C-4), 83,1
(C-3), 68,3 (C-17), 35,8 (carbono del ciclopentilidén), 35,7 (C-5 y carbono del
ciclopentiliden), 23,7 y 23,2 (carbonos del ciclopentilidén).

Alil 5-desoxi-5-S-(1H-1,2,4-triazol-3-il)- 5-D-ribofuranosido (80).
El compuesto 79 (251,4 mg, 0,74 mmol) se disolvié en acido
acético 80 % y se calentd a 55 °C durante 24 h. Luego, la
solucion se evapord y el residuo se purificd por columna
cromatografica en silica gel usando como solvente de elucion

mezclas de ciclohexano: acetona 70:30 a 50:50. Finalmente, el

compuesto 79 se recuper6 en un 16 % (40,8 mg, 0,12 mmol) y el
compuesto 80 se obtuvo como un s6lido blanco (80,0 mg, 0,29 mmol, 40 %); R = 0,16
(ciclonexano: acetona 1:1); pf: 122-123°C, [a]p®® -36,6 (c 1,0, metanol). Anal.
calculado para CioH1sN304S: C, 43,95; H, 5,53; N, 15,37. Encontrado: C, 44,31; H,
5,32; N, 15,23. RMN-H (500 MHz, CD30D) &: 8,27 (s, 1H, H-5" del anillo triazélico),
5,87 (dddd, 1H, J>- 3 17,3 Hz, J2 32 10,5 Hz, J2 172 5,8 Hz, J2o 1 5,1 Hz, H-2%), 5,23
(dc, 1H, J3b2> 17,3 Hz, J3°b3°a = J3b.1'b = J3b,10a 1,8 Hz, H-3’b), 5,12 (dc, 1H, J3a2 10,5
Hz, J3:a3'b = J3°a1b = J3a’a 1,4 Hz, H-3"a), 4,85 (s, 1H, H-1), 4,16-4,10 (m, 3H, H-2, H-
4, H-1°b), 3,93 (dd, 1H, J32 4,7 Hz, J34 0,7 Hz, H-3), 3,88 (ddt, 1H, Ji-a1b 13,1 Hz,
Jrra2 5,9 Hz, Jiva3b = Jia3a 1,5 Hz, H-1"a), 3,48 (dd, 1H, Jsbsa 13,5 Hz, Jsbh4 5,2 Hz, H-
5b), 3,31-3,27 (m, 1H, H-5a); RMN-3C (50 MHz, CDs0D) &: 158,3 (C-3’* del anillo
heterociclico), 147,8 (C-5" del anillo heterociclico), 135,5 (C-2°), 117,3 (C-3"), 107,9
(C-1), 82,7 (C-4), 76,5 (C-3), 75,3 (C-2), 69,2 (C-1"), 37,5 (C-5).

3,4,5-trimetoxibenzaldoxima.
Se disolvié clorhidrato de hidroxilamina (868,9 mg, 12,5 mmol) en la
minima cantidad de agua y se agreg6 una solucién de hidroxido de

sodio (471,5 mg, 11,8 mmol) en metanol (15 mL). Se comprobo que el

pH fuera basico (pH = 8). Posteriormente, se agregé 3,4,5-
trimetoxibenzaldehido (2,20 g, 11,2 mmol) y se agité a temperatura ambiente durante
18 h. Se agregd cloruro de metileno, se extrajo primero con agua luego con NaCl

(solucion saturada). Se sec6 con sulfato de sodio anhidro y se evaporo el solvente a
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presion reducida. El producto crudo se purificd por cromatografia en columna utilizando
como eluyente mezclas de tolueno: AcOEt 95:5 a 90:10, obteniéndose 3,4,5-
trimetoxibenzaldoxima (1,92 g, 8,69 mmol, 77 %). Los datos fisicos y espectroscdpicos

coincidieron con los datos de literatura.®

[(4R,S)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-isoxazolin-5-il]metil 2,3-O-ciclopentilidén-5-desoxi-5-
S-(1H-1,2,4-triazol-3-il)- f-D-ribofuranosido (81).

A una solucién de 3,4,5-trimetoxibenzaldoxima (194,3 mg;
0,879 mmol) en tert-butanol: agua 1:1, se agreg6 cloramina-T
(195,1 mg; 0,857 mmol) en porciones pequefias. Esta solucion
se agregd lentamente al compuesto 80 (191,6 mg, 0,56 mmol)
previamente disuelto en tert-butanol: agua 1:1 y la mezcla de

reaccion se calento a 45 °C durante 2 h. Luego, se evaporé y el
residuo se purifico por cromatografia en columna utilizando silica gel como adsorbente
y mezclas de tolueno: AcOEt 80:20 a 60:40 como solvente de elucion. EI compuesto 81
se obtuvo como un par de diastereoisomeros sin resolver 1:1 (129,3 mg, 0,24 mmol, 42
%); Rt = 0,46 (ACOEt). RMN-H (500 MHz, CDCls) &: 8,14 y 8,12 (s, 1H, H-5"" del
anillo triazolico), 6,89 (s, 2H, protones aromaticos del trimetoxifenilo), 5,17 y 5,16 (s,
1H, H-1), 4,92 (m, 1H, H-5" del anillo isoxazolinico), 4,67 y 4,66 (d, 1H, J32 5,8 Hz, H-
3),4,64y4,61 (d, 1H, J23 6,0 Hz, H-2), 4,47 (m, 1H, H-4), 4,00 y 3,93 (dd, 1H, Ji'b,1"a
10,8, 10,7 Hz, Jiv5 3,5, 6,0 Hz, H-1"b), 3,88, 3,87, 3,87 (s, 9H, OCHz), 3,59 y 3,58 (dd,
1H, Jr-a1b 10,8, 10,7 Hz, Jiva5° 3,9, 3,0 Hz, H-1a), 3,43 y 3,41 (dd, 1H, Jspsa 13,3, 13,2
Hz, Jsp4 7,0, 7,4 Hz, H-5b), 3,41y 3,39 (dd, 1H, Jsp4a 16,5, 16,6, Jans 6,7, 6,9 Hz, H-
4’b del anillo isoxazolinico), 3,28 y 3,26 (dd, 1H, Jsbsa 13,3, 13,3 Hz, Jsb4 10,9, 11,3
Hz, H-5a), 3,23 y 3,15 (dd, 1H, Jsa4b 16,6, 16,6 Hz, Jsas 7,6, 7,0 Hz, H-4’a del anillo
isoxazolinico), 1,90-1,63 (m, 8H, protones del ciclopentilidén); RMN-*C (50 MHz,
CDCl3) &: 156,6 y 156,5 (C-3’ del anillo isoxazolinico), 153,4, 140,0, 124,7, 104,2
(carbonos del trimetoxifenilo), 147,5 y 147,3 (C-5 del anillo triazolico), 122,3
(carbono cuaternario del ciclopentilidén), 108,7 y 108,7 (C-1), 85,3, 85,2, 85,0 (C-2, C-
4), 83,1 (C-3), 79,6 y 79,4 (C-5’ del anillo isoxazolinico), 68,7 (C-1°), 61,0, 56,4
(OCHg), 37,4, 37,1 (C-4’ del anillo isoxazolinico), 36,0, 35,8, 35,7, 356 (C-5y
carbonos del ciclopentilidén), 23,7 y 23,2 (carbonos del ciclopentilidén). HRMS (ESI)
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m/z (M+Na) calculado para CzsH32NsNaOgS 571,1833, encontrado 571,1839; m/z
(M+H) calculado para C25H33N4OsS 549,2014, encontrado 549,2026.

[(4R,S)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-isoxazolin-5-ilJmetil 5-desoxi-5-S-(1H-1,2,4-triazol-3-
il)-#-D-ribofurandsido (82).

El compuesto 81 (230,0 mg, 0,42 mmol) se disolvio en acido
acético 80 % vy se calentd a 40 °C durante 48 h. Luego, la
solucion se evapord y el residuo se purificd por cromatografia
en columna de silica gel usando como solvente de elucion
mezclas de ciclohexano: acetona 70:30 a 40:60, obteniéndose
82 como un solido blanco (114,3 mg, 0,24 mmol, 57 %); R¢ =
0,36 (ciclohexano: acetona 2:8). Anal. calculado para C2oH2sN4OsS: C, 49,78; H, 5,43;
N, 11,61. Encontrado: C, 49,39; H, 5,59; N, 11,26. RMN-!H (500 MHz, (CD3).CO) é&:
8,31 (s ancho, 1H, H-5" del anillo triazolico), 7,01 (s, 2H, protones del trimetoxifenilo),
4,96 (s, 1H, H-1), 4,94-4,87 (m, 1H, H-5 del anillo isoxazolinico), 4,22-4,17 (m, 2H,
H-2, H-4), 4,00 y 3,98 (dd, 1H, J32 4,2 Hz, J34 0,8 Hz, H-3), 3,88, 3,87, 3,77 (s, 9H,
OCHsa), 3,83y 3,80 (dd, 1H, Ji°b,1'210,9 y 10,6 Hz, Ji'v5° 4,8 y 4,6 Hz, H-1"b), 3,62-3,57
(m, 1H, H-1a), 3,55y 3,54 (dd, 1H, Jsp5a 13,7 y 13,6 Hz, Jsb4 4,9 y 4,7 Hz, H-5Db), 3,51
y 3,49 (dd, 1H, Jab4aa 16,9 y 16,8, Jabs 4,4y 4,5 Hz, H-4’b del anillo isoxazolinico),
3,44-3,39 (m, 1H, H-5a), 3,35y 3,29 (dd, 1H, Jsa4b 16,8 y 16,9 Hz, J4a5 7,6 y 7,4 Hz,
H-4’a del anillo isoxazolinico); RMN-2C (125 MHz, (CD3).CO) &: 157,0, 157,0 (C-3
del anillo triazdlico), 154,4, 142,4, 140,8, 126,4, 126,3 (carbonos del trimetoxifenilo),
147,2 (C-5 del anillo triazélico), 108,6 (C-1), 105,1 (carbono del trimetoxifenilo), 83,1
y 83,0 (C-4), 80,7 y 80,6 (C-5” del anillo isoxazolinico), 76,3 (C-3), 75,0 y 74,9 (C-2),
69,6 y 69,1 (C-1), 60,6 y 56,6 (OCH3), 38,0 y 37,7 (C-4” del anillo isoxazolinico), 36,7
y 36,7 (C-5).

Alil 5-azido-2,3-O-ciclopentiliden-5-desoxi- 5-D-ribofurandsido (83).
Método de azidacion directa:

Se prepard una mezcla de trifenilfosfina (463,8 mg, 1,77 mmol) y

N3 o
azida de sodio (522,5 mg, 8,04 mmol) en DMF (5 mL) y se agitd o
a 0 °C. Se agreg0 gota a gota una solucién de tetrabromuro de %

carbono (586,4 mg, 1,77 mmol) en DMF (5 mL) evitando que la
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solucion se caliente. Se dej6 reaccionar durante 30 minutos y se agreg6 412,0 mg (1,61
mmol) de alil 2,3-O-ciclopentilidén-B-bp-ribofuranésido (77) disuelto en DMF (5 mL) y
la solucidn resultante se agit6 a 100 °C durante 5 h. Posteriormente, se agregé metanol y
se dejo a temperatura ambiente durante 18 h. Se evaporo6 el solvente a presion reducida,
el producto crudo se disolvid en éter etilico y se extrajo con agua. La fase organica se
seco con sulfato de sodio anhidro, se filtré y se evapord a presion reducida. El residuo
se purifico por cromatografia en columna de silica gel usando como solvente de elucion
mezclas de ciclohexano: acetona 100:0 a 99:1. El compuesto 83 se obtuvo como un
aceite transparente (45,4 mg, 0,16 mmol, 10 %); R¢ = 0,67 (ciclohexano: acetona 7:3);
[a]o®® -5,4 (¢ 1,7, cloroformo). Anal. calculado para CisH19N3O4: C, 55,50; H, 6,81.
Encontrado: C, 55,53; H, 6,74. RMN-'H (500 MHz, CDCls) &: 5,88 (dddd, 1H, J> 5%
17,2 Hz, J2'3°2 10,4 Hz, J21'a 6,0 Hz, J2.1°v 5,3 Hz, H-2"), 5,29 (dc, 1H, Jsb2° 17,2 Hz,
J3b3a = J3b1b = Jab1va 1,6 Hz, H-3"b), 5,21 (dc, 1H, J3a2 10,4 Hz, J3asb = J3ais =
Jyara 1,4 Hz, H-3%a), 5,15 (s, 1H, H-1), 4,60 (d, 1H, J236,1 Hz, H-2), 4,56 (dd, 1H, J3>
6,0 Hz, J34 1,1 Hz, H-3), 4,31 (ddd, 1H, Jasb 7,8 Hz, J4526,8 Hz, J43 1,1 Hz, H-4), 4,21
(ddt, 1H, Jib,1a 12,8 Hz, Jib2’ 5,3 Hz, Jin3b = Jinsa 1,5 Hz, H-1"b), 3,99 (ddt, 1H,
Jrare 12,9 Hz, Jiva2 6,0 Hz, Jiva3b = Jirasa 1,4 Hz, H-17a), 3,47 (dd, 1H, Jspsa 12,6 Hz,
Jsba 7,9 Hz, H-5b), 3,28 (dd, 1H, Jsasp 12,5 Hz, Jsa4 6,7 Hz, H-53), 1,94-1,70 (m, 8H,
protones del ciclopentilidén); RMN-3C (125 MHz, CDCls) &: 133,6 (C-2°), 122,4
(carbono cuaternario del ciclopentilidén), 117,8 (C-3°), 107,6 (C-1), 85,3 (C-2), 85,2
(C-4), 82,0 (C-3), 68,2 (C-1°), 53,9 (C-5), 36,0, 35,9, 23,7 y 23,3 (carbonos del

ciclopentilidén).

Método por sustitucion del grupo tosilo:

A una solucién del compuesto 78 (318,5 mg, 1,13 mmol) en DMF (8 mL) se agrego
azida de sodio (312,5 mg, 4,81 mmol). La mezcla de reaccion se calent6 bajo atmdsfera
de argdn a 80 °C durante 3 h. Luego se filtro y se lavd con éter etilico. El producto de
evapord a presion reducida, se suspendié en agua y se extrajo con éter etilico. La fase
organica se secé con sulfato de sodio anhidro, se filtro y se evaporo a presion reducida.
El residuo se purificé por cromatografia en columna de silica gel usando como solvente
de elucion mezclas de ciclohexano: acetona 99:1. ElI compuesto 83 se obtuvo como un
aceite transparente (161,9 mg, 0,58 mmol, 74 %). La caracterizacion fisica y

espectroscopica de 83 coincidid con la descripta en el Método de azidacion directa.
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Alil 2,3-O-ciclopentilidén-5-desoxi-5-isotiocianato--D-ribofurandsido (84).

A una solucién del compuesto 83 (158,2 mg, 0,532 mmol) y

disulfuro de carbono (0,4 mL, 6,64 mmol) en dioxano anhidro (5 /s o
mL) se agregd 169,0 mg (0,644 mmol) de trifenilfosfina. La mezcla
de reaccidn se agitd a temperatura ambiente durante 24 h, bajo é
atmosfera de argon. Luego el solvente se evapord y el producto

crudo se extrajo con éter etilico. La fase organica se sec6 con sulfato de sodio anhidro,
se filtrd el desecante, se evaporo el éter etilico, se disolvio en ciclohexano y se separd
por filtracion. Finalmente, el ciclohexano se evapord y el residuo fue purificado por
cromatografia en columna de silica gel usando como solvente de elucion mezclas de
ciclohexano: acetona 99:1. El compuesto 84 se obtuvo como un aceite transparente
(131,6 mg, 0,44 mmol, 79 %); Rs = 0,55 (ciclohexano: acetona 9:1); [a]p?® -21,6 (¢ 1,0,
cloroformo). Anal. calculado para CisH19NO4S: C, 56,55; H, 6,44; N, 4,70.
Encontrado: C, 56,47; H, 6,51; N, 4,86. IR (KBr, cm™): 2207 y 2089 (N=C=S). RMN-
'H (500 MHz, CDCls) &: 5,86 (dddd, 1H, J» 3 17,2 Hz, J» 32 10,4 Hz, Jo 1 6,0 Hz,
J2 10 5,4 Hz, H-2%), 5,29 (dc, 1H, J3'b2° 17,2 HZ, J3°b3°a = J3°b,1°b = J3'b,1%2 1,6 Hz, H-3"b),
5,20 (dc, 1H, J3-a2> 10,4 Hz, J3a3b = J3aib = J3vara 1,4 Hz, H-3%a), 5,15 (s, 1H, H-1),
4,60 (d, 1H, J236,0 Hz, H-2), 4,55 (dd, 1H, J32 6,0 Hz, J34 0,7 Hz, H-3), 4,37 (ddd, 1H,
Jasb 7,8 Hz, Ja5a 7,0 Hz, J230,9 Hz, H-4), 4,20 (dddd, 1H, Ji'b.1%a 12,7 Hz, Ji'b2 5,4 Hz,
Jivsb 1,5 Hz, Jiv3a 1,5 Hz, H-1"b), 3,99 (ddt, 1H, Jia1s 12,8 Hz, Ji'a2 6,0 Hz, Jivasb
= Jyasa 1,4 Hz, H-1"a), 3,68 (dd, 1H, Jsbsa 14,3 Hz, Jsba 7,9 Hz, H-5b), 3,55 (dd, 1H, ,
Jsasb 14,3 Hz, Jsas 7,0 Hz, H-5a), 1,92-1,65 (m, 8H, protones del ciclopentilidén);
RMN-BC (125 MHz, CDCl3) §&: 133,4 (C-2°), 122,6 (carbono cuaternario del
ciclopentilidén), 118,0 (C-3), 107,5 (C-1), 85,1 (C-2), 84,5 (C-4), 81,7 (C-3), 68,5 (C-
1”), 48,1 (C-5), 35,9, 35,8, 23,7, 23,2 (carbonos del ciclopentiliden).

Alil 2,3-O-ciclopentilidén-5-[(4-clorobenzohidrazino-carbotionil)amino]-5-desoxi-5-b-
ribofurandsido (85).

Se calentaron 78,7 mg (0,46 mmol) de p-clorobenzoilhidracida
en dioxano anhidro hasta disolucion y luego se agregaron 119,1
mg (0,40 mmol) del compuesto 84. La solucion resultante se

reflujo durante 2 h bajo atmosfera de argén. El solvente se

evaporé y el producto crudo se purificd por cromatografia en
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columna de silica gel usando como solvente de elucién mezclas de ciclohexano: acetona
95:5 a 80:20. La 4-clorotiosemicarbazida sustituida (85) se obtuvo como cristales
blancos (188,4 mg, 0,40 mmol, 100 %); Rf = 0,46 (ciclohexano: acetona 6:4); pf: 119-
121 °C, [a]p®® -49,2 (c 1,0, cloroformo). Anal. calculado para C2iH2sCIN3OsS: C,
53,90; H, 5,60; N, 8,98. Encontrado: C, 53,68; H, 5,64; N, 8,95. RMN-!H (500 MHz,
CDCls) &: 9,10 (NH), 8,72 (NH), 7,82 (d, 2H, J 8,6 Hz, protones aromaticos), 7,59
(NH), 7,45 (d, 2H, J 8,6 Hz, protones aromaticos), 5,62 (dddd, 1H, J» 3, 16,5 Hz, J2> 3
10,4 Hz, J21 5,8 Hz, J2°,1a 5,1 Hz, H-27), 5,14 (dd, 1H, J3v2° 17,2 Hz, J3'b3a 1,3 Hz,
H-3"b), 5,10 (dd, 1H, Jsa2° 10,3 Hz, J3:a3 1,2 Hz, H-3a), 5,07 (s, 1H, H-1), 4,62 (d,
1H, J23 6,4 Hz, H-3), 4,53 (d, 1H, Js2 6,2 Hz, H-2), 4,37 (dd ancho, 1H, Jss, 5,8 Hz,
Jasa 4,6 Hz, H-4), 4,11 (s ancho, 1H, H-5b), 4,04 (dd, 1H, Jiv.1°a 12,8 Hz, Jiv2’ 5,4 Hz,
H-1"b), 3,88 (dd, 1H, Jia1b 12,9 Hz, Jia2° 6,4 Hz, H-1a), 3,63 (d ancha, 1H, Jshsa 14,2
Hz, H-5a), 1,88-1,63 (m, 8H, protones ciclopentilidén); RMN-3C (50 MHz, CDCls) &:
182,6 (C=S), 166,2 (C=0), 139,2, 129,4, 129,3 y 129,1 (carbonos aromaticos), 133,0
(C-2), 122,1 (carbono cuaternario del ciclopentilidén), 118,5 (C-3°), 107,3 (C-1), 85,3
(C-2), 85,0 (C-4), 81,6 (C-3), 68,6 (C-1"), 47,7 (C-5), 35,8, 35,7, 23,6, 23,1 (carbonos

del ciclopentilidén).

Alil 2,3-O-ciclopentilidén-5-[5-(4-clorofenil)-3-tionil-1,2,4-triazolin-4-il]-5-desoxi-
-D-ribofuranésido (86).

La tiosemicarbazida (85) (401,3 mg, 0,86 mmol) se disolvié en
etanol y se agregd sodio metélico (79,8 mg, 3,47 mmol). La
mezcla de reaccién se refluj6 durante 24 h con agitacion
continua. La solucion se neutralizd con HCI 1N, se evapor0 y el

residuo crudo se purifico adicionalmente por cromatografia en

columna de silica gel usando como solvente de elucion mezclas

de ciclohexano: acetona 85:15, dando el compuesto 86 en forma de cristales blancos
(312,9 mg, 0,70 mmol, 81 %); R = 0,56 (ciclohexano: acetona 6:4); pf: 53-54 °C, [a]p®
-54,0 (c 1,0, cloroformo). Anal. calculado para C»1H24CIN3O4S: C, 56,06; H, 5,38.
Encontrado: C, 56,07; H, 5,69. RMN-'H (500 MHz, CDCls) &: 7,60 (d, 2H, J 8,8 Hz,
protones aromaticos), 7,53 (d, 2H, J 8,7 Hz, protones aromaticos), 5,83 (dddd, 1H, J> 3%
17,2 Hz, J2 3 10,5 Hz, J».1°a 5,9 Hz, J2.1° 5,0 Hz, H-2%), 5,27 (dc, 1H, J3bo 17,2 Hz,
J3b3a = J3b b = J3vva 1,7 Hz, H-3°b), 5,19 (dc, 1H, J3a2° 10,5 Hz, J3a3'b = J3oa1b =
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Jyara 1,4 Hz, H-3"a), 5,08 (s, 1H, H-1), 4,93 (dd, 1H, Js2 6,0 Hz, Js4 0,7 Hz, H-3), 4,68
(dd, 1H, Jsbsa 14,3 Hz, Jsb4 9,3 Hz, H-5b), 4,57 (d, 1H, J236,0 Hz, H-2), 4,36 (ddd, 1H,
Jasp 9,3 Hz, Jasa 4,6 Hz, Ja3 0,8 Hz, H-4), 4,07 (ddt, 1H, Ji»b,1a 13,1 Hz, Jiv2> 5,0 Hz,
J1'v3b = Jiv3a 1,6 Hz, H-1"b), 4,05 (dd, 1H, Jsash 14,4 Hz, Jsa4 4,5 Hz, H-5a), 3,90 (ddt,
1H, Jrarb 13,1 Hz, Jiaz 5,9 Hz, Jiaszby = Jiaza 1,4 Hz, H-1"a), 1,85-1,61 (m, 8H,
protones del ciclopentilidén); RMN-3C (125 MHz, CDCls) §: 168,4 (C=S) y 150,9
(CN) (carbonos heterociclicos), 137,7 (carbonos aromaticos), 133,4 (C-2"), 130,1, 129,8
y 124,1 (carbonos aromaéticos), 122,4 (carbono cuaternario del ciclopentilidén), 117,5
(C-3%), 107,4 (C-1), 84,9 (C-2), 83,7 (C-4), 81,7 (C-3), 68,4 (C-1°), 46,8 (C-5), 35,9,
35,8, 23,6, 23,1 (carbonos del ciclopentilidén).

Alil 5-[5-(4-clorofenil)-3-tionil-1,2,4-triazolin-4-il]-5-desoxi- s-D-ribofuranosido (87).
El compuesto 86 (95,9 mg, 0,21 mmol) se disolvié en &cido
acetico 80 % y se calentd a 40 °C durante 24 h. Luego, la
solucidn se evaporo (tal como se describe para el compuesto 80)
y el residuo se purificd por cromatografia en columna de silica

gel usando como solvente de elucion mezclas de ciclohexano:

acetona 70:30 a 60:40, obteniéndose 87 como un solido blanco
(50,8 mg, 0,13 mmol, 62 %); Rs = 0,43 (ciclohexano: acetona 6:4); pf: 149-152 °C
(descomposicion), [a]o® -15,3 (¢ 1,0, metanol). Anal. calculado para C1sH18CIN304S:
C, 50,06; H, 4,73; N, 10,95. Encontrado: C, 50,00; H, 5,07; N, 10,63. RMN-'H (200
MHz, CDs0D) §: 7,73 (d, 2H, J 8,6 Hz, protones aromaticos), 7,54 (d, 2H, J 8,6 Hz,
protones aromaticos), 5,73 (dddd, 1H, J» 3, 17,2 Hz, J2' 34 10,5 Hz, J2>1°a 5,6 Hz, J2 1%
4,9 Hz, H-2), 5,14 (dc, 1H, J3v20 17,3 Hz, J3:b3°a = J3°b,1b = J3°b,10a 1,7 Hz, H-3"b), 5,10
(dc, 1H, J3a2 10,3 Hz, J3:a3b = J3varb = J3arva 1,6 Hz, H-3a), 4,72 (s, 1H, H-1), 4,58
(dd, 1H, Jsps52417,4 Hz, Jsp 4 7,3 Hz, H-5b), 4,34-4,20 (m, 2H, H-4 y H-5a), 4,07 (dd, 1H,
J34 7,0 Hz, J32 4,6 Hz, H-3), 3,81 (d, 1H, J23 4,6 Hz, H-2), 3,70 (ddt, 1H, Jiv1a 13,2
Hz, Jiv2 4,8 Hz, Ji'b3b = Jin3a 1,6 Hz, H-1°b), 3,58 (dddd, 1H, Ji-a1b 13,0 Hz, Jiap
5,8 Hz, Jiaza 1,4 Hz, Jiasb 1,3 Hz, H-1’a); RMN-3C (50 MHz, CDs0D) &: 169,7
(C=S) y 153,2 (CN) (carbonos heterociclicos), 138,3 (carbono aromatico), 135,7 (C-2),
132,2, 130,7 y 126,9 (carbonos aromaticos), 117,3 (C-3”), 108,3 (C-1), 80,3 (C-4), 76,3
(C-3), 74,6 (C-2), 69,6 (C-17), 49,7 (C-5).
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Alil 2,3-O-ciclopentilidén-5-[5-(4-clorofenil)-3-tiobencil-1,2,4-triazol-4-il]-5-desoxi- 5-
D-ribofuranosido (89).

Una mezcla del compuesto 86 (501,3 mg, 1,10 mmol), cloruro
de bencilo (0,2 mL, 1,74 mmol) y carbonato de potasio
anhidro (153,6 mg, 1,11 mmol) en acetona se agitd a
temperatura ambiente durante 17 h. La mezcla de reaccion se

filtro, y el filtrado se evapord. El residuo se purificd por

cromatografia en columna de silica gel usando como solvente
de elucion mezclas de tolueno: AcOEt 90:10 a 80:20, obteniéndose el compuesto 89
como un aceite incoloro (567,6 mg, 1,05 mmol, 94 %); Rt = 0,47 (tolueno: AcOEt 1:1);
[a]p?®-55,7 (¢ 1,0, metanol). Anal. calculado para C2sH30CIN3O4S: C, 62,27; H 5,60; N,
7,78. Encontrado: C, 61,89; H, 6,00; N, 7,93. RMN-'H (500 MHz, CDCls) &: 7,44 (d,
2H, J 8,7 Hz, protones del p-clorofenilo), 7,40 (d, 2H, J 8,7 Hz, protones del p-
clorofenilo), 7,45-7,20 (m, 5H, protones aromaticos del tiobencilo), 5,72 (dddd, 1H,
Jr 3 17,2 Hz, J2°3°2 10,6 Hz, J21°a 5,8 Hz, J2» 1y 5,1 Hz, H-2), 5,16 (dc, 1H, J3b2 17,2
Hz, J3b3a = J3°b,10 = J3b,1a 1,6 Hz, H-3’b), 5,12 (dc, 1H, J3:a2° 10,5 Hz, J3a3b = J3vaib
=Jsa1va 1,4 Hz, H-3"a), 4,92 (s, 1H, H-1), 4,40 (d, 1H, J 12,8 Hz, proton del tiobencilo),
4,37 (d, 1H, J 12,8 Hz, protdn del tiobencilo), 4,30 (d, 1H, J23 6,0 Hz, H-2), 4,17 (dd,
1H, J326,0 Hz, J34 0,9 Hz, H-3), 4,01 (ddd, 1H, J45, 9,2 Hz, J452 5,3 Hz, J430,8 Hz, H-
4), 3,92 (dd, 1H, Jsbsa 14,5 Hz, Jsb4 9,3 Hz, H-5b), 3,92 (m, 1H, Ji'b,i°a 13,0 Hz, Jip
5,0 Hz, Jib3b = Ji'b3a 1,5 Hz, H-1°b), 3,76 (M, 1H, Jia1b 13,0 Hz, Ji'a2' 5,9 Hz, Jrvasb
= Jraza 1,4 Hz, H-1"a), 3,74 (dd, 1H, Jsasb 14,5 Hz, Jsa4 5,3 Hz, H-53a), 1,74-1,44 (m,
8H, protones del ciclopentilidén); RMN-3C (50 MHz, CDCls) §: 154,6 y 151,3 (CN),
136,8 y 136,5 (carbonos aromaticos), 133,4 (C-2"), 130,2, 129,6, 129,3, 128.,8, 128,0 y
125,7 (carbonos aromaticos), 122,6 (carbono cuaternario del ciclopentilidén), 117,7 (C-
37), 107,4 (C-1), 84,9 (C-2), 83,8 (C-4), 81,1 (C-3), 68,6 (C-17), 46,8 (C-5), 39,0 (CH>
carbono bencilico), 35,8, 35,8, 23,6, 23,2 (carbonos del ciclopentilidén).

[(5R,S)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-isoxazolin-5-ilJmetil 2,3-O-
ciclopentilidén-5-[5-(4-clorofenil)-3-tiobencil-1,2,4-
triazol-4-il]-5-desoxi-S-D-ribofurandsido (90).

A una solucion homogénea del compuesto 89 (393,2 mg,
0,73 mmol) y 3,4,5-trimetoxibenzaldoxima (320,0 mg, 1,45
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mmol) en etanol/agua, se le agrego lentamente cloramina-T (665,9 mg, 2,93 mmol). La
mezcla de reaccion se mantuvo a temperatura ambiente durante 5 h. Luego, la solucion
se evapord, el crudo de reaccion se disolvid en acetona y se filtrd. El residuo se purifico
por cromatografia en columna de silica gel usando como solvente de elucion mezclas de
tolueno: AcOEt 90:10 a 70:30. ElI compuesto 90 se obtuvo como un par
diastereoisomérico con una relacion epimérica 1:1 (425,3 mg, 0,57 mmol, 78 %); R¢ =
0,25 (tolueno: AcOEt 1:1). RMN-'H (500 MHz, CDCls) &: 7,51 (d, 1H, J 8,4 Hz,
protones del p-clorofenilo), 7,47 (d, 1H, J 8,5 Hz, protones del p-clorofenilo), 7,40 (d,
1H, J 8,5 Hz, protones del p-clorofenilo), 7,29-7,20 (m, 6H, protones aromaticos), 6,85,
6,82 (s, 2H, protones del trimetoxifenilo), 4,94, 4,93 (s, 1H, H-1) 4,82-4,74 (m, 1H, H-
5’ del anillo isoxazolinico), 4,45, 4,45 (d, 1H, J 12,7 Hz, proton del tiobencilo), 4,39,
4,37 (d, 1H, J 12,7 Hz, protdn del tiobencilo), 4,23-4,00 (m, 4H, H-2, H-3, H-4, H-5Db),
3,83, 3,82, 3,81 (s, 9H, OMe), 3,94, 3,85 (dd, 1H, Jsbsa 14,2 y 14,7 Hz, Jsp4 4,0y 4,8
Hz, H-5a), 3,85-3,88 (m, ¥2H, H-1"b), 3,61 (dd, “2H, Jib.1'a 10,6 Hz, Jiv5 6,8 Hz, H-
1’b), 3,42, 3,39 (dd, 1H, Jraib 11,1y 10,7 Hz, Jias 4,2 y 3,6 Hz, H-1"a), 3,32, 3,25
(dd, 1H, J4b42 16,5y 16,4, Japs 10,8 y 11,0 Hz, H-4’b del anillo isoxazolinico), 3,17,
2,95 (dd, 1H, Jgasb 16,4 y 16,5 Jaas 8,5y 7,4 Hz, H-4’a del anillo isoxazolinico),
1,69-1,49 (m, 8H, protones del ciclopentilidén); RMN-C (125 MHz, CDCls) &: 156,4,
156,1 (C-3’ del anillo isoxazolinico), 154,6, 154,5, 151,7, 151,5 (carbonos del anillo
triazolico), 153,5, 153,4, 140,3, 140,2, 136,7 136,6, 136,4, 136,3, 130,3, 130,2, 129,5,
129,5, 129,3, 129,2, 129,1, 128,8, 128,3, 128,0, 125,8, 125,7, 125,4, 124,8, 124,7
(carbonos aromaticos) 122,6, 122,5 (carbonos cuaternarios del ciclopentilidén), 108,5,
108,4 (C-1), 104,2 (carbono aromatico), 84,7, 84,7 (C-2), 84,0, 83,9 (C-4), 81,0 (C-3),
79,6, 79,4 (C-5’ del anillo isoxazolinico), 69,3, 68,2 (C-1°), 61,1, 61,1, 56,5, 56,4
(OCHs), 46,4, 46,4 (C-5), 38,6, 38,4 (carbono tiobencilico), 37,4, 36,3 (C-4’ del anillo
isoxazolinico), 35,7, 35,6, 23,6, 23,1, 23,1 (carbonos del ciclopentilidén). HRMS (ESI)
m/z [M + Na]* calculado para C3sHa1CIN4NaOsS 771,2226, encontrado 771,2235.

[(5R,S)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-isoxazolin-5-ilJmetil 5-[5-

(4-clorofenil)-3-tiobencil)-1,2,4-triazol-4-il]-5-desoxi- -D-
ribofurandsido (91).

El compuesto 90 (138,6 mg, 0,18 mmol) se disolvio en

acido acético 80 % y se calenté a 40 °C durante 48 h. La
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solucion se evaporoé y el residuo resultante se purificd por cromatografia en columna de
silica gel usando como solvente de elucion mezclas de ciclohexano: acetona 70:30 a
55:45, dando 91 como un sélido blanco (74,6 mg, 0,11 mmol, 59 %); R¢ = 0,48
(ciclohexano: acetona 4:6). RMN-'H (500 MHz, (CD3)CO) &: 7,76-7,13 (m, 9H,
protones aromaticos), 7,02, 7,00 (s, 2H, protones del trimetoxifenilo), 4,81 (s, 1H, H-1),
4,76-4,70 (m, 1H, H-5" del anillo isoxazolinico), 4,46-4,42 (m, 2H, protones del
tiobencilo), 4,29-4,25 (m, 1H, H-5b), 4,17, 4,13 (dd, 1H, Jsbsa 15,0 y 15,1 Hz, Jsba 7,7
y 7,8 Hz, H-5a), 4,00-3,96 (m, 2H, H-2, H-4), 3,88, 3,87 (s, 6H, OCH3), 3,83, 3,78 (d,
1H, J32 3,5y 4,5 Hz, H-3), 3,76, 3,76 (s, 3H, OCH3), 3,55, 3,48 (dd, 1H, Ji’b,1'a 10,9 y
10,7 Hz, Jiv5° 4,8y 4,1 Hz, H-1°b), 3,42, 3,35 (dd, 1H, J1'a1', 11,9 y 10,6 Hz, Jiva5 3,7
y 6,4 Hz, H-1"a), 3,42, 3,39 (dd, 1H, J4p42 16,9y 16,8 Hz, Japs 10,9 y 11,0 Hz, H-4’b
del anillo isoxazolinico), 3,10, 3,09 (dd, 1H, Jsa4b 16,9 y 16,8 Hz, Jaas 7,7 y 7,9 Hz,
H-4’a del anillo isoxazolinico); RMN-'3C (125 MHz, (CDs)CO) &: 157,0 (C-3” del
anillo isoxazolinico), 155,5, 155,4, 152,1, 152,0 (carbono del anillo triazo6lico), 154,5,
140,9, 138,4, 138,3, 136,2, 136,1, 131,6, 131,5, 130,0, 130,0, 129,9, 129,8, 1294,
128,5, 128,0, 126,3, 126,1 (carbonos aromaticos), 108,8, 108,7 (C-1), 105,2, 105,2
(carbonos aromaticos), 81,5, 81,3 (C-4), 80,7, 80,5 (C-5" del anillo isoxazolinico), 75,5
(C-3), 73,6, 73,5 (C-2), 69,9, 69,5 (C-1"), 60,7, 56,6 (OCHz), 49,0, 48,7 (C-5), 38,8
(carbono del tiobencilo), 37,8, 37,5 (C-4” del anillo isoxazolinico). HRMS (ESI) m/z [M
+ Na]* calculado para C33sH3sCIN4NaOsS 705,1756, encontrado 705,1770.

Procedimiento general 1 para la sintesis de derivados propargilicos (92-93).

D-ribosa en polvo (6,05 g, 40,30 mmol) y sulfato de sodio anhidro (12,9 g) se
suspendieron en una mezcla de ciclopentanona (110 mL) o acetona (96 mL) y alcohol
propargilico (28 mL) conteniendo una cantidad catalitica de H.SO4 (0,3 mL). La mezcla
resultante se agit6 a 40 °C durante 48 h y luego se neutralizé con NaHCOs3, se filtrd y
los solventes se evaporaron. El producto crudo se extrajo con acetato de etilo y se lavd
con NaCl (s.s.), se secd (Na2S0a), y el solvente se evapord para dar un producto crudo,
el cual se purificé por cromatografia flash en columna de silica gel (ciclohexano:

acetona 100:0 a 95:5) para obtener el compuesto 92 o 93.
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Propargil 2,3-O-ciclopentilidén--p-ribofurandsido (92).

El compuesto 92 se obtuvo como un aceite incoloro (22,77

mmol, 57 %); Rf = 0,37 (ciclohexano: acetona 7:3); [a]p® - HO o
100,2 (c 1,1, cloroformo). IR vmax 3474 (v O-H), 3284 (v Csp- 2

o O
H), 2957 (u Csa-H), 2125 (L Csp- Csp), cmy; RMN-H (200 é

MHz, CDCls) &: 5,26 (s, 1H, H-1), 4,74 (dd, 1H, J326,0 Hz, J34

0,5 Hz, H-3), 4,57 (d, 1H, J>,36,0 Hz, H-2), 4,42 (t, 1H, J45 3,6 Hz, H-4), 4,27 (d, 2H, J
2,3 Hz, CH>-C=CH), 3,70 (ddd, 1H, Jsps5a 12,3 Hz, Jspon 4,4 Hz, Jsha 3,2 Hz, H-5b),
3,61 (ddd, 1H, Jsasp 12,6 Hz, Jsaon 8,6 Hz, Jsas 4,2 Hz, H-5a), 2,86 (dd, 1H, Jonsa 8,9
Hz, Jonsb 4,6 Hz, OH), 2,48 (t, 1H, J 2,4 Hz, =CH), 1,95-1,63 (m, 8H, protones del
ciclopentilidén); RMN-3C (50 MHz, CDCls) &: 122,0 (carbono cuaternario del
ciclopentilidén), 107,5 (C-1), 88,4, 85,7, 81,3 (C-2, C-3, C-4), 78,5 (CH2>-C=CH), 75,4
(=CH), 64,0 (C-5), 55,3 (CH.-C=), 35,8, 23,7, 23,2 (carbonos del ciclopentilidén).
EMIE m/z 254 [M]* (16), 253 (11), 225 (100), 199 (75), 169 (93). Anal. Calculado para
C13H180s: C, 61,40; H, 7,14. Encontrado: C, 61,54; H, 7,29.

Propargil 2,3-O-isopropilidén-g-p-ribofurandsido (93).

El compuesto 10b se obtuvo como un aceite incoloro (21,36 Hoj y o
mmol, 53 %). La caracterizacion fisica y espectroscépica Ll
coincidié con los datos de literatura. P-4

Procedimiento general 2 para la sintesis de tosil derivados (94-95).

A una solucién del derivado propargilico 92 o 93 (21,40 mmol) disuelta en piridina
anhidra (10 mL), se agreg6 cloruro de tosilo (26,2 mmol) con agitacion continua. La
mezcla se mantuvo a temperatura ambiente durante una noche. Luego la mezcla de
reaccion se disolvid en cloruro de metileno y se extrajo con agua, acido clorhidrico (5
%), bicarbonato de sodio (5 %) y finalmente con agua. La fase organica se secd con
sulfato de sodio (anhidro) y el solvente se evapord. El producto crudo se purificé por
cromatografia en columna flash (ciclohexano: acetona 100:0 a 90:10) obteniéndose el

compuesto 94 o 95.
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Propargil 2,3-O-ciclopentilidén-5-O-tosil-5-b-ribofurandsido (94).
El compuesto 94 se obtuvo como un aceite transparente (16,40

mmol, 77 %); R¢ = 0,47 (ciclohexano: acetona 7:3); [a]p?° -68,1

TsO O/\\
(c 1,1, cloroformo). IR vmax 3286 (VCsp-H), 2964 (v Cspz-H), o )
2121 (v Csp- Csp), 1599 (v Csp2- Csp2), 1362 (v S=0), 1182 Oéo
(b S=0) cm?; RMN-'H (200 MHz, CDCls) &: 7,78 (d, 2H, J

8,2 Hz, protones aromaticos), 7,34 (d, 2H, J 8,0 Hz, protones

aromaticos), 5,25 (s, 1H, H-1), 4,52 (s, 2H, H-2, H-3), 4,34 (t, 1H, Js5 7,1 Hz, H-4),
4,07 (d, 2H, J 2,4 Hz, CH>-C=CH), 3,99 (d, 2H, Js4 7,1 Hz, H-5), 2,44 (s, 3H, CH3),
2,40 (t, 1H, J 2,5 Hz, =CH), 1,90-1,62 (m, 8H, protones del ciclopentilidén); RMN-C
(50 MHz, CDCls) &: 145,2, 132,7, 130,1 y 128.1 (carbonos aromaticos), 122,5 (carbono
cuaternario del ciclopentilidén), 106,3 (C-1), 84,8 (C-2), 83,7 (C-4), 81,1 (C-3), 78,5
(CH2-C=CH), 75,1 (=CH), 69,3 (C-5), 54,4 (CH.-C=), 35,8, 35,7, 23,6, 23,2 (carbonos
del ciclopentilidén), 21,8 (CHs). EMIE m/z 408 [M]** (19), 379 (100), 353 (50), 155
(18), 91 (37). Anal. Calculado para C20H2407S: C, 58,81; H, 5,92. Encontrado: C, 58,71;
H, 6,16.

Propargil 2,3-O-isopropilidén-5-O-tosil-5-b-ribofurandsido (95).

El compuesto 95 se obtuvo como un solido blanco (16,50

mmol, 77 %); Rf = 0,56 (ciclohexano: acetona 7:3); pf: 47-48 i

°C, [a]o® -73,3 (c 1,1, cloroformo). IR vmax 3284 (L Cp-H), Nt
2942 (v Cspz-H), 2120 (v Csp- Csp), 1595 (L Csp2- Csp2), 1362 o_0

(v S=0), 1178 (v S=0) cm™; RMN-!H (200 MHz, CDCls) &:

7,80 (d, 2H, J 8,5 Hz, protones aromaticos), 7,35 (d, 2H, J 8,0

Hz, protones aromaticos), 5,26 (s, 1H, H-1), 4,60 (s, 2H, H-2, H-3), 4,34 (t, 1H, J457,2
Hz, H-4), 4,09 (d, 2H, J 2,6 Hz, CH»>-C=CH), 4,01 (d, 2H, J54 7,3 Hz, H-5), 2,45 (s, 3H,
CHs), 2,41 (t, 1H, J 2,6 Hz, =CH), 1,45 (s, 3H, protones del isopropilidén), 1,28 (s, 3H,
protones del isopropilidén); RMN-3C (50 MHz, CDCls) §: 145,3, 132,8, 130,1 y 128,1
(carbonos aromaticos), 113,0 (carbono cuaternario del isopropilidén), 106,6 (C-1), 85,1
(C-2), 84,1 (C-4), 81,4 (C-3), 78,5 (CH2-C=CH), 75,1 (=CH), 69,3 (C-5), 54,5 (CH>-
C=), 26,4, 25,0 (CHz del isopropilidén), 21,8 (CHs del tosilo). EMIE m/z 172 (68), 108
(46), 107 (70), 91 (100). Anal. Calculado para CigH2.07S: C, 56,53; H, 5,80.
Encontrado: C, 56,64; H, 6,02.
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Procedimiento general 3 para la sintesis de isoxazol derivados (96-97).

A una solucién de 3,4,5-trimetoxi benzaldoxima (8,00 mmol) en una mezcla de etanol:
agua (1:1), se agreg6 cloramina-T (16,00 mmol) en pequefias porciones. Esta solucion
asi preparada se agreg0 lentamente y en pequefias porciones al compuesto 96 o 97 (4,00
mmol) disuleto en etanol: agua (1:1). Luego, la mezcla de reaccion se calenté a 40 °C

durante 4 h. Luego, la solucion se evaporo y el residuo se purifico.

[3-(3,4,5-Trimetoxifenil)-isoxazol-5-il]metil 2,3-O-ciclopentilidén-5-O-tosil-
S-D-ribofurandsido (96).

El compuesto 96 se purificd por cromatografia en columna
flash utilizando como eluyente mezclas de tolueno: AcOEt
100:0 a 95:5, obteniéndose un sélido blanco (2,68 mmol, 67
%); pf: 31-33 °C; Rs = 0,47 (tolueno: AcOEt 8:2); [a]p?® -27,1
(c 1,2, cloroformo). IR vmax 2938 (v Csps-H), 1588 (v Cspo-
Csp2), 1468 (L Cspo- Csp2), 1361 (v S=0), 1180 (v S=0), 1122
(v C-0), 978 (v S-C-0), 816 (8 C-H) cm™; RMN-H (200 MHz, CDCls) §: 7,76 (d, 2H,
J 8,6 Hz, protones aromaticos), 7,31 (d, 2H, J 8,6 Hz, protones aromaticos), 7,05 (s, 2H,
protones del trimetoxifenilo), 6,60 (s, 1H, H-4 del anillo isoxazélico), 5,19 (s, 1H, H-1),
4,69 (d, 1H, Jiv1a 13,4 Hz, H-1°b), 4,58 (s, 2H, H-2, H-3), 4,57 (d, 1H, J a1 13,4 Hz,
H-1’a), 4,40 (t, 1H, J45 6,9 Hz, H-4), 4,05 (d, 2H, Js54 6,6 Hz, H-5), 3,92 (s, 6H, OCHj3),
3,89 (s, 3H, OCH3), 2,41 (s, 3H, CHz), 1,91-1,65 (m, 8H, protones del ciclopentilidén);
RMN-2C (50 MHz, CDCls) §: 168,5, 162,5 (C-5°, C-3 del anillo isoxazblico), 153,7,
139,8, 124,3, 104,2 (carbonos del trimetoxifenilo), 145,4, 132,5, 130,1, 128,0 (carbonos
del tosilo), 122,6 (carbono cuaternario del ciclopentilidén), 107,6 (C-1), 101,9 (C-4’ del
anillo isoxazolico), 84,9 (C-2), 84,0 (C-4), 81,0 (C-3), 69,4 (C-5), 61,0 (OCH3), 59,8
(C-1°), 56,4 (OCHg), 35,8, 35,8, 23,6, 23,2 (carbonos del ciclopentiliden), 21,8 (CHs).
EMIE m/z 617 [M]* (7), 361 (42), 249 (19), 248 (18), 234 (24), 172 (61), 91 (100).
Anal. Calculado para C3oH3ssNO11S: C, 58,34; H, 5,71; N, 2,27. Encontrado: C, 58,29;
H, 6,11; N, 2,60.

[3-(3,4,5-Trimetoxifenil)-isoxazol-5-il]metil 2,3-O-isopropilidén-5-O-tosil-
S-D-ribofurandsido (97).
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El compuesto 97 se purificd por cromatografia en columna
flash utilizando como eluyente mezclas de ciclohexano:
acetona 95:5 a 85:15, obteniéndose un solido blanco (2,56
mmol, 64 %); Rs = 0,25 (ciclohexano: acetona 6:4); pf: 30 °C;
[a]p?® -40,0 (¢ 1,1, cloroformo). IR vmax 2940 (L Csps-H),
1591 (v Csp2- Csp2), 1467 (v Csp2- Csp2), 1366 (L S=0), 1183
(L S=0), 1124 (v C-0), 982 (vS-C-0), 814 (5C-H) cm™; RMN-'H (200 MHz,
CDCls) 6: 7,73 (d, 2H, J 8,2 Hz, protones aromaticos), 7,27 (d, 2H, J 7,9 Hz, protones
aromaticos), 7,02 (s, 2H, protones del trimetoxifenilo), 6,58 (s, 1H, H-4’ del anillo
isoxazalico), 5,15 (s, 1H, H-1), 4,66 (d, 1H, Jiv,1°2 13,4 Hz, H-1°b), 4,61 (s, 2H, H-2, H-
3), 4,54 (d, 1H, J 1a1b 13,6 Hz, H-1"a), 4,35 (t, 1H, J 45 6,9 Hz, H-4), 4,02 (d, 2H, J54
7,0 Hz, H-5), 3,88 (s, 6H, OCHy), 3,85 (s, 3H, OCH3), 2,37 (s, 3H, CH3 del tosilo), 1,41
(s, 3H, CHs del isopropilidén), 1,24 (s, 3H, CHs del isopropilidén); RMN-3C (50 MHz,
CDCls) &: 168,4, 162,3 (C-5°, C-3’ del anillo isoxazolico), 153,6, 139,7, 124,2, 104,1
(carbonos del trimetoxifenilo), 145,2, 132,5, 130,0, 127,9 (carbonos del tosilo), 112,9
(carbono cuaternario del isopropilidén), 107,7 (C-1), 101,7 (C-4’ del anillo isoxazolico),
85,0 (C-2), 84,2 (C-4), 81,1 (C-3), 69,3 (C-5), 60,9 (OCHs3), 59,7 (C-1"), 56,2 (OCHa),
26,3, 24,8 (CHa del isopropilidén), 21,5 (CHz del tosilo). EMIE m/z 591 [M]™ (100),
576 (11), 293 (32), 248 (66), 155 (44), 91 (85). Anal. Calculado para C2sH33sNO11S: C,
56,84; H, 5,62; N, 2,37. Encontrado: C, 57,04; H, 6,01; N, 2,56.

5-azido-1,2,3-trimetoxibenceno.

3,4,5-Trimetoxianilina (1,01 g, 5,50 mmol) se disuelve en una

solucion de HCI 0,4 M (50 mL) a temperatura ambiente. Luego de Na
enfriar la solucion a 0 °C, se agrega una solucion de NaNO3 (379,7
mg, 5,51 mmol) y la mezcla de reaccidn se agita durante 10 minutos CMe

a 0-5 °C. Se agrega azida de sodio (432,8 mg, 6,66 mmol) y la

mezcla se agita a temperatura ambiente durante 2 h. La reaccion se diluye con AcOEt.
La fase organica se lava con solucién saturada de NaCl y se seca con sulfato de sodio
anhidro. Luego de evaporar el solvente, se obtuvieron 1,19 g (5,70 mmol) del producto
crudo con un rendimiento del 100 %, el cual se encontraba lo suficientemente puro
como para continuar con el siguiente paso sintético. La caracterizacién a partir del

espectro de RMN-tH coincidié con los datos bibliograficos.®
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Procedimiento general 4 para la sintesis de derivados triazolicos (98-99).

Una mezcla del compuesto 94 o 95 (4,00 mmol), ascorbato de sodio (0,61 mmol), y
CuS04.5H20 (0,48 mmol) se suspenden en 10 mL de una solucion de tert-BuOH: H>O
(1:1). Luego de 15 minutos, se agrega 5-azido-1,2,3-trimetoxibenceno (5,00 mmol), y la
mezcla se agita a 40 °C durante 24 h. Posteriormente, la mezcla de reaccion se extrae
con CHClIy, y las fases organicas combinadas se lavan con agua, se secan con Na>SO4
(anhidro), y se evaporan a sequedad. EI crudo de reaccidn se purifica por cromatografia

en columna para obtener el derivado triazolico (98 o0 99).

[1-(3,4,5-Trimetoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]metil 2,3-O-ciclopentilidén-5-O-tosil-
S-p-ribofurandsido (98).

El compuesto 98 se purifica por cromatografia en columna
utilizando como eluyente mezclas de tolueno: AcOEt 100:0 a
80:20, obteniéndose un sélido blanco (3,58 mmol, 89 %); Rs =
0,22 (tolueno: AcOEt 8:2); pf: 49 °C; [a]o® -40,8 (c 1,0,
cloroformo). IR vmax 2946 (v Cspz-H), 1603 (L Csp2- Csp2),
1470 (v Csp2- Csp2), 1360 (v S=0), 1183 (v S=0), 1126 (v C-
0), 976 (v S-C-0), 820 (& C-H) cm™®; RMN-!H (200 MHz, CDCls) &: 8,13 (s, 1H, H-5’
del anillo triazdlico), 7,75 (d, 2H, J 8,1 Hz, protones del tosilo), 7,33 (d, 2H, J 8,1 Hz,
protones del tosilo), 7,02 (s, 2H, protones del trimetoxifenilo), 5,24 (s, 1H, H-1), 4,86
(d, 1H, Jib,1°a 11,9 Hz, H-1°b), 4,66 (d, 1H, J 1°a,15 11,9 Hz, H-1"a), 4,58 (d, 1H, J23 6,1
Hz, H-2), 4,54 (d, 1H, J32 6,1 Hz, J34 0,7 Hz, H-3), 4,38 (dt, 1H, J 45 6,6 Hz, J 43 0,7
Hz, H-4), 4,12 (dd, 1H, Jspsa 10,1 Hz, Jsp4 6,3 Hz, H-5b), 4,05 (dd, 1H, Jsa50 9,7 Hz,
Jsa4 6,7 Hz, H-5a), 3,92 (s, 6H, OCHa), 3,88 (s, 6H, OCHs3), 2,43 (s, 3H, CHa), 1,92-
1,65 (m, 8H, protones del ciclopentilidén); RMN-'3C (50 MHz, CDCls) &: 154,0, 138,3,
133,0, 98,4 (carbonos del trimetoxifenilo), 145,5, 132,5, 130,2, 128,0 (carbonos del
tosilo), 1445 (C-4’ del anillo triazolico), 122,6 (carbono cuaternario del
ciclopentiliden), 121,8 (C-5 del anillo triazolico), 107,5 (C-1), 85,0 (C-2), 83,8 (C-4),
81,0 (C-3), 69,7 (C-5), 61,2 (OCH3), 60,7 (C-1"), 56,6 (OCHs3), 35,9, 35,8, 23,7, 23,2
(carbonos del ciclopentilidén), 21,8 (CH3). EMIE m/z 617 [M]™ (9), 589 (2), 220 (40),
186 (24), 172 (25), 91 (100). Anal. Calculado para C29H3sN3010S: C, 56,39; H, 5,71; N,
6,80. Encontrado: C, 56,79; H, 6,06; N, 6,98.
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[1-(3,4,5-Trimetoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]metil 2,3-O-isopropilidén-5-O-tosil-
S-p-ribofurandsido (99).

El compuesto 99 se purificd por cromatografia en columna
flash utilizando como eluyente mezclas de ciclohexano:
acetona 95:5 a 70:30, obteniéndose un solido blanco (3,68
mmol, 92 %); Rs = 0,39 (ciclohexano: acetona 6:4); pf: 40-41
°C; [a]o® -38,7 (¢ 1,0, cloroformo). IR Vmax 2942 (v Csps-H),
1603 (v Csp2- Csp2), 1467 (v Csp2- Csp2), 1365 (v S=0), 1178
(v S=0), 1124 (v C-0), 978 (v S-C-0), 818 (5 C-H) cm™*; RMN-H (200 MHz, CDCls)
d: 8,13 (s, 1H, H-5’ del anillo triazolico), 7,74 (d, 2H, J 8,4 Hz, protones del tosilo),
7,32 (d, 2H, J 8,1 Hz, protones del tosilo), 7,01 (s, 2H, protones del trimetoxifenilo),
5,22 (s, 1H, H-1), 4,85 (d, 1H, Jiv,10a 11,9 Hz, H-1"b), 4,65 (d, 1H, J r°a1b 11,7 Hz, H-
1’a), 4,64 (d, 1H, J23 6,1 Hz, H-2), 4,59 (dd, 1H, J32 6,1 Hz, J34 0,9 Hz, H-3), 4,35 (dt,
1H, Ja5 6,6 Hz, J 43 0,7 Hz, H-4), 4,11 (dd, 1H, Jsp54 9,9 Hz, Jsp4 6,6 Hz, H-5b), 4,04
(dd, 1H, Jsa50 10,1 Hz, Jsa4 6,8 Hz, H-5a), 3,91 (s, 6H, OCH3), 3,87 (s, 3H, OCH3), 2,42
(s, 3H, CHs del tosilo), 1,44 (s, 3H, CHz del isopropiliden), 1,26 (s, 3H, CHs del
isopropilidén); RMN-3C (50 MHz, CDClIs) &: 154,0, 138,3, 133,0, 98,4 (carbonos del
trimetoxifenilo), 145,5, 132,5, 130,2, 128,0 (carbonos del tosilo), 144,5 (C-4’ del anillo
triazolico), 121,7 (C-5° del anillo triazolico), 113,0 (carbono cuaternario del
isopropilidén), 107,7 (C-1), 85,2 (C-4), 84,1 (C-2), 81,2 (C-3), 69,7 (C-5), 61,2 (OCHj3),
60,7 (C-1°), 56,6 (OCHs), 26,5, 25,0 (CHs del isopropilidén), 21,8 (CHs del tosilo).
EMIE m/z 591 [M]** (2), 576 (4), 563 (6), 548 (3), 220 (67), 172 (53), 91 (100). Anal.
Calculado para C27H33N3010S: C, 54,81; H, 5,62; N, 7,10. Encontrado: C, 54,53; H,
5,93; N, 6,98.

Procedimiento general 5 para la sintesis de derivados di-heterociclicos (100, 101, 102,

103)

A una solucién de etoxido de sodio en etanol, preparada a partir del agregado de sodio
metalico (aproximadamente 30 mg, 1,30 mmol) a etanol (15mL), se agrega 1,2,4-
triazolil-5-tiol (120,4 mg, 1,19 mmol). La mezcla de reaccién se calienta a 50 °C
durante 10 minutos y luego el solvente se evapora a presion reducida. El sélido
resultante se agrega a una solucion del compuesto 96, 97, 98 o0 99 (0,39 mmol) en DMF

(2 mL) y se agita durante una noche bajo atmdsfera de argén a 50 °C. La solucion se
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evapora y el residuo se disuelve en diclorometano y se lava con solucién saturada de
NaCl, se seca con Na;SOs (anhidro), se filtra y se evapora el solvente. El producto
crudo se purifica por cromatografia en columna flash (ciclohexano: acetona).

[3-(3,4,5-Trimetoxifenil)-isoxazol-5-il]metil 2,3-O-ciclopentilidén-5-desoxi-5-S-(1H-
1,2,4-triazol-3-il)-5-p-ribofuranosido (100).

El compuesto 100 se purificé por cromatografia en columna
flash utilizando como eluyente mezclas de ciclohexano:
acetona 95:5 a 80:20, obteniéndose un soélido cristalino (0,27
mmol, 70 %); R = 0,29 (ciclohexano: acetona 6:4); pf: 141-
142 °C; [a]o® -42,2 (c 1,0, cloroformo). IR vmax 3281 (v N-
H), 2938 (v Csps-H), 1587 (L Csp2- Csp2), 1467 (L Csp2- Csp2),
1125 (v C-0) cm*; RMN-!H (200 MHz, CDCls) &: 8,20 (s, 1H, H-5"" del anillo
triazélico), 6,99 (s, 2H, protones del trimetoxifenilo), 6,55 (s, 1H, H-4" del anillo
isoxazdlico), 5,22 (s, 1H, H-1), 4,83 (d, 1H, Jib,1'a 13,2 Hz, H-1°b), 4,71 (d, 1H, J32 6,6
Hz, H-3), 4,67 (d, 1H, J2,3 5,9 Hz, H-2), 4,66 (d, 1H, J 1’21, 13,6 Hz, H-1"a), 4,53 (t, 1H,
Jas 7,7 Hz, H-4), 3,90 (s, 6H, OCHBa), 3,87 (s, 3H, OCH3), 3,42 (dd, 1H, Jsb52 13,6 Hz,
Jspa 7,3 Hz, H-5b), 3,28 (dd, 1H, Jsasp 13,6 Hz, Jsas 8,4 Hz, H-5a), 1,90-1,63 (m, 8H,
protones del ciclopentilidén); RMN-3C (50 MHz, CDCls) &: 168,7 (C-5" del anillo
isoxazolico), 162,4 (C-3’ del anillo isoxazolico), 153,6, 139,7, 124,3, 104,2 (carbonos
del trimetoxifenilo), 146,5 (C-5" del anillo triazdlico), 122,4 (carbono cuaternario del
ciclopentilidén), 107,9 (C-1), 101,9 (C-4’ del anillo isoxazdlico), 85,6 (C-4), 85,2 (C-2),
83,1 (C-3), 61,1 (OCH3), 59,8 (C-1), 56,4 (OCHy), 35,9, 35,8, 23,7, 23,2 (carbonos el
ciclopentilidén), 35,7 (C-5). EMIE m/z 546 [M]** (2), 281 (18), 252 (100), 209 (41), 194
(28), 101 (15). Anal. Calculado para CzsH3oN4OsS: C, 54,93; H, 5,53; N, 10,25.
Encontrado: C, 55,33; H, 5,86; N, 10,07.

[3-(3,4,5-Trimetoxifenil)-isoxazol-5-il]metil 5-desoxi-2,3-O-isopropilidén-5-S-(1H-
1,2,4-triazol-3-il)-5-p-ribofuranosido (101).

El compuesto 101 se purificé por cromatografia en columna
flash utilizando como eluyente mezclas de ciclohexano:
acetona 95:5 a 70:30, obteniéndose un solido cristalino (0,26
mmol, 67 %); R = 0,23 (ciclohexano: acetona 6:4); pf: 127-
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128 °C; [a]o?® -40,8 (c 0,7, cloroformo). IR vmax 3282 (v N-H), 2934 (v Cgpa-H), 1591
(U Cop2-Csp2), 1468 (b Cspz- Csp2), 1126 (L C-0) cml; RMN-'H (200 MHz, CDCls) &:
8,16 (s, 1H, H-5" del anillo triazdlico), 7,00 (s, 2H, protones del trimetoxifenilo), 6,56
(s, 1H, H-4’ del anillo isoxazdlico), 5,22 (s, 1H, H-1), 4,85 (d, 1H, Jib,1'a 13,4 Hz, H-
1’b), 4,79 (d, 1H, J32 6,2 Hz, H-3), 4,73 (d, 1H, J23 6,0 Hz, H-2), 4,67 (d, 1H, J 1a1b
13,4 Hz, H-1’a), 4,52 (t, 1H, J45 7,7 Hz, H-4), 3,91 (s, 6H, OCH}3), 3,88 (s, 3H, OCHy3),
3,43 (dd, 1H, Jsp 52 13,5 Hz, Jsp4 7,2 Hz, H-5b), 3,28 (dd, 1H, Jsasn 13,7 Hz, Jsa4 8,2 Hz,
H-5a), 1,45 (s, 3H, CH3), 1,30 (s, 3H, CHs); RMN-13C (50 MHz, CDCls) &: 168,7 (C-5°
del anillo isoxazolico), 162,4 (C-3’ del anillo isoxazolico), 153,7, 139,8, 124,3, 104,3
(carbonos del trimetoxifenilo), 146,7 (C-5 del anillo triazélico), 112,9 (carbono
cuaternario del isopropilidén), 108,2 (C-1), 101,9 (C-4’ del anillo isoxazolico), 85,9 (C-
4), 85,5 (C-2), 83,3 (C-3), 61,1 (OCHa), 59,9 (C-17), 56,5 (OCHj3), 35,7 (C-5), 26,5,
25,0 (CH3). EMIE m/z 520 [M]** (100), 505 (14), 293 (73), 256 (39), 248 (80), 101 (42).
Anal. Calculado para C23H2s8N4OsS: C, 53,07; H, 5,42; N, 10,76. Encontrado: C, 53,29;
H, 5,74, N, 10,36.

[1-(3,4,5-Trimetoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]metil 2,3-O-ciclopentilidén-5-desoxi-5-S-
(1H-1,2,4-triazol-3-il)- -p-ribofurandsido (102).

A partir de 98:

El compuesto 102 se purificd por cromatografia en columna
flash utilizando como eluyente mezclas de ciclohexano:
acetona 80:20 a 70:30, obteniéndose un sélido cristalino (0,24
mmol, 61 %); R = 0,27 (ciclohexano: acetona 6:4); pf: 145-
147 °C; [a]o® -28,8 (c 1,0, cloroformo). IR vmax 3279 (v N-
H), 2930 (b Csp3-H), 1603 (b Cspz- Csp2), 1468 (L Csp2- Csp),
1120 (v C-0) cm™*; RMN-!H (500 MHz, CDClIs) &: 8,09 (s, 1H, proton triazdlico), 8,02
(s, 1H, proton triazélico), 6,95 (s, 2H, protones del trimetoxifenilo), 5,28 (s, 1H, H-1),
5,07 (d, 1H, Jib1va 11,9 Hz, H-1"b), 4,71 (d, 1H, J 1a1 11,9 Hz, H-1"a), 4,68 (d, 1H,
J32 6,3 Hz, H-3), 4,65 (d, 1H, J23 6,0 Hz, H-2), 4,53 (t, 1H, J 45 7,6 Hz, H-4), 3,93 (s,
6H, OCHBa), 3,90 (s, 3H, OCH3), 3,48 (dd, 1H, Jsbsa 12,9 Hz, Jsps 8,2 Hz, H-5b), 3,36
(dd, 1H, Jsasp 13,0 Hz, Jsas 7,2 Hz, H-5a), 1,93-1,66 (m, 8H, protones del
ciclopentilidén); RMN-C (50 MHz, CDCls) &: 154,0, 138,5, 132,8, 98,8 (carbonos del
trimetoxifenilo), 147,4 (C-5" del anillo 1,2,4-triaz6lico), 144,4 (C-4’ del anillo 1,2,3-
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triazélico), 122,4 (carbono cuaternario del ciclopentilidén), 121,9 (C-5" del anillo 1,2,3-
triazolico), 107,7 (C-1), 85,4 (C-4), 85,2 (C-2), 83,2 (C-3), 61,2 (OCHz3), 60,4 (C-1"),
56,6 (OCHsa), 36,3 (C-5), 35,9, 35,8, 23,7, 23,2 (carbonos del ciclopentilidén). EMIE
m/z 445 (4), 220 (100), 189 (22), 101 (26). Anal. Calculado para CosH30NeO7S: C,
52,74; H, 5,53; N, 15,38. Encontrado: C, 52,79; H, 5,70; N, 14,98.

A partir de 104:

El compuesto 102 se purificd por cromatografia en columna flash utilizando como
eluyente mezclas de ciclohexano: acetona 90:10 a 70:30, obteniéndose un soélido
cristalino (0,29 mmol, 74 %). La caracterizacion fisica y espectroscopica coincidié con
la obtenida por a partir de 98.

[1-(3,4,5-Trimetoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]metil 5-desoxi-2,3-O-isopropilidén-5-S-
(1H-1,2,4-triazol-3-il)- -p-ribofurandsido (103).

El compuesto 103 se purificd por cromatografia en columna
flash utilizando como eluyente mezclas de ciclohexano:
acetona 95:5 a 70:30, obteniéndose un solido cristalino (0,25
mmol, 63 %); R = 0,16 (ciclohexano: acetona 6:4); pf: 159-
161 °C; [a]o® -25,5 (¢ 1,0, cloroformo). IR vmax 3290 (v N-
H), 2940 (v Csp3-H), 1603 (L Csp2- Csp2), 1468 (L Csp2- Csp2),
1128 (v C-0) cm™®; RMN-!H (500 MHz, CDClIs) &: 8,07 (s, 1H, proton triazdlico), 8,02
(s, 1H, proton triazoélico), 6,95 (s, 2H, protones del trimetoxifenilo), 5,28 (s, 1H, H-1),
5,09 (d, 1H, Jiv.1'a 11,8 Hz, H-1"b), 4,74 (d, 1H, J32 6,0 Hz, H-3), 4,72 (d, 1H, J.3 6,9
Hz, H-2), 4,70 (d, 1H, J 1a1b 12,0 Hz, H-1"a), 4,51 (t, 1H, J45 7,6 Hz, H-4), 3,94 (s,
6H, OCHj3), 3,90 (s, 3H, OCHs3), 3,48 (dd, 1H, Jsps2 12,9 Hz, Jsp4 8,2 Hz, H-5b), 3,35
(dd, 1H, Jsasb 12,9 Hz, Jsas 7,1 Hz, H-5a), 1,48 (s, 3H, CH3), 1,31 (s, 3H, CHz); RMN-
13C (50 MHz, CDCls) &: 154,0, 138,6, 132,8, 98,9 (carbonos del trimetoxifenilo), 147,6
(C-5"’ del anillo 1,2,4-triazdlico), 144,5 (C-4’ del anillo 1,2,3-triazolico), 121,9 (C-5’
del anillo 1,2,3-triazélico), 112,8 (carbono cuaternario de isopropilidén), 108,0 (C-1),
85,8 (C-4), 85,5 (C-2), 83,5 (C-3), 61,2 (OCH3), 60,5 (C-1"), 56,6 (OCH3), 36,5 (C-5),
26,5, 25,0 (CHs). EMIE m/z 520 [M]** (2), 505 (10), 270 (24), 256 (45), 237 (65), 220
(100), 101 (39). Anal. Calculado para C22H28NsO7S: C, 50,08; H, 5,64; N, 15,03.
Encontrado: C, 50,25; H, 5,90; N, 15,22.
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Propargil 2,3-O-ciclopentilidén-5-desoxi-5-S-(1H-1,2,4-triazol-3-il)- 5-D-
ribofurandsido (104).

A una solucion de etdoxido de sodio en etanol, preparada
agregando sodio metalico (418,0 mg, 18,2 mmol) a etanol (30
mL), se agrego 1,2,4-triazol-3-tiol (1,68 g, 13,6 mmol). La mezcla

de reaccion se calentd a 50 °C durante 10 minutos y luego se

evapord el solvente a presion reducida. El solido resultante se
agregd a una solucion del compuesto 94 (3,32 g, 8,13 mmol) en DMF (35 mL) y se
calento a 50 °C bajo atmosfera de argon por 18 h. La solucidn se evapord a presion
reducida, se agregé diclorometano y se extrajo con una solucion saturada de cloruro de
sodio. La fase organica se secd con sulfato de sodio anhidro, se filtré y se evaporo. El
producto crudo se purificé por cromatografia en columna de silica gel usando como
solvente de elucion mezclas de ciclohexano: acetona 90:10 a 80:15. ElI compuesto 104
se obtuvo como un solido blanco (2,04 g, 6,05 mmol, 74 %); Rt = 0,37 (ciclohexano:
acetona 6:4). RMN-!H (200 MHz, CDCls) §&: 8,23 (s, 1H, H-5 del anillo triazélico), 5,33
(s, 1H, H-1), 4,71 (d, 1H, J32 5,7 Hz, H-3), 4,65 (d, 1H, J23 5,7 Hz, H-2), 4,48 (t, 1H,
Jas 7,4 Hz, H-4), 4,26 (s, 2H, CH>-C=CH), 3,40 (d, 2H, Jsb,5a 13,9 Hz, Jsb4 6,8 Hz, H-
5b), 3,24 (d, 2H, Jsasp 13,8 Hz, Jsa4 8,8 Hz, H-5a), 2.45 (s, 1H, =CH), 1,92-1,61 (m, 8H,
protones del ciclopentilidén); RMN-3C (50 MHz, CDCls) &: 146,8 (C-5 del anillo
triazolico), 122,4 (carbono cuaternario del ciclopentilidén), 106,8 (C-1), 85,5, 85,3 (C-2
y C-4), 83,1 (C-3), 78,7 (CH2-C=CH), 75,2 (=CH), 54,6 (CH.-C=), 35,9, 35,8, 23,7,
23,3 (carbonos del ciclopentilidén), 35,7 (C-5).

5-O-tert-Butildimetilsilil-2,3-O-ciclopentilidén-S-D-ribofuranosa (105)
A una solucion del alil derivado 77 (3,01 g, 11,7 mmol) en 8 mL
de N,N-dimetilformamida a 0 °C bajo atmoésfera de argén, se
agregan rapidamente cloruro de tert-butildimetilsililo (2,29 g,

15,2 mmol) y luego imidazol (1,20 g, 17,6 mmol). A la mezcla

resultante se le permite llegar a temperatura ambiente y se agita
hasta que se observa por CCD la desaparicion del producto de partida (24 h). La mezcla
se diluye con igual volumen de cloruro de metileno y la fase organica se extrae tres
veces con agua Yy una vez con NacCl (s.s.). La fase organica se seca con sulfato de sodio

anhidro y se evapora el solvente bajo presion reducida. El residuo resultante se purifica
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por cromatografia en columna de silica gel utilizando como eluyente una mezcla de
ciclohexano: acetona 100:0 a 98:2. El compuesto 105 se obtuvo como un sélido blanco
(3,56 g, 9,6 mmol, 82%). R¢ = 0,38 (ciclohexano: acetona 95:5). RMN-'H (200 MHz,
CDCls) 8: 5,86 (m, 1H, J» 3 17,2 Hz, J2> 32 10,3 Hz, J2 12 6,0 Hz, J2> 1, 5,1 Hz, H-27),
5,25 (dq, 1H, J3b2’ 17,2 Hz, J3°b3°a, J3'b.1b, J3b,1a = 1,7 Hz, H-3b), 5,17 (M, 1H, J3:a2’
10,3 Hz, J3°a3'b, J3°a1'b, J3a1%a =1,4 Hz, H-3a), 5,09 (s, 1H, H-1), 4,65 (dd, 1H, J32 6,1
Hz, Js4 1,0 Hz, H-3), 4,55 (d, 1H, J23 6,1 Hz, H-2), 4,21 (ddd, 1H, Ja 5 8,8 Hz, Ja54 6,0
Hz, Ja3 1,0 Hz, H-4), 4,14 (ddt, 1H, Jiv,1'a 12,8 Hz, Ji'b2° 5,1 Hz, Ji'b3b 1,5 Hz, Jib30a
1,5 Hz, H-1"b), 3,87 (ddt, 1H, Ji°a1b 12,8 Hz, Jiva2° 6,0 HZ, J1va3b 1,4 Hz, Jiva3a 1,4 Hz,
H-1’a) 3,63 (dd, 1H, Jsp 54 10,1 Hz, Jsp4 6,0 Hz, H-5b), 3,55 (dd, 1H, Jsasp 10,1 Hz, Jsa4
8,8 Hz, H-5a), 1,95-1,63 (m, 8H, protones del ciclopentilidén), 0,89 (Si-C(CHj3)3), 0,05
(Si-CHs); RMN-C (50 MHz, CDCls) &: 133,9 (C-2°), 121,9 (carbono cuaternario del
ciclopentlidén), 117,4 (C-3"), 107,1 (C-1), 86,9, 85,2, 81,9 (C-2, C-3, C-4), 68,0 (C-1"),
64,0 (C-5), 36,0, 35,9, 23,8, 23,4 (carbonos del ciclopentilidén), 26,0 (Si-C(CHz)3), 18,5
(Si-C(CH3)3), -5,2 (2) (Si-CHg).

Procedimiento general 6 para la sintesis de hidroxiiminoetil derivados a partir de alil
2,3-O-ciclopentilidén/isopropilidén-s-D-ribofurandsido.

A una solucion del alil derivado (3,37 mmol) y tetréxido de osmio (0,067 mmol) en
THF (27 mL) y agua (27 mL) se agrega periodato de sodio (13,5 mmol) a 23 °C bajo
atmosfera de Argon. La mezcla de reaccion se agita por 5 h a 40 °C. Luego se agrega
solucion saturada de Na2S»03 a 23 °C y la fase acuosa se extrae tres veces con éter
etilico. Las fases organicas combinadas se lavan con NaCl (solucién saturada) y se seca
sobre Na>SO4 y se concentra bajo presion reducida. El crudo de reaccion se utiliza sin
previa purificacion.

Por otro lado, se disuelve clorhidrato de hidroxilamina (3,71 mmol) en la minima
cantidad de agua y se agrega una solucion de hidréxido de sodio (3,54 mmol) en 10 mL
de metanol. A la solucion resultante se le agrega el crudo de reaccion obtenido
anteriormente disuelto en 10 mL de metanol. La mezcla resultante se agita a
temperatura ambiente durante 18 h. Posteriormente, se evapora el solvente a presion
reducida, el producto obtenido se disuelve en acetona y se filtra al vacio. La solucion se
evapora a presion reducida y el crudo de reaccion se purifica por cromatografia en
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columna flash utilizando mezclas de ciclohexano: acetona 100:0 a 80:20 como solvente

de elucidon obteniéndose los (hidroxiimino)etil derivados.

2 ’-(Hidroxiimino)etil 2,3-O-isopropilidén-S-b-ribofuranosido (113).
Se aplicé el procedimiento general 6 al compuesto 112 (832,1
mg, 3,61 mmol) obteniéndose el compuesto 113 como un aceite
transparente (509,3 mg, 2,06 mmol, 57 %); R = 0,48
(ciclohexano: acetona 1:1); [a]o®® -70,5 (¢ 1,0, cloroformo).
RMN-!H (500 MHz, CDClIs) §: oxima syn: 8,85 (sa, 1H, proton
de la oxima), 7,49 (t, 1H, J2-1- 4,5 Hz, H-2°), 5,13 (s, 1H, H-1),
4,84 (d, 1H, J326,0 Hz, H-3), 4,65 (d, 1H, J235,9 Hz, H-2), 4,41 (t, 1H, J 45 3,0 Hz, H-
4), 4,31 (dd, 1H, Jiv,1'a 14,0 Hz, Jiv2 4,4 Hz, H-1"b), 4,27 (dd, 1H, Jra1b 14,0 Hz,
Jra2 4,6 Hz, H-1"a), 3,71 (dd, 1H, Jspsa 12,4 Hz, Jsps 2,2 Hz, H-5b), 3,63 (dd, 1H,
Jsbsa 12,7 Hz, Jsas 4,0 Hz, H-53), 1,49 (s, 3H, CH3), 1,32 (s, 3H, CH3); oxima anti: 8,76
(sa, 1H, protdn de la oxima), 6,90 (t, 1H, J»-1> 4,0 Hz, H-2"), 5,11 (s, 1H, H-1), 4,82 (d,
1H, J32 6,1 Hz, H-3), 4,65 (d, 1H, J2,35,9 Hz, H-2), 4,56 (dd, 1H, Jiv,1a 15,5 Hz, Jib2
3,9 Hz, H-1"b), 4,44 (t, 1H, J 45 3,5 Hz, H-4), 4,40 (dd, 1H, Ji:a1b 15,5 Hz, Jia2 4,0
Hz, H-17a), 3,71 (dd, 1H, Jsbsa 12,7 Hz, Jsb.4 2,4 Hz, H-5b), 3,63 (dd, 1H, Jsasp 12,7 Hz,
Jsaa 4,0 Hz, H-5a), 1,48 (s, 3H, CH3), 1,32 (s, 3H, CH3); RMN-1*C (125 MHz, CDCls)
d: oxima syn: 147,3 (C=N), 112,4 (carbono cuaternario del isopropilidén), 109,4 (C-1),
88,7 (C-4), 86,0 (C-2), 81,6 (C-3), 65,0 (C-1"), 63,8 (C-5), 26,5, 24,9 (CHz), oxima anti:
149,2 (C=N), 112,5 (carbono cuaternario del isopropilidén), 109,5 (C-1), 88,6 (C-4),
86,0 (C-2), 81,6 (C-3), 64,1 (C-5), 62,0 (C-17), 26,5, 24,9 (CH3). HRMS (ESI) m/z [M +
Na]* calculado para C10H17NNaOe 270,09481, encontrado 270,09571.

2’-(Hidroxiimino)etil 2,3-O-ciclopentilidén-s-p-ribofurandsido (106).
Se aplico el procedimiento general 6 al compuesto 77 (858,6
mg, 3,37 mmol) obteniéndose el compuesto 106 como un aceite
transparente (556,6 mg, 3,62 mmol, 60 %); Rf = 0,41
(ciclohexano: acetona 6:4); [a]p®® -62,7 (c 1,0, cloroformo).
RMN-!H (500 MHz, CDCls) &: oxima syn: 9,45 (sa, 1H, proton
de la oxima), 7,47 (t, 1H, J 2> 1> 4,4 Hz, H-2’), 5,13 (s, 1H, H-1),
4,75 (d, 1H, J326,5 Hz, H-3), 4,58 (d, 1H, J236,1 Hz, H-2), 4,41 (t, 1H, J 45 3,4 Hz, H-
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4), 4,29 (dd, 1H, Jiv,rra 13,9 Hz, Jiv2: 4,1 Hz, H-1"b), 4,26 (dd, 1H, Jra1b 14,0 Hz,
Jra2 4,3 Hz, H-1"a), 3,70 (dd, 1H, Jsbs 2,7 Hz, Jspsa 12,6 Hz, H-5b), 3,62 (dd, 1H, Jsa4
4,1 Hz, Jsasp 12,5 Hz, H-5a), 2,74 (sa, 1H, OH), 1,92-1,65 (m, 8H, protones del
ciclopentilidén); oxima anti: 9,39 (sa, 1H, protones de la oxima), 6,89 (t, 1H, J 21> 4,0
Hz, H-2), 5,11 (s, 1H, H-1), 4,74 (d, 1H, J32 6,9 Hz, H-3), 4,58 (d, 1H, J236,1 Hz, H-
2), 4,55 (dd, 1H, Ji'v,1°a 15,5 Hz, Jiv2’ 4,0 Hz, H-1"b), 4,43 (t, 1H, J 45 3,7 Hz, H-4),
4,38 (dd, 1H, Ji-a1b 15,5 Hz, Jiap 4,1 Hz, H-1"a), 3,70 (dd, 1H, Jsb5a 12,6 Hz, Jsp4 2,7
Hz, H-5b), 3,62 (dd, 1H, Jsasb 12,5 Hz, Jsa4 4,1 Hz, H-5a), 3,19 (sa, 1H, OH), 1,92-1,65
(m, 8H, protones del ciclopentilidén); RMN-*3C (125 MHz, CDCls) &: oxima syn: 147,3
(C=N), 122,0 (carbono cuaternario del ciclopentilidén), 109,0 (C-1), 88,4 (C-4), 85,7
(C-2), 815 (C-3), 650 (C-1’), 63,7 (C-5), 358, 23,7, 23,2 (carbonos del
ciclopentilidén), oxima anti: 149,1 (C=N), 122,1 (carbono cuaternario del
ciclopentiliden), 109,1 (C-1), 88,3 (C-4), 85,6 (C-2), 81,4 (C-3), 64,0 (C-5), 62,0 (C-1"),
35,8, 23,7, 23,2 (carbonos del ciclopentilidén). HRMS (ESI) m/z [M + Na]* calculado
para C12H19NNaOgs 296,11046, encontrado 296,10884; m/z [M + H]* calculado para
C12H20NOg 274,12851, encontrado 274,12717.

Procedimiento general 7 para la sintesis de di-ciclopentilidén y di-isopropilidén
derivados (114-115)

D-ribosa en polvo (40,00 mmol) y sulfato de cobre anhidro (12,4 g) se suspendieron en
una mezcla se ciclopentanona (110 mL) o acetona (96 mL) y glicerina (9 mL) con una
cantidad catalitica de H2SOs4 (0,2 mL). La mezcla resultante se agité a 50°C durante 4
dias y luego se neutralizé con NaHCOg, se filtro, y el solvente se evaporo. El residuo se
extrajo con acetato de etilo y se lavé con solucion saturada de NaCl, se secd con
Na.SOs anhidro, y se evaporO el solvente obteniéndose un producto crudo, que se
purificé por cromatografia en columna flash utilizando ciclohexano: acetona 100:0 a

95:5 como solvente de elucion obteniéndose los compuestos 114 o 115.

2°,3-1sopropilidéngliceril 2,3-O-isopropilidén-4-b-
ribofurandsido (114).

Se aplicé el procedimiento general 7 para la obtencion del
compuesto 114 partiendo de D-ribosa (5,87 g, 39,10 mmol) y
acetona dando un aceite transparente (3,00 g, 9,86 mmol, 25
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%); Rt = 0,37 (ciclohexano: acetona 7:3). RMN-'H (500 MHz, CDCls) &: 5,10 (s, 1H,
H-1), 5,07 (s, 1H, H-1), 4,85 (d, 1H, J32 6,0 Hz, H-3), 4,81 (d, 1H, Js2 6,0 Hz, H-3),
4,64 (d, 1H, J23 5,9 Hz, H-2), 4,62 (d, 1H, J2,3 6,0 Hz, H-2), 4,39 (m, 2H, H-4), 4,33 (m,
1H, H-2%), 4,30 (m, 1H, H-2"), 4,06 (dd, 1H, Ji'v,1a 8,4 Hz, Ji'v2’ 6,6 Hz, H-1"b), 4,02
(dd, 1H, Ji*b,1a 8,2 Hz, Jiv2> 6,5 Hz, H-1"b), 3,83 (dd, 1H, J3b3a 11,0 Hz, J3v2° 3,7 Hz,
H-3"b), 3,74 (dd, 1H, Jsb3a 9,8 Hz, J3v2: 7,7 Hz, H-3°b), 3,71-3,67 (m, 3H, H-1’a, H-
5b), 3,65 (dd, 1H, Jraib 8,4 Hz, Jiva 6,0 Hz, H-17a), 3,63-3,58 (m, 2H, H-5a), 3,55
(dd, 1H, J3-a3b 11,2 Hz, J3:a2 5,6 Hz, H-3"a), 3,52 (dd, 1H, Jza3'» 10,1 Hz, J3°a2> 3,4 Hz,
H-3a), 3,42 (dd, 1H, Jon,s 10,4 and 4,1 Hz, -OH), 3,33 (dd, 1H, Jon5 10,2 and 3,9 Hz, -
OH), 1,47 (2), 1,43, 1,41, 1,35, 1,34, 1,30 (2) (s, 24H, CH3); RMN-13C (125 MHz,
CCls) &: 112,2, 112,2, 110,0, 109,8 (carbonos cuaternarios del isopropilidén), 109,6,
108,8 (C-1), 88,9, 88,7 (C-4), 86,2 (C-2), 81,5 (C-3), 74,4, 74,3 (C-2°), 69,3, 68,7 (C-
3%), 66,2, 66,0 (C-1"), 64,0, 64,0 (C-5), 26,8, 26,6, 26,5, 26,5, 25,4, 25,3, 24,9, 24,8
(CH3). HRMS (ESI) m/z [M + Na]* calculado para C14H24NaO7 327,14142, encontrado
327,14207.

2°,3-Ciclopentilidéngliceril 2,3-O-ciclopentilidén-£-b-ribofuranosido (115).
Se aplicé el procedimiento general 7 a una mezcla de D-ribosa
(5,97 g, 39,77 mmol) y ciclopentanona para obtener el
compuesto 115 como un aceite transparente (4,79 g, 13,44
mmol, 34 %); Rs = 0,47 (ciclohexano: acetona 7:3). RMN-H
(500 MHz, CDCls) &: 5,12 (s, 1H, H-1), 5,09 (s, 1H, H-1), 4,79
(d, 1H, J32 6,1 Hz, H-3), 4,75 (d, 1H, J32 6,0 Hz, H-3), 4,59 (d,
1H, J23 6,0 Hz, H-2), 4,57 (d, 1H, J23 6,1 Hz, H-2), 4,41 (m, 2H, H-4), 4,33 (m, 1H, H-
2%),4,30 (m, 1H, H-2"), 3,99 (dd, 1H, Ji'v1a 8,4 Hz, Ji'v2 6,8 Hz, H-1"b), 3,96 (dd, 1H,
Jib1va 8,2 Hz, Jib2> 6,8 Hz, H-1°b), 3,82 (dd, 1H, J3b3a 11,0 Hz, J3v2 3,7 Hz, H-3"b),
3,75 (dd, 1H, Jsb3a 9,9 Hz, J3v2> 8,1 Hz, H-3"b), 3,72-3,68 (m, 2H, H-5b), 3,65-3,59
(m, 2H, H-5a), 3,62 (dd, 1H, Jia1b 8,2 Hz, Jia2> 2,6 Hz, H-1"a), 3,68 (dd, 1H, Jiaib
8,2 Hz, Jiap 6,3 Hz, H-1"a), 3,56 (dd, 1H, J3-.3 11,0 Hz, J3a2 6,0 Hz, H-3’a), 3,52
(dd, 1H, J3a3b 9,9 Hz, J3a2° 3,6 Hz, H-3a), 3,44 (dd, 1H, Jon,s 10,4 and 4,0 Hz, -OH),
3,35 (dd, 1H, Jons 10,2 and 3,9 Hz, -OH), 1,95-1,63 (m, 32H, protones del
ciclopentilidén); RMN-C (125 MHz, CCls) &: 121,9, 121,8, 119,9, 119,7 (carbonos
cuaternarios del ciclopentilidén), 109,4, 108,5 (C-1), 88,6, 88,5 (C-4), 86,0, 85,9 (C-2),

Pdgina | 184



Capitulo 8

81,4,81,4 (C-3), 74,1, 74,0 (C-27), 69,2, 69,0 (C-3"), 66,1, 65,9 (C-17), 64,1, 64,0 (C-5),
36,5, 36,4, 36,1, 36,1, 35,8, 35,8, 23,8, 23,8, 23,7, 23,7, 23,4, 23,4, 23,3, 23,3 (carbonos
del ciclopentilidén). HRMS (ESI) m/z [M + Na]® calculado para CigH2sNaO-
379,17272, encontrado 379,17165.

Procedimiento general 8 para la sintesis de gliceril derivados (116-117)

Se disolvi6 el compuesto diprotegido (10,80 mmol) en 100 mL de una mezcla de &cido
acetico:agua (70:30) y se mantuvo a temperatura ambiente hasta que se comprobd por
CCD que se consumid el material de partida. Luego, la solucién se evaporo y el residuo
se purificd por cromatografia en columna flash utilizando como eluyente mezclas de

ciclohexano: acetona 70:30 a 50:50.

Gliceril 2,3-O-isopropilidén-S-p-ribofurandsido (116).

Se aplico el procedimiento general 8 al compuesto 114 (2,85 g,

9,37 mmol) obteniéndose el compuesto 116 como un aceite £,

transparente (2,24 g, 8,46 mmol, 90 %); R = 0,24 (ciclohexano: }i;“é\
acetona 1:1). RMN-!H (500 MHz, CDCls) §: 5,09 (s, 1H, H-1), 0><0

5,08 (s, 1H, H-1), 4,78 (d, 1H, J32 6,0 Hz, H-3), 4,75 (d, 1H,

J32 6,0 Hz, H-3), 4,63 (d, 1H, J23 5,5 Hz, H-2), 4,62 (d, 1H, J23 5,5 Hz, H-2), 4,40-4,38
(m, 2H, H-4), 3,91-3,96 (m, 2H, H-2"), 3,83 (dd, 1H, Ji*b,1’a 10,5 Hz, Ji'v2> 4,0 Hz, H-
1’b), 3,74 (dd, 1H, Jiv,1°a 10,4 Hz, Ji'v2’ 7,8 Hz, H-1°b), 3,73-3,60 (m, 7H, H-3’b, H-
3’a, H-5b, H-5a), 3,58 (dd, 1H, Jiars 10,3 Hz, Jiap 3,1 Hz, H-1’a), 3,57 (dd, 1H,
Jrarb 10,5 Hz, Jiap 5,4 Hz, H-1a), 3,52 (dd, 1H, J3a3b 11,4 Hz, J3a2° 6,2 Hz, H-37a),
1,48, 1,31 (s, 12H, CHs); RMN-3C (125 MHz, CDCls) &: 112,4, 112,4 (carbonos
cuaternarios del isopropilidén), 109,4, 109,1 (C-1), 88,4, 88,3 (C-4), 86,0, 85,9 (C-2),
81,5, 81,4 (C-3), 71,0, 70,6 (C-2"), 69,8, 69,6 (C-1°), 63,9, 63,8, 63,8, 63,7 (C-5, C-37),
26,5, 24,9 (CH3). HRMS (ESI) m/z [M + Na]* calculado para C11H20NaO7 287,11012,
encontrado 287,10891.

Gliceril 2,3-O-ciclopentilidén--b-ribofuranosido (117). 4

., L. O/\{\O
Se aplicé el procedimiento general 8 al compuesto 115 (4,39 g, 0 OH
12,31 mmol) obteniéndose el compuesto 117 como un aceite Oéo

transparente (3,18 g, 10,95 mmol, 89 %); R¢ = 0,37
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(ciclohexano: acetona 1:1). RMN-tH (500 MHz, CDCls) &: 5,09 (s, 2H, H-1), 4,70 (dd,
1H, J32 6,1 Hz, Js34 0,5 Hz, H-3), 4,67 (dd, 1H, J32 6,1 Hz, J34 1,0 Hz, H-3), 4,56 (d,
1H, J23 6,1 Hz, H-2), 4,55 (d, 1H, J23 6,1 Hz, H-2), 4,38 (m, 2H, H-4), 4,19-4,07 (m,
4H, OH), 3,87 (m, 2H, H-2"), 3,81 (dd, 1H, Ji'b.1a 10,5 Hz, Jiv2 4,0 Hz, H-1°b), 3,72
(dd, 1H, Ji'b.ra 10,2 Hz, Jib2 7,8 Hz, H-1°b), 3,68-3,49 (m, 10H, H-3’b, H-3’a, H-5b,
H-5a, H-1’a), 1,90-1,64 (m, 16H, protones del ciclopentilidén); RMN-3C (125 MHz,
CDCls) 6: 122,0, 122,0 (carbonos cuaternarios del ciclopentilidén), 109,1, 108,7 (C-1),
88,0, 87,9 (C-4), 85,7, 85,6 (C-2), 81,3, 81,3 (C-3), 71,0, 70,7 (C-2°), 69,6, 69,5 (C-1"),
63,8, 63,8, 63,7, 63,7 (C-5, C-3%), 35,8, 35,8, 23,7, 23,2 (carbonos del ciclopentilidén).
HRMS (ESI) m/z [M + Na]® calculado para Ci3H22NaO- 313,12577, encontrado
313,12602.

Procedimiento general 9 para la sintesis de (hidroxiimino)etil derivados.

A una solucion del gliceril derivado 116 o 117 (4,16 mmol) en etanol a 0°C, se le
agregd de a pequefias porciones una solucion acuosa de periodato de potasio (4,28
mmol en 8 mL). La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 2 h.
Luego, se agregd etanol, se filtrd la solucion y el solvente se evapord para obtener el
aldehido que sin purificacion adicional, se disolvié en una mezcla de etanol: agua 1:1.
Finalmente, se agregd lentamente una mezcla de clorhidrato de hidroxilamina (6,44
mmol) e hidréxido de sodio (6,24 mmol) en etanol: agua 1:1. La reaccidén se mantuvo a
temperatura ambiente durante toda una noche. Posteriormente, la solucion se evaporo y
el residuo se purificd por cromatografia en columna flash utilizando como eluyente

mezclas de ciclohexano: acetona 100:0 a 80:20.

2’-(Hidroxiimino)etil 2,3-O-isopropilidén-S-p-ribofurandsido (113).
Se aplico el procedimiento general 9 al compuesto 116 (1,08 g,
4,08 mmol) obteniéndose el compuesto 113 como un aceite
transparente (0,97 g, 3,94 mmol, 97 %). La caracterizacion
fisica y espectroscopica coincide con los datos obtenidos

mediante el procedimiento 6.
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2’-(Hidroxiimino)etil 2,3-O-ciclopentilidén--p-ribofurandsido (106).
Se aplico el procedimiento general 9 al compuesto 117 (1,21 g,
4,16 mmol) obteniéndose el compuesto 106 como un aceite
transparente (0,99 g, 3,62 mmol, 87 %). La caracterizacion
fisica y espectroscopica coincide con los datos obtenidos

mediante el procedimiento 6.

Procedimiento general 10 para la sintesis de cianometil derivados (118-119)

Se disolvio el 2’-(Hidroxiimino)etil derivado 113 0106 (2,63 mmol) en 9 mL de piridina
a 0°C y se agrego anhidrido acético (9 mL). La mezcla de reaccién se calent6 a 50°C
hasta observar por CCD la desaparicion total del material de partida (aproximadamente
3 h). Luego, se evapord el solvente y el crudo de reaccién se purificd por cromatografia

en columna flash.

Cianometil 5-O-acetil-2,3-O-isopropilidén--p-ribofurandsido (118).
Se aplico el procedimiento general 10 al compuesto 113 (921,1
mg, 3,73 mmol) y se purificd por cromatografia en columna de
silica gel utilizando mezclas de ciclohexano: acetona 100:0 a
90:10. Se obtuvo el compuesto 118 como un aceite transparente
(581,0 mg, 2,14 mmol, 57 %); Rs = 0,52 (ciclohexano: acetona
6:4); [a]o?®® -101,7 (¢ 1,0 cloroformo). RMN-'H (500 MHz,
CDCls) 8: 5,22 (s, 1H, H-1), 4,69 (dd, 1H, J325,9 Hz, J340,9 Hz, H-3), 4,67 (d, 1H, J23
6,0 Hz, H-2), 4,47 (dt, 1H, J45 6,5 Hz, J43 0,9 Hz, H-4), 4,31 (d, 1H, J1’b,1°a 16,0 Hz, H-
1°b), 4,26 (d, 1H, J 11 16,0 Hz, H-1"a), 4,16 (dd, 1H, Jsbsa 11,6 Hz, Js4 6,4 Hz, H-
5b), 4,07 (dd, 1H, Jsas 6,7 Hz, Jsasn 11,6 Hz, H-5a), 2,09 (s, 3H, CHs del acetilo), 1,49
(s, 3H, CH3 del isopropilidén), 1,33 (s, 3H, CHs del isopropilidén); RMN-3C (125
MHz, CDClz) &: 170,6 (C=0), 1155 (C=N), 113,2 (carbono cuaternario del
ciclopentilidén), 108,1 (C-1), 85,5 (C-4), 85,3 (C-2), 81,6 (C-3), 64,3 (C-5), 52,2 (C-1"),
26,5, 25,1 (CHs del isopropilidén), 21,0 (CHs del acetilo). HRMS (ESI) m/z [M + Na]*
calculado para C12H17NNaOe 294,09481, encontrado 294,09540.
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Cianometil 5-O-acetil-2,3-O-ciclopentilidén-s-pb-ribofurandsido (109).
Se aplico el procedimiento general 10 al compuesto 106 (717,5
mg, 2,63 mmol) y se purifico por cromatografia en columna de
silica gel utilizando mezclas de ciclohexano: acetona 100:0 a
95:5. Se obtuvo el compuesto 109 como un aceite transparente
(569,5 mg, 1,92 mmol, 73 %); Rt = 0,55 (ciclohexano: acetona
6:4); [a]o® -81,3 (c 1,0, cloroformo). RMN-'H (500 MHz,
CDCls) o: 5,23 (s, 1H, H-1), 4,63 (d, 1H, J32 6,2 Hz, H-3), 4,61 (d, 1H, J236,1 Hz, H-
2), 4,47 (t, 1H, J 45 6,5 Hz, H-4), 4,30 (d, 1H, Jiv1v 16,0 Hz, H-1°b), 4,26 (d, 1H, J
1a,1°b 16,0 Hz, H-1a), 4,16 (dd, 1H, Jspsa 11,6 Hz, Js54 6,4 Hz, H-5b), 4,07 (dd, 1H, Jsa50
11,6 Hz, Jsas 6,7 Hz, H-5a), 2,09 (s, 3H, CHs del acetilo), 1,93-1,64 (m, 8H, protones
del ciclopentilidén); RMN-3C (125 MHz, CDCls) &: 170,6 (C=0), 122,7 (carbono
cuaternario del ciclopentilidén), 115,5 (C=N), 107,9 (C-1), 85,3 (C-4), 85,1 (C-2), 81,4
(C-3), 64,3 (C-5), 52,1 (C-17), 36,0, 35,9, 23,7, 23,3 (carbonos del ciclopentiliden), 21,0
(CHjs del acetilo). HRMS (ESI) m/z [M + Na]" calculado para C14H19NNaOg 320,11046,
encontrado 320,10891; m/z [M + H]" calculado para C14H20NOs 298,12851, encontrado
298,12696.

Cianometil 2,3-O-ciclopentiliden-5-O-tosil-s-p-ribofurandsido (110).
Se aplico el procedimiento general 10 al compuesto 107 (305,2
mg, 0,714 mmol) y se purificd por cromatografia en columna de
silica gel utilizando mezclas de tolueno: AcOEt 100:0 a 90:10.
Se obtuvo el compuesto 110 como un aceite transparente (50,5
mg, 0,123 mmol, 17 %); R¢ = 0,66 (tolueno: AcOEt 8:2). RMN-
'H (200 MHz, CDCls) &: 7,79 (d, 2H, J 8,1 Hz, H aromaticos),
7,37 (d, 2H, J 8,0 Hz, H aromatico), 5,21 (s, 1H, H-1), 4,57 (s, 2H, H-2, H-3), 4,43 (t,
1H, Ja5 6,6 Hz, H-4), 4,29 (d, 1H, Jib.a 16,2 Hz, H-1°b), 4,17 (d, 1H, J 1°a1» 16,1 Hz,
H-1’a), 4,00 (d, 2H, Js4 6,6 Hz, H-5), 2,46 (s, 3H, CH3), 1,91-1,64 (m, 8H, protones del
ciclopentilidén); RMN-C (50 MHz, CDCls) &: 145,5, 132,6, 130,2, 128,0 (carbonos
aromaticos), 122,8 (carbono cuaternario del ciclopentilidén), 115,4 (C=N), 107,4 (C-1),
84,8, 84,5 (C-2, C-4), 80,8 (C-3), 69,1 (C-5), 52,1 (C-1’), 35,9, 35,8, 23,6, 23,2
(carbonos del ciclopentilidén), 21,8 (CHs).

Pdgina | 188



Capitulo 8

Cianometil 5-O-tert-butildimetilsilil-2,3-O-ciclopentilidén-s-p-ribofuranosido (111).
Se aplico el procedimiento general 10 al compuesto 108 (523,2
mg, 1,35 mmol) y se purificd por cromatografia en columna de
silica gel utilizando mezclas de tolueno: AcOEt 100:0 a 90:10.
Se obtuvo el compuesto 111 como un aceite transparente (104,5
mg, 0,28 mmol, 21%); R = 0,67 (tolueno: AcOEt 9:1). RMN-
'H (200 MHz, CDCls) §: 5,16 (s, 1H, H-1), 4,62 (dd, Js2 6,1
Hz, J34 0,6 Hz, H-3), 4,55 (d, J32 6,1 Hz, H-2), 4,32-4,25 (m, 1H, H-4), 4,30 (d, 1H,
Jib,1a 15,9 Hz, H-1"b), 4,20 (d, 1H, J 121 15,9 Hz, H-17a), 3,62 (dd, 1H, Jsp 52 10,5 Hz,
Jsb,a 6,0 Hz, H-5b), 4,52 (dd, 1H, Jsasb 10,5 Hz, Jsas 7,7 Hz, H-5b), 1,91-1,63 (m, 8H,
protones del ciclopentilidén), 0,88 (Si-C(CHs)s), 0,05 (Si-CHs); RMN-*C (50 MHz,
CDCls) &: 122,3 (carbono cuaternario del ciclopentilidén), 115,7 (C=N), 107,8 (C-1),
87,9, 85,0 (C-2, C-4), 81,5 (C-3), 63,7 (C-5), 51,8 (C-17), 36,0, 23,6, 23,3 (carbonos del
ciclopentiliden), 25,9 (Si-C(CHs)s), 18,3 (Si-C(CHs3)3), -5,3 (2) (Si-CHg).

Procedimiento general 11 para la sintesis de 2-amino-2-hidroxiiminoetil derivados
(119-120).

A una solucion de clorhidrato de hidroxilamina (3,81 mmol) e hidréxido de sodio (3,66
mmol) disueltos en una mezcla de metanol: agua 1:1 se agregd lentamente a una
solucién del cianometil derivado 118 o 109 (2,47 mmol) en metanol. La mezcla de
reaccion se calenté a 50°C hasta observar por CCD la desaparicion total del material de
partida (aproximadamente 3h). Luego, el solvente se evapord y el producto crudo se
purificd por cromatografia en columna flash utilizando como solvente se elucion

mezclas de ciclohexano: acetona 100:0 a 70:30.

2’-Amino-2-hidroxiiminoetil 5-O-acetil-2,3-O-isopropilidén-£-bp-ribofuranosido (119).
Se aplico el procedimiento general 11 al compuesto 118 (555,2
mg, 2,05 mmol) obteniéndose el compuesto 119 como un aceite
transparente (544,4 mg, 1,79 mmol, 87 %); R = 0,32
(ciclohexano: acetona 6:4); [a]o® -72,9 (¢ 1,0, cloroformo).
RMN-'H (500 MHz, CDCls) &: 5,11 (s, 1H, H-1), 4,84 (s, 2H,
NH2), 4,65 (s, 2H, H-2, H-3), 4,39 (t, 1H, J 45 6,8 Hz, H-4),
4,12 (d, 2H, Js4 6,8 Hz, H-5), 4,10 (d, 1H, Ji-b.a 12,4 Hz, H-1°b), 3,95 (d, 1H, J 1:a1
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12,3 Hz, H-17a), 2,07 (s, 3H, CHs del acetilo), 1,46 (s, 3H, CHs del isopropilidén), 1,31
(s, 3H, CHs del isopropilidén); RMN-1C (125 MHz, CDCls) §: 170,9 (C=0), 150,6 (C-
de la amidoxima), 112,9 (carbono cuaternario del isopropilidén), 108,2 (C-1), 85,4 (C-
2), 84,7 (C-4), 81,8 (C-3), 65,2 (C-1°), 64,6 (C-5), 26,5, 25,1 (CHs carbonos del
isopropilidén), 21,0 (CHs del acetilo). HRMS (ESI) m/z [M + H]" calculado para
C12H21N207 305,13433, encontrado 305,13305.

2’-Amino-2-hidroxiiminoetil 5-O-acetil-2,3-O-ciclopentilidén-s-p-ribofurandésido
(120).

Se aplico el procedimiento general 11 al compuesto 109 (735,3
mg, 2,47 mmol) obteniéndose el compuesto 120 como un aceite
transparente (730,2 mg, 2,21 mmol, 89 %); R = 0,35
(ciclohexano: acetona 6:4); [a]o® -69,1 (c 0,9, cloroformo).
RMN-'H (500 MHz, CDCls) &: 5,12 (s, 1H, H-1), 4,84 (s, 2H,
NH2), 4,60 (d, 1H, J32 6,9 Hz, H-3), 4,59 (d, 1H, J236,2 Hz, H-
2),4,41 (t, 1H, J 45 6,8 Hz, H-4), 4,12 (d, 2H, J54 6,7 Hz, H-5), 4,10 (d, 1H, J1v,1a 12,1
Hz, H-1"b), 3,95 (d, 1H, J 1a1’» 12,3 Hz, H-17a), 2,08 (s, 3H, CHz3 del acetilo), 1,91-1,64
(m, 8H, protones del ciclopentilidén); RMN-C (125 MHz, CDCls) &: 170,9 (C=0),
150,6 (C-de la amidoxima), 122,5 (carbono cuaternario del ciclopentilidén), 108,0 (C-
1), 85,2 (C-2), 84,4 (C-4), 81,6 (C-3), 65,2 (C-17), 64,7 (C-5), 36,0, 35,9, 23,6, 23,3
(carbonos del ciclopentilidén), 21,0 (CHs del acetilo). HRMS (ESI) m/z [M + Na]*
calculado para CisH22N2NaO; 353,13192, encontrado 353,13071; m/z [M + H]*
calculado para C14H23N207 331,14998, encontrado 331,14912.

Procedimiento general 12 para la sintesis de cloruros de acido.

El 4cido benzoico (2,36 mmol) se mezcl6 con cloruro de tionilo (3,5 mL). La mezcla se
calentd a reflujo durante 2 h. El solvente se evaporo in vacuo. El sdlido remanente se
disolvié en cloruro de metileno (20 mL) y se concentrd in vacuo. El cloruro de acido
obtenido se utiliz6 inmediatamente en su forma cruda. Este procedimiento se realizo tal
cual lo descripto en bibliografia.® Mediante esta técnica se sintetizo el cloruro de 3,4,5-

trimetoxibenzoilo y el cloruro de p-nitrobenzoilo.

Pdgina | 190



Capitulo 8

Procedimiento general 13 para la sintesis de derivados 1,2,4-oxadiazélicos.

Se disolvié el 2’-Amino-2’-(hidroxiimino)etil derivado 119 o 120 (1,10 mmol) y
diisopropiletilamina (0,2 mL) en 5 mL de diclorometano anhidro bajo atmdsfera de
argon y se agrego el cloruro de acido aromatico (1,15 mmol). La mezcla de reaccion se
agito a temperatura ambiente durante toda una noche en la oscuridad. Luego, se evaporo
el solvente y el residuo se disolvi6 en dioxano (5 mL) y se reflujé en atmdsfera de argdn
y al resguardo de la luz hasta observar por CCD la desaparicion total del material de
partida (de 1 a 4 h). Posteriormente, la mezcla de reaccidn se enfrio a temperatura

ambiente, se concentrd en vacio y se purificé por cromatografia en columna flash.

[5-(4-Nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]metil 5-O-acetil-2,3-O-isopropilidén- 5-p-
ribofurandsido (121).

Se aplicd el procedimiento general 13 al compueto 119 (504,1
mg, 1,78 mmol) y se purifico por cromatografia en columna
de silica gel utilizando mezclas de ciclohexano: acetona 100:0
a 95:5. Se obtuvo el compuesto 121 como un aceite incoloro
(353,9 mg, 0,81 mmol, 46 %); Rs = 0,56 (ciclohexano: acetona
6:4); [a]o® -53,2 (c 1,0, cloroformo). RMN-*H (500 MHz,
CDCls) &: 8,40 (d, 2H, Jarom 9.1 Hz, protones del anillo p-nitrofenilo), 8,36 (d, 2H, Jarom
9,1 Hz, protones del anillo p-nitrofenilo), 5,31 (s, 1H, H-1), 4,85 (d, 1H, Jiv,1°a 13,1 Hz,
H-1°b), 4,75 (d, 1H, J23 6,0 Hz, H-2), 4,73 (d, 1H, J 1'a1’» 13,1 Hz, H-17a), 4,72 (dd, 1H,
J32 5,9 Hz, J34 0,6 Hz, H-3), 4,46 (td, 1H, J45 7,0 Hz, J 43 0,7 Hz, H-4), 4,22 (dd, 1H,
Jsbsa 11,4 Hz, Jsha 7,2 Hz, H-5b), 4,17 (dd, 1H, Jsasb 11,4 Hz, Jsa4 6,9 Hz, H-5a), 2,09
(s, 3H, CHz del acetilo), 1,50 (s, 3H, CHz del isopropilidén), 1,33 (s, 3H, CH3z del
isopropilidén); RMN-1C (125 MHz, CDCls) §: 174,4 (C-5° del anillo oxadiazolico),
170,7 (C=0), 168,2 (C-3’ del anillo oxadiazélico), 150,5, 129,5, 129,3, 124,5 (carbonos
del anillo p-nitrofenilo), 113,0 (carbono cuaternario de isopropilidén), 108,1 (C-1), 85,4
(C-2), 85,1 (C-4), 81,9 (C-3), 64,8 (C-5), 59,7 (C-1°), 26,5, 25,1 (CH3 carbonos del
isopropilidén), 21,0 (CHs del acetilo). HRMS (ESI) m/z [M + Na]* calculado para
C19H2:N3NaOy 458,11700, encontrado 458,11576.
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[5-(4-Nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il] metil 5-O-acetil-2,3-O-ciclopentilidén-5-p-
ribofurandsido (122).

Se aplico el procedimiento general 13 al compueto 120 (361,8
mg, 0,24 mmol) y se purificd por cromatografia en columna
de silica gel utilizando mezclas de tolueno: AcOEt 100:0 a
98:2. Se obtuvo el compuesto 122 como un aceite incoloro
(110,9 mg, 3,58 mmol, 22 %); R¢ = 0,41 (tolueno: AcOEt 9:1);
[a]p?® -54,2 (c 0,7, cloroformo). RMN-tH (500 MHz, CDCls)
d: 8,40 (d, 2H, Jarom 9,1 Hz, protones del anillo p-nitrofenilo), 8,36 (d, 2H, Jarom 9,0 Hz,
protones del anillo p-nitrofenilo), 5,32 (s, 1H, H-1), 4,85 (d, 1H, Ji'v,1’a 13,4 Hz, H-1°Db),
4,73 (d, 1H, J r°a,1b 13,1 Hz, H-1"a), 4,69 (d, 1H, J23 6,0 Hz, H-2), 4,66 (dd, 1H, J32 6,1
Hz, J34 1,0 Hz, H-3), 4,48 (dt, 1H, J 45 7,0 Hz, J 43 1,0 Hz, H-4), 4,23 (dd, 1H, Jsbsa
11,4 Hz, Jsp4 7,2 Hz, H-5b), 4,17 (dd, 1H, Jsasp 11,4 Hz, Jsa4 6,8 Hz, H-53a), 2,10 (s,
3H, CHs), 1,95-1,66 (m, 8H, protones del ciclopentilidén); RMN-C (125 MHz,
CDCl3) &: 174,4 (C-5" del anillo oxadiaz6lico), 170,7 (C=0), 168,2 (C-3’ del anillo
oxadiazdlico), 150,5, 129,5, 129,3, 124,5 (carbonos del anillo p-nitrofenilo), 122,5
(carbono cuaternario del ciclopentilidén), 107,9 (C-1), 85,2 (C-2), 84,8 (C-4), 81,7 (C-
3), 64,8 (C-5), 59,7 (C-1"), 36,0, 36,0, 23,7, 23,3 (carbonos del ciclopentilidén), 21,0
(CH3). HRMS (ESI) m/z [M + Na]* calculado para Cz1H23N3NaOg 484,13265,
encontrado 484,13063.

[5-(4-Clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-ilJmetil 5-O-acetil-2,3-O-ciclopentilidén--p-
ribofurandsido (123).

Se aplicd el procedimiento general 13 al compueto 120 (358,1
mg, 1,08 mmol) y se purifico por cromatografia en columna
de silica gel utilizando mezclas de tolueno: AcOEt 100:0 a
98:2. Se obtuvo el compuesto 123 como un aceite incoloro
(88,8 mg, 0,20 mmol, 18 %); R¢ = 0,50 (tolueno: AcOEt 9:1);
[a]o® -55,9 (c 1,0, cloroformo). RMN-'H (500 MHz, CDCls)
d: 8,09 (d, 2H, Jarom 8,7 Hz, protones del anillo p-clorofenilo), 7,51 (d, 2H, Jarom 8,7 Hz,
protones del anillo p-clorofenilo), 5,31 (s, 1H, H-1), 4,82 (d, 1H, Jiv.1°a 13,0 Hz, H-1"b),
4,69 (d, 1H, J 1a,1b 13,0 Hz, H-1a), 4,69 (d, 1H, J23 6,1 Hz, H-2), 4,65 (dd, 1H, J32 6,0
Hz, Js4 0,7 Hz, H-3), 4,46 (td, 1H, Ja5 7,0 Hz, J43 0,8 Hz, H-4), 4,22 (dd, 1H, Jsp 5 11,3
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Hz, Jsbs 7,1 Hz, H-5b), 4,16 (dd, 1H, Jsasb 11,4 Hz, Jsas 6,9 Hz, H-5a), 2,09 (s, 3H,
CHs), 1,94-1,65 (m, 8H, protones del ciclopentilidén); RMN-*C NMR (125 MHz,
CDCI3) 6: 175,5 (C-5’ del anillo oxadiazélico), 170,7 (C=0), 167,8 (C-3’ del anillo
oxadiazolico), 139,6, 129,7, 129,7, 122,5 (carbonos del anillo p-clorofenilo), 122,5
(carbono cuaternario del ciclopentilidén), 107,8 (C-1), 85,2 (C-2), 84,7 (C-4), 81,7 (C-
3), 64,8 (C-5), 59,8 (C-1"), 36,0, 35,9, 23,7, 23,3 (carbonos del ciclopentilidén), 21,0
(CHs3). HRMS (ESI) m/z [M + Na]* calculado para C21H23CIN2NaO7 473,10860,
encontrado 473,10740.

[5-(3,4,5-Trimetoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il] metil 5-O-acetil-2,3-O-ciclopentilidén-4-
D-ribofurandésido (124).

El procedimiento general 13 se aplico al compuesto 120
(203,0 mg, 0,61 mmol) y se purificd por cromatografia en
columna de silica gel utilizando mezclas de tolueno: AcOEt
100:0 a 93:7. Se obtuvo el compuesto 124 como un aceite
incoloro (80,6 mg, 0,16 mmol, 26 %); Rr = 0,61 (tolueno:
AcOEt 7:3); [a]p® -32,0 (c 0,8, cloroformo). RMN-tH (500
MHz, CDCls) 6: 7,38 (s, 2H, protones aromaticos del anillo trimetoxifenilo), 5,30 (s,
1H, H-1), 4,82 (d, 1H, Jib,ra 12,9 Hz, H-1°b), 4,70 (d, 1H, J23 6,0 Hz, H-2), 4,68 (d,
1H, Jva1b 12,9 Hz, H-1a), 4,66 (dd, 1H, J32 6,1 Hz, J34 0,6 Hz, H-3), 4,47 (td, 1H, Jas
7,0 Hz, J43 0,7 Hz, H-4), 4,23 (dd, 1H, Jspsa 11,4 Hz, Jsp4 7,1 Hz, H-5b), 4,17 (dd, 1H,
Jsash 11,4 Hz, Jsas 6,9 Hz, H-5a), 3,96 (s, 6H, OCHa), 3,94 (s, 3H, OCH3), 2,09 (s, 3H,
CHs), 1,95-1,66 (m, 8H, protones del anillo ciclopentilideno); RMN-2C (125 MHz,
CDCl3) &: 176,3 (C-5" del anillo oxadiaz6lico), 170,7 (C=0), 167,6 (C-3’ del anillo
oxadiazolico), 153,8, 142,3, 119,0, 105,6 (carbonos aromaticos del anillo
trimetoxifenilo), 122,5 (carbono cuaternario del anillo ciclopentilideno), 107,8 (C-1),
85,2 (C-2), 84,7 (C-4), 81,7 (C-3), 64,8 (C-5), 61,2 (OCHs3), 59,9 (C-1"), 56,6 (OCHpa),
36,0, 36,0, 23,7, 23,3 (carbonos del anillo ciclopentilideno), 21,0 (CHs3). HRMS (ESI)
m/z [M + H]" calculado para C24H31N2010 507,19732, encontrado 507,19926.

Procedimiento general 14 para la sintesis de derivados 1,2,4-oxadiazélicos.
A una solucion del derivado oxadiazolico acetilado (0,30 mmol) en una mezcla de
CH:Cl2/MeOH anhidro 2:1 (30 mL) a 0 °C, se agregd 1,3 M NaOMe/MeOH (1,5 mL).
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Luego de 1 h de agitacion a 0 °C, la mezcla se neutralizé con acido acético y el solvente
se evaporo bajo presion reducida. EI crudo de reaccion se purificd por cromatografia en

columna flash.

[5-(4-Nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]metil 2,3-O-isopropilidén-S-b-ribofuranésido
(125).

Se aplicé el procedimiento general 14 al compuesto 121
(163,2 mg, 0,375 mmol) y se purificd por cromatografia en
columna de silica gel utilizando mezclas de ciclohexano:
acetona 95:5 a 85:15. Se obtuvo el compuesto 125 como un
solido blanco (141,7 mg, 0,360 mmol, 96 %); Rt = 0,43
(ciclohexano: acetona 6:4); pf: 89-90 °C; [a]p®® -22,3 (c 1,0,
cloroformo). RMN-H (500 MHz, CDCls) §&: 8,41 (d, 2H, Jarom 9,1 Hz, protones del
anillo p-nitrofenilo), 8,35 (d, 2H, Jarom 9,1 Hz, protones del anillo p-nitrofenilo), 5,29 (s,
1H, H-1), 4,90 (s, 2H, H-1"b, H-1"), 4,87 (da, 1H, Js2 5,8 Hz, H-3), 4,73 (d, 1H, J23 6,0
Hz, H-2), 4,44 (t, 1H, J45 3,0 Hz, H-4), 3,73 (dd, 1H, Jsb;52 12,7 Hz, Jsps 2,4 Hz, H-5D),
3,68 (dd, 1H, Jsasp 12,7 Hz, Jsa4 4,1 Hz, H-5a), 1,50 (s, 3H, CHz3), 1,33 (s, 3H, CHa);
RMN-1C (125 MHz, CDCls) &: 174,5 (C-5" del anillo oxadiazdlico), 168,7 (C-3 del
anillo oxadiazdlico), 150,6, 129,5, 128,9, 124,7 (carbonos del anillo p-nitrofenilo),
112,5 (carbono cuaternario del isopropilidén), 110,0 (C-1), 89,2 (C-4), 86,2 (C-2), 81,6
(C-3), 63,8 (C-5), 60,9 (C-1"), 26,6, 25,0 (CHs). HRMS (ESI) m/z [M + Na]* calculado
para C17H19N3NaOg 416,10644, encontrado 416,10764.

[5-(4-Nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-3 "-iljmetil 2,3-O-ciclopentilidén-S-p-ribofurandsido.
(126).

Se aplicé el procedimiento general 14 para el compuesto 122
(149,6 mg, 0,32 mmol) y se purificé por cromatografia en
columna de silica gel utilizando mezclas de ciclohexano:
acetona 100:0 a 85:15. Se obtuvo el compuesto 126 como un
aceite incoloro (117,6 mg, 0,28 mmol, 87 %); Rs = 0,51
(tolueno: AcOEt 7:3); [a]o® -17,6 (c 1,0, cloroformo). RMN-
'H (500 MHz, CDCls) &: 8,41 (d, 2H, Jarom 8,3 Hz, protones del anillo p-nitrofenilo),
8,34 (d, 2H, Jarom 9,0 Hz, protones del anillo p-nitrofenilo), 5,30 (s, 1H, H-1), 4,90 (s,
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2H, H-1’b, H-17), 4,79 (dd, 1H, J32 6,0 Hz, J34 0,4 Hz, H-3), 4,67 (d, 1H, J23 6,0 Hz,
H-2), 4,45 (t, 1H, Ja5 3,3 Hz, H-4), 3,73 (dd, 1H, Jsb5a 12,8 Hz, Jsb4 2,6 Hz, H-5b), 3,68
(dd, 1H, Jsasn 12,8 Hz, Jsas 4,3 Hz, H-5a), 1,95-1,67 (m, 8H, protones del
ciclopentilidén); RMN-C (125 MHz, CDCls) &: 174,5 (C-5" del anillo oxadiazdlico),
168,7 (C-3’ del anillo oxadiazdlico), 150,6, 129,5, 128,9, 124,7 (carbonos del anillo p-
nitrofenilo), 122,1 (carbono cuaternario del ciclopentilidén), 109,8 (C-1), 89,0 (C-4),
859 (C-2), 81,4 (C-3), 63,8 (C-5), 60,9 (C-1°), 35,9, 23,8, 23,3 (carbonos del
ciclopentilidén). HRMS (ESI) m/z [M + Na]" calculado para C19H21N3sNaOg 442,122009,
encontrado 442,12265.

[5-(4-Clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-ilJmetil 2,3-O-ciclopentilidén-S-p-ribofurandsido
(127).

Se aplico el procedimiento general 14 al compuesto 123 (88,8
mg, 0,197 mmol) y se purific por cromatografia en columna
de silica gel utilizando mezclas de ciclohexano: acetona 100:0
a 90:10. Se obtuvo el compuesto 127 como un aceite incoloro
(77,2 mg, 0,189 mmol, 96 %); Rt = 0,38 (ciclohexano: acetona
7:3); [a]o® -12,1 (c 1,0, cloroformo). RMN-tH (200 MHz,
CDClzs) 8: 8,06 (d, 2H, Jarom 8,8 Hz, protones del anillo p-clorofenilo), 7,51 (d, 2H, Jarom
8,8 Hz, protones del anillo p-clorofenilo), 5,27 (s, 1H, H-1), 4,85 (s, 2H, H-1’b, H-17),
4,77 (d, 1H, J32 6,1 Hz, H-3), 4,65 (d, 1H, J2;3 6,1 Hz, H-2), 4,42 (t, 1H, Ja5 3,4 Hz, H-
4), 4,05 (sa, 1H, OH), 3,69 (m, 2H, H-5b, H-5a), 1,95-1,67 (m, 8H, protones del
ciclopentilidén); RMN-3C (50 MHz, CDCls) &: 175,5 (C-5° del anillo oxadiazélico),
168,2 (C-3’ del anillo oxadiazélico), 139,9, 129,8, 129,6, 122,0 (carbonos del anillo p-
clorofenilo), 122,1 (carbono cuaternario del ciclopentilidén), 109,6 (C-1), 88,9 (C-4),
85,9 (C-2), 81,4 (C-3), 63,7 (C-5), 60,9 (C-1°), 35,9, 23,7, 23,3 (carbonos del
ciclopentilidén). HRMS (ESI) m/z [M + Na]® calculado para CigH21CIN2NaOs
431,09804, encontrado 431,09957.

[5-(3,4,5-Trimetoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il] metil 2,3-O-
ciclopentiliden-g-p-ribofuranosido (128).
El procedimiento general 14 aplicado al compuesto 124

(106,0 mg, 0,209 mmol) se purificdé por cromatografia en
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columna de silica gel utilizando mezclas de ciclohexano: acetona 100:0 a 90:10. Se
obtuvo el compuesto 128 como un aceite incoloro (71,7 mg, 0,154 mmol, 74 %); R¢ =
0,33 (ciclohexano: acetona 7:3); [a]o?® -7,0 (¢ 1,0, cloroformo). RMN-tH (500 MHz,
CDCls) &: 7,39 (s, 2H, protones arométicos del anillo trimetoxifenilo), 5,28 (s, 1H, H-
1), 4,88 (d, 1H, Jib.1a 13,4 Hz, H-1°b), 4,83 (d, 1H, Jioarb 13,4 Hz, H-17a), 4,77 (d, 1H,
J32 6,1 Hz, H-3), 4,67 (d, 1H, J23 6,1 Hz, H-2), 4,42 (ta, 1H, Jas 3,8 Hz, H-4), 3,94 (s,
6H, OCH3), 3,93 (s, 3H, OCHz3), 3,72 (dd, 1H, Jsbsa 12,8 Hz, Jspsa 2,6 Hz, H-5b), 3,66
(dd, 1H, Jsasp 12,8 Hz, Jsas 4,6 Hz, H-5a3), 1,94-1,66 (m, 8H, protones del
ciclopentilidén); RMN-13C (125 MHz, CDClIs) &: 176,3 (C-5" del anillo oxadiazolico),
168,2 (C-3’ del anillo oxadiazélico), 153,8, 142,5, 118,5, 105,6 (carbonos aromaticos
del trimetoxifenilo), 122,0 (carbono cuaternario del ciclopentilidén), 109,9 (C-1), 89,0
(C-4), 86,0 (C-2), 81,5 (C-3), 63,7 (C-5), 61,2 (OCH3), 61,1 (C-1"), 56,5 (OCH3), 35,9,
23,7, 23,3 (carbonos del ciclopentilidén). HRMS (ESI) m/z [M + Na]* calculado para
C22H28N2NaOg 487,16870, encontrado 487,16942.

Procedimiento general 15 para la sintesis de derivados 1,2,4-oxadiazélicos tosilados.

A una solucion del derivado 1,2,4-oxadiazolico desacetilado (0,64 mmol) disuelto en
piridina anhidra (5 mL), se agreg6 cloruro de tosilo (1,92 mmol) con agitacion continua.
La mezcla se mantuvo a temperatura ambiente durante toda una noche. Luego, la
mezcla de reaccién se disolvid en cloruro de metileno y se extrajo con agua, acido
clorhidrico (5 %), y bicarbonato de sodio (5 %) y finalmente se lavé con agua. La fase
orgénica se secd con NaxSO4 (anhidro) y el solvente se evapord. El producto crudo

purifico por cromatografia en columna flash.

[5-(4-Nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il] metil 2,3-O-isopropilidén-5-O-tosil-5-b-
ribofurandsido (129).

El procedimiento general 15 aplicado al compuesto 125
(250,5 mg, 0,64 mmol), que fue purificado por columna
cromatografia flash utilizando mezclas tolueno: AcOEt 100:0
a 98:2 como solvente, permitié obtener el compuesto 129
como un so6lido blanco (304,0 mg, 0,56 mmol, 87 %); Rf =
0,40 (tolueno: AcOEt 9:1); pf: 116-117 °C; [a]o® -43,3 (c
1,0, cloroformo). RMN-tH (500 MHz, CDCls) &: 8,41 (d, 2H, Jarom 9,1 Hz, protones del
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anillo p-nitrofenilo), 8,37 (d, 2H, Jarom 9,1 Hz, protones del anillo p-nitrofenilo), 7,81 (d,
2H, J 8,3 Hz, protones aromaticos del grupo tosilo), 7,34 (d, 2H, J 8,5 Hz, protones
aromaticos del grupo tosilo), 5,27 (s, 1H, H-1), 4,75 (d, 1H, Ji'b,1’a 13,2 Hz, H-1°b), 4,69
(d, 1H, Jra1s 13,9 Hz, H-1a), 4,68 (d, 1H, J2;3 5,8 Hz, H-2), 4,65 (dd, 1H, J32 6,0 Hz,
J34 0,6 Hz, H-3), 4,39 (dt, 1H, J45 7,2 Hz, J43 0,7 Hz, H-4), 4,17 (dd, 1H, Jsb 52 10,2 Hz,
Jsva 7,4 Hz, H-5b), 4,14 (dd, 1H, Jsasp 10,2 Hz, Jsa4 6,9 Hz, H-53), 2,44 (s, 3H, CH3 del
tosilo), 1,46 (s, 3H, CHs del isopropilidén), 1,29 (s, 3H, CHz del isopropilidén); RMN-
13C (125 MHz, CDCls) &: 174,4 (C-5° del anillo oxadiazolico), 168,1 (C-3" del anillo
oxadiazolico), 150,5, 129,5, 129,3, 124,6 (carbonos del anillo p-nitrofenilo), 145,3,
132,9, 130,1, 128,1 (carbonos aromaticos del grupo tosilo), 113,1 (carbono cuaternario
del isopropilidén), 108,0 (C-1), 85,1 (C-2), 84,4 (C-4), 81,4 (C-3), 69,1 (C-5), 59,7 (C-
17), 26,4, 24,9 (CHs del isopropilidén), 21,8 (CHs del tosilo). HRMS (ESI) m/z [M +
Na]* calculado para C24H25N3NaO10S 570,11529, encontrado 570,11590; m/z [M + K]*
calculado para C24H25sKN3010S 586,08922, encontrado 586,08975.

[5-(4-Nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-ilJmetil 2,3-O-ciclopentilidén-5-O-tosil-5-p-
ribofurandsido. (130).

El procedimiento general 15 aplicado al compuesto 126 (98,5
mg, 0,24 mmol), que fue purificado por columna
cromatografia flash utilizando mezclas tolueno: AcOEt 100:0
a 97:3 como solvente, permitié obtener el compuesto 130
como un solido blanco (107,6 mg, 0,19 mmol, 80 %); R =
0,55 (tolueno: AcOEt 9:1); pf: 96-98 °C; [a]po® -44,2 (c 1,0,
cloroformo). RMN-H (500 MHz, CDCls) §&: 8,41 (d, 2H, Jarom 9,1 Hz, protones del

anillo p-nitrofenilo), 8,37 (d, 2H, Jarom 9,1 Hz, protones del anillo p-nitrofenilo), 7,81 (d,
2H, J 8,3 Hz, protones aromaticos del grupo tosilo), 7,34 (d, 2H, J 8,0 Hz, protones
aromaticos del grupo tosilo), 5,28 (s, 1H, H-1), 4,75 (d, 1H, Ji’v,1’a 13,2 Hz, H-1°b), 4,69
(d, 1H, Jvars 13,2 Hz, H-17a), 4,62 (d, 1H, J23 6,0 Hz, H-2), 4,59 (dd, 1H, J32 6,1 Hz,
Ja4 0,7 Hz, H-3), 4,40 (dt, 1H, Jas 7,1 Hz, J43 1,0 Hz, H-4), 4,17 (dd, 1H, Jsbsa 10,2 Hz,
Jsba 7,4 Hz, H-5b), 4,14 (dd, 1H, Jsasp 10,2 Hz, Jsa4 7,0 Hz, H-5a), 2,44 (s, 3H, CH3),
1,90-1,64 (m, 8H, protones del ciclopentilidén); RMN-'3C (125 MHz, CDCls) §: 174,4
(C-5’ del anillo oxadiazolico), 168,1 (C-3” del anillo oxadiazdlico), 150,5, 129,5, 129,2,
1245 (carbonos del anillo p-nitrofenilo),145,3, 132,9, 130,1, 128,1 (carbonos
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aromaticos del grupo tosilo), 122,7 (carbono cuaternario del ciclopentilidén), 107,8 (C-
1), 84,9 (C-2), 84,1 (C-4), 81,2 (C-3), 69,2 (C-5), 59,7 (C-1°), 35,9, 35,8, 23,7, 23,3
(carbonos del ciclopentilidén), 21,8 (CHz). HRMS (ESI) m/z [M + Na]* calculado para
C26H27N3NaO10S 596,13094, encontrado 596,13102; m/z [M + H]" calculado para
Ca6H28N3010S 574,14899, encontrado 574,14947.

[5-(4-Clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-ilJmetil 2,3-O-ciclopentilidén-5-O-tosil-5-b-
ribofurandsido (131).

El procedimiento general 15 aplicado al compuesto 127 (77,2
mg, 0,189 mmol), que fue purificado por columna
cromatografia flash utilizando mezclas tolueno: AcOEt 100:0
a 98:2 como solvente, permitié obtener el compuesto 131
como un aceite transparente (98,4 mg, 0,174 mmol, 92 %); Rt
= 0,63 (tolueno: AcOEt 9:1); [a]o® -37,2 (c 1,0, cloroformo).
RMN-H NMR (500 MHz, CDCls) &: 8,10 (d, 2H, Jarom 8,6 Hz, protones del anillo p-
clorofenilo), 7,80 (d, 2H, J 8,3 Hz, protones aromaticos del grupo tosilo), 7,52 (d, 2H,

Jarom 8,6 Hz, protones del anillo p-clorofenilo), 7,32 (d, 2H, J 8.2 Hz, protones
aromaticos del grupo tosilo), 5,26 (s, 1H, H-1), 4,68 (d, 1H, Ji'b,1’a 13,2 Hz, H-1°b), 4,63
(d, 1H, J ra1b 13,2 Hz, H-17a), 4,61 (d, 1H, J23 6,0 Hz, H-2), 4,58 (d, 1H, J32 6,1 Hz,
H-3), 4,40 (t, 1H, J 45 7,2 Hz, H-4), 4,15 (dd, 1H, Jsbsa 9,9 Hz, Jsb.4 7,5 Hz, H-5b), 4,11
(dd, 1H, Jsasp 10,0 Hz, Jsas 6,5 Hz, H-5a), 2,42 (s, 3H, CHs), 1,90-1,63 (m, 8H,
protones del ciclopentilidén); RMN-3C (50 MHz, CDCls) &: 175,5 (C-5" del anillo
oxadiazélico), 167,6 (C-3° del anillo oxadiazolico), 139,6, 129,7, 1296, 122,4
(carbonos del anillo p-clorofenilo), 145,2, 132,8, 130,0, 128,1 (carbonos aromaticos del
grupo tosilo), 122,6 (carbono cuaternario del ciclopentilidén), 107,7 (C-1), 84,8 (C-2),
84,0 (C-4), 81,2 (C-3), 69,2 (C-5), 59,8 (C-1°), 35,9, 35,8, 23,7, 23,2 (carbonos del
ciclopentilidén), 21,8 (CHs). HRMS (ESI) m/z [M + Na]® calculado parar
Ca6H27CIN2NaOsS 585,10689, encontrado 585,10881.

[5-(3,4,5-Trimetoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]metil 2,3-O-
ciclopentilidén-5-O-tosil- #-p-ribofurandsido (132).
El procedimiento general 15 aplicado al compuesto 128 (24,3

mg, 0,0523 mmol), que fue purificado por columna
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cromatografia flash utilizando mezclas tolueno: AcOEt 100:0 a 95:5 como solvente,
permitié obtener el compuesto 132 como un aceite transparente (30,6 mg, 0,0495 mmol,
95 %); Rr = 0,56 (tolueno: AcOEt 8:2); [a]n?® -35,3 (¢ 1,1, cloroformo). RMN-'H NMR
(500 MHz, CDClz) 4: 7,80 (d, 2H, J 8,3 Hz protones aromaticos del grupo tosilo), 7,39
(s, 2H, protones del trimetoxifenilo), 7,31 (d, 2H, J 7,9 Hz, protones aromaticos del
grupo tosilo), 5,25 (s, 1H, H-1), 4,68 (d, 1H, Ji’v,1’a 13,0 Hz, H-1"b), 4,62 (d, 1H, J 1°a,10
13,0 Hz, H-1’a), 4,61 (d, 1H, J23 6,0 Hz, H-2), 4,58 (d, 1H, J32 6,1 Hz, H-3), 4,39 (t,
1H, Jas 7,2 Hz, H-4), 4,15 (dd, 1H, Jspsa 10,2 Hz, Jsp4 7,9 Hz, H-5b), 4,11 (dd, 1H,
Jsasb 10,3 Hz, Jsas 6,7 Hz, H-5a), 3,95 (s, 6H, OCHBa), 3,94 (s, 3H, OCHg), 2,42 (s, 3H,
CHjs), 1,89-1,64 (m, 8H, protones del ciclopentilidén); RMN-3C (125 MHz, CDCls) &:
176,3 (C-5’ del anillo oxadiazolico), 167,5 (C-3’ del anillo oxadiazoélico), 153,8, 142,4,
118,9, 105,6 (carbonos del trimetoxifenilo), 145,2, 132,8, 130,1, 128,1 (carbonos
aromaticos del grupo tosilo), 122,6 (carbono cuaternario del ciclopentilidén), 107,7 (C-
1), 84,9 (C-2), 84,0 (C-4), 81,2 (C-3), 69,2 (C-5), 61,2 (OCHs3), 59,9 (C-1), 56,6
(OCHsy), 35,9, 35,8, 23,7, 23,2 (carbonos del ciclopentilidén), 21,8 (CHs). HRMS (ESI)
m/z [M + Na]* calculado para C29H34N2NaO11S 641,17755, encontrado 641,17813; m/z
[M + H]" calculado para C29H235sN2011S 619,19561, encontrado 619,19727.

Procedimiento general 16 para la sintesis de derivados di-heterociclicos.

A una solucion de etdxido de sodio, preparada a partir del agregado de sodio metalico
(30,0 mg, 1,30 mmol) a etanol (15 mL), se le agreg6 1,2,4-triazolil-5-tiol (120,4 mg,
1,19 mmol). La mezcla de reaccion se calientd a 50°C durante 10 minutos y luego se
evaporo el solvente a presion reducida. El sélido resultante se agregd a una solucién del
oxadiazol tosilado (0,39 mmol) en DMF (2 mL) y se calenté a 50°C toda una noche
bajo atmoésfera de argon. La solucion se evapor6 y el residuo se disolvio en
diclorometano y se lavé con sal muera, se seco con sulfato de sodio anhidro, se filtré y

se evaporo. El producto crudo se purificd por cromatografia en columna flash.

[5-(4-Nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il] metil 5-desoxi-2,3-O-
isopropilidén-5-S-(1H-1,2,4-triazol-3-il)- 5-D-
ribofurandsido (133).

Cuando se aplico el procedimiento general 16 al compuesto
129 (51,1 mg, 0,0933 mmol) y se purifico por
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cromatografia en columna flash utilizando ciclohexano: acetona 100:0 a 85:15 como
mezcla de solventes, se obtuvo el compuesto 133 como un sélido amarillo palido (32,3
mg, 0,0678 mmol, 73 %); Rt = 0,40 (ciclohexano: acetona 6:4); pf: 145-147 °C; [o]p?° -
14,7 (c 1,0, cloroformo). RMN-H (500 MHz, CO(CDs)2) &: 8,49 (d, 2H, Jarom 8,9 Hz,
protones del anillo p-nitrofenilo), 8,43 (d, 2H, Jaom 8,9 Hz, protones del anillo p-
nitrofenilo), 8,38 (s, 1H, H-5"" del anillo triazélico), 5,32 (s, 1H, H-1), 4,95 (d, 1H,
Jrb,1va 13,2 Hz, H-1°b), 4,91 (d, 1H, J32 5,9 Hz, H-3), 4,86 (d, 1H, Ji-a1s 13,2 Hz, H-
1’a), 4,77 (d, 1H, J23 5,9 Hz, H-2), 4,50 (t, 1H, Js5 7,7 Hz, H-4), 3,51 (dd, 1H, Jsb5a
13,7 Hz, Jsp4 7,0 Hz, H-5b), 3,36 (dd, 1H, Jsa5b 13,7 Hz, Jsas 8,6 Hz, H-5a), 1,39 (s, 3H,
CHs), 1,28 (s, 3H, CHs); RMN-3C (125 MHz, CO(CDs),) §: 175,1 (C-5° del anillo
oxadiazolico), 169,3 (C-3° del anillo oxadiazolico), 151,4, 130,2, 130,1, 125,3
(carbonos del anillo p-nitrofenilo), 146,7 (C-5" del anillo triazolico), 112,9 (carbono
cuaternario del isopropilidén), 109,1 (C-1), 86,9 (C-4), 86,2 (C-2), 84,1 (C-3), 60,1 (C-
1), 35,7 (C-5), 26,6, 24,9 (CH3). HRMS (ESI) m/z [M + Na]* calculado para
Ci19H20NeNaO7S 499,10064; encontrado 499,09829; m/z [M + H]" calculado para
C19H21N6O7S 477,11869; encontrado 477,11642.

[5-(4-Nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]metil 2,3-O-ciclopentilidén-5-desoxi-5-S-(1H-
1,2,4-triazol-3-il)-5-p-ribofurandsido (134).

Cuando se aplicd el procedimiento general 16 al
compuesto 130 (84,2 mg, 0,147 mmol) y se purificd por
cromatografia en columna flash utilizando ciclohexano:
acetona 100:0 a 85:15 como mezcla de solventes, se
obtuvo el compuesto 134 como un sélido blanco (56,6 mg,
0,113 mmol, 77 %); Rt = 0,40 (ciclohexano: acetona 6:4);
pf: 119-120 °C; [a]o?® -24,7 (¢ 1,0, cloroformo). RMN-tH
(500 MHz, CDClz3) &: 8,39 (d, 2H, Jarom 8,6 Hz, protones del anillo p-nitrofenilo), 8,33
(d, 1H, Jarom 8,6 Hz, protones del anillo p-nitrofenilo), 8,18 (s, 1H, H-5"" del anillo
triazolico), 5,33 (s, 1H, H-1), 4,95 (d, 1H, Jiv,1’a 13,1 Hz, H-1"b), 4,79 (d, 1H, Jrars
13,0 Hz, H-1’a), 4,73 (s, 2H, H-3, H-2), 4,54 (t, 1H, Js5 7,8 Hz, H-4), 3,49 (dd, 1H,
Jsb5a 13,7 Hz, Jsba 7,4 Hz, H-5b), 3,53 (dd, 1H, Jsa5 13,7 Hz, Jsas 8,1 Hz, H-5a), 1,91-
1,64 (m, 8H, protones del ciclopentilidén); RMN-C (125 MHz, CDCls) §: 174,4 (C-5°
del anillo oxadiazolico), 168,2 (C-3’ del anillo oxadiazdlico), 150,5, 129,5, 129,2, 124,5
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(carbonos del anillo p-nitrofenilo), 147,1 (C-5 del anillo triazolico), 122,5 (carbono
cuaternario del ciclopentilidén), 108,3 (C-1), 85,8 (C-4), 85,2 (C-2), 83,2 (C-3), 59,9
(C-1°), 35,8 (C-5), 35,9, 35,8, 23,7, 23,3 (carbonos del ciclopentilidén). HRMS (ESI)
m/z [M + Na]* calculado para C21H22NeNaO7S 525,11629; encontrado 525,11807; m/z
[M + H]* calculado para C21H23NeO7S 503,13434; encontrado 503,13654.

[5-(4-Clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-ilJmetil 2,3-O-ciclopentilidén-5-desoxi-5-S-(1H-
1,2,4-triazol-3-il)- #-b-ribofurandsido (135).

Se aplico el procedimiento general 16 al compuesto 131
(20,0 mg, 0,0355 mmol) y se purifico por cromatografia en
columna flash utilizando tolueno: AcOEt 80:20 a 70:30
como mezcla de solventes. Se obtuvo el compuesto 135
como un solido blanco (10,5 mg, 0,0213 mmol, 60 %); R¢ =
0,30 (tolueno: AcOEt 1:1); pf: 68-69 °C. RMN-'H (500
MHz, CDCIls) &: 8,15 (s, 1H, H-5"" del anillo triazélico),
8,07 (d, 2H, Jarom 8,6 Hz, protones del anillo p-clorofenilo), 7,51 (d, 2H, Jarom 8,6 Hz,
protones del anillo p-clorofenilo), 5,33 (s, 1H, H-1), 4,94 (d, 1H, Jiv,1°a 12,9 Hz, H-1"b),
4,75 (d, 1H, Jrars 13,0 Hz, H-17a), 4,72 (s, 2H, H-3, H-2), 4,55 (t, 1H, J45 7,7 Hz, H-
4), 3,50 (dd, 1H, Jsb,54 13,6 Hz, Jsp4 7,4 Hz, H-5b), 3,36 (dd, 1H, Jsas 13,6 Hz, Jsq4 8,0
Hz, H-5a), 1,92-1,64 (m, 8H, protones del ciclopentilidén); RMN-*C (50 MHz, CDCls)
d: 173,1 (C-5" del anillo oxadiazdlico), 167,7 (C-3” del anillo oxadiazolico), 139,7,
129,7, 129,6, 122,3 (carbonos de anillo p-clorofenilo), 147,3 (C-5’’ del anillo
triazolico), 122,4 (carbono cuaternario del ciclopentilidén), 108,2 (C-1), 85,7 (C-4),
85,2 (C-2), 83,1 (C-3), 60,0 (C-1°), 35,9, 35,8, 23,7, 23,3 (C-5 y carbonos del
ciclopentilidén). HRMS (ESI) m/z [M + Na]" calculado para C21H22CINsNaOsS
514,09224, encontrado 514,09177; m/z [M + H]* calculado para C21H23CIN5OsS
492,11029, encontrado 492,11026.

[5-(3,4,5-Trimetoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]metil 2,3-O-
ciclopentilidén-5-desoxi-5-S-(1H-1,2,4-triazol-3-il)- 5-D-
ribofurandsido (136).

Se aplicé el procedimiento general 16 al compuesto 132
(54,1 mg, 0,0874 mmol) y se purificé por cromatografia en
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columna flash utilizando ciclohexano: acetona 100:0 a 85:15 como mezcla de solventes.
Se obtuvo el compuesto 136 como un sélido blanco (35,0 mg, 0,0639 mmol, 73 %); Rt
= 0,34 (ciclohexano: acetona 6:4). RMN-'H (500 MHz, CDCls) §: 8,14 (s, 1H, H-5"" del
anillo triazolico), 7,37 (s, 2H, protones aromaéticos del anillo trimetoxifenilo), 5,32 (s,
1H, H-1), 4,93 (d, 1H, Jib,1'a 12,9 Hz, H-1°b), 4,74 (d, 1H, Ji-ars 12,9 Hz, H-1"a), 4,72
(s, 2H, H-2, H-3), 4,54 (t, 1H, J45 7,7 Hz, H-4), 3,50 (dd, 1H, Jsb,52 13,6 Hz, Jsp4 7,2 Hz,
H-5b), 3,35 (dd, 1H, Jsasn 13,6 Hz, Jsa4 8,2 Hz, H-5a), 1,91-1,64 (m, 8H, protones del
ciclopentilidén); RMN-*C (125 MHz, CDClIs) &: 176,3 (C-5" del anillo oxadiazolico),
167,6 (C-3’ del anillo oxadiazolico), 153,7, 142,4, 118,8, 105,6 (carbonos aromaticos
del anillo trimetoxifenilo), 147,5 (C-5’ del anillo triazélico), 122,5 (carbono
cuaternario del ciclopentilidén), 108,3 (C-1), 85,8 (C-4), 85,2 (C-2), 83,2 (C-3), 61,2
(OCHg), 60,1 (C-1"), 56,6 (OCH3), 36,0, 36,0, 35,9, 23,7, 23,3 (C-5 y carbonos del
ciclopentilidén). HRMS (ESI) m/z [M + Na]* calculado para CasH29NsNaOsS
570,16290, encontrado 570,16285; m/z [M + H]" calculado para C2sH3oNsOsS
548,18096, encontrado 548,18280.

Procedimiento general 17 para la sintesis de derivados di-heterociclicos (137-140).
Para obtener los derivados di-heterociclicos 137-140 se utilizd el mismo procedimiento
empleado para la obtencién de los derivados 133-136 reemplazando el 1,2,4-triazolil-5-

tiol por 5-amino-1,3,4-tiadiazol-3-tiol (1,19 mmol).

[5-(4-Nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il] metil 5-S-(5-amino-1,3,4-tiadiazol-2-il)-5-desoxi-
2,3-O-isopropilidén-S-p-ribofurandsido (137).

El procedimiento general 17 se aplicé al compuesto 129
(91,2 mg, 0,167 mmol) y se purifico por columna
cromatografica utilizando como eluyente mezclas de
tolueno: AcOEt 100:0 a 70:30. Se obtuvo el compuesto 137
como un solido amarillo (47,6 mg, 0,0936 mmol, 56 %); Rt
= 0,36 (tolueno: acetato de etilo 1:1 (x2)); pf: 181-183 °C
(descomposicion), [a]p?® -4,0 (¢ 1,0, cloroformo). RMN-'H (500 MHz, Py-ds) &: 8,61
(s, 2H, NH2 del grupo tiadiazol), 8,38 (d, 2H, Jarom 8,8 Hz, protones del anillo p-
nitrofenilo), 8,31 (d, 2H, Jarom 8,8 Hz, protones del anillo p-nitrofenilo), 5,0 (s, 1H, H-1),
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5,18 (d, 1H, Ji'b,1°a 13,1 Hz, H-1"b), 5,04 (d, 1H, J1°a,1b 13,1 Hz, H-17a), 5,04 (d, 1H, J32
6,3 Hz, H-3), 5,03-4,98 (m, 2H, H-2, H-4), 3,86 (dd, 1H, Jsb5a 13,5 Hz, Jsp4 7,1 Hz, H-
5b), 3,69 (dd, 1H, Jsasb 13,4 Hz, Jsas 8,4 Hz, H-53), 1,52 (s, 3H, CHs), 1,32 (s, 3H,
CHs); RMN-1C (125 MHz, Py-ds) §: 174,9 (C-5’ del anillo oxadiazolico), 171,2 (C-5>
del anillo tiadiazolico), 169,2 (C-3° del anillo oxadiazolico), 151,0 (C-2’ del anillo
tiadiazolico), 150,9, 129,9, 129,7, 125,1 (carbono del p-nitrofenilo), 113,0 (carbono
cuaternario del isopropilidén), 109,1 (C-1), 86,6 (C-4), 86,3 (C-2), 84,1 (C-3), 60,4 (C-
1’), 38,4 (C-5), 26,8, 25,2 (CH3). HRMS (ESI) m/z [M + Na]* calculado para
C19H20NsNaO7S, 531,07271, encontrado 531,07230

[5-(4-Nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il] metil 5-S-(5-amino-1,3,4-tiadiazol-2-il)-2,3-O-
ciclopentilidén-5-desoxi-S-b-ribofuranosido (138).

El procedimiento general 17 se aplic6 al compuesto 130
(49,4 mg, 0,0861 mmol) y se purific6 por columna
cromatografica utilizando tolueno: AcOEt 95:5 a 80:20
como mezcla de solvente. Se obtuvo el compuesto 138
como un solido amarillo (32,1 mg, 0,0600 mmol, 70 %); Rs
= 0,28 (tolueno: AcOEt 1:1 (x2)); pf: 180-181 °C
(descomposicion); [a]p®® -4,7 (¢ 1,0, DMSO). RMN-'H (500 MHz, Py-ds) &: 8,61 (s,
2H, NH> del grupo tiadiazol), 8,38 (d, 2H, Jaom 8,5 Hz, protones del anillo p-
nitrofenilo), 8,31 (d, 2H, Jarom 8,8 Hz, protones del anillo p-nitrofenilo), 5,71 (s, 1H, H-
1), 5,19 (d, 1H, Ji'b,1’a 13,1 Hz, H-1°b), 5,05 (d, 1H, Jra 1w 13,1 Hz, H-1"a), 5,04 (t, 1H,
Jas 7,6 Hz, H-4), 4,99 (d, 1H, J32 6,3 Hz, H-3), 4,93 (d, 1H, J23 5,6 Hz, H-2), 3,86 (dd,
1H, Jsbsa 13,4 Hz, Jspa 7,1 Hz, H-5b), 3,70 (dd, 1H, Jsasb 13,4 Hz, Jsa4s 8,4 Hz, H-53),
2,02-1,55 (m, 8H, protones del ciclopentilidén); RMN-3C (125 MHz, Py-ds) &: 174,9
(C-5" del anillo oxadiazolico), 171,2 (C-5"" del anillo tiadiazélico), 169,2 (C-3’ del
anillo oxadiazdlico), 151,0 (C-2”’ del anillo tiadiazdlico), 150,9, 129,9, 129,7, 125,1
(carbonos del anillo p-nitrofenilo), 122,6 (carbono cuaternario del ciclopentilidén),
108,9 (C-1), 86,4 (C-4), 86,1 (C-2), 83,9 (C-3), 60,3 (C-1"), 38,4 (C-5), 36,3, 36,3, 24,2,
23,7 (carbonos del ciclopentilidén). HRMS (ESI) m/z [M + Na]* calculado para
C21H22NsNaO7S, 557,08836, encontrado 557,09044; m/z [M + H]* calculado para
C21H23N607S2 535,10641, encontrado 535,10843.
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[5-(4-Clorofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-ilJmetil 5-S-(5-amino-1,3,4-tiadiazol-2-il)-2,3-O-
ciclopentilidén-5-desoxi- S-b-ribofuranésido (139).

El procedimiento general 17 aplicado al compuesto 131
(50,0 mg, 0,0888 mmol) y se purific6 por columna
cromatografica utilizando tolueno: AcOEt 95:5 a 80:20
como solvente de elucion. Se obtuvo el compuesto 139
como un solido blanco (39,8 mg, 0,0760 mmol, 86 %); R¢ =
0,27  (tolueno: AcOEt 1:1); pf: 162-163 °C
(descomposicion). RMN-'H (500 MHz, (CD3).CO) &: 8,16 (d, 2H, Jaom 8,6 Hz,
protones del anillo p-clorofenilo), 7,69 (d, 2H, Jarom 8,6 Hz, protones del anillo p-
clorofenilo), 6,64 (sa, 1,3H, NH> del anillo tiadiazolico), 5,32 (s, 1H, H-1), 4,90 (d, 1H,
Jrv,1va 13,0 Hz, H-1°b), 4,83 (d, 1H, J32 6,0 Hz, H-3), 4,81 (d, 1H, Ji-a1s 13,0 Hz, H-
1’a), 4,69 (d, 1H, J23 6,0 Hz, H-2), 4,50 (t, 1H, Ja5 7,6 Hz, H-4), 3,49 (dd, 1H, Jsb5a
13,6 Hz, Jsp4 7,5 Hz, H-5b), 3,42 (dd, 1H, Jsasb 13,6 Hz, Jsa4 8,0 Hz, H-53), 1,86-1,62
(m, 8H, protones del ciclopentilidén); RMN-C (125 MHz, Py-ds) §: 175,8 (C-5° del
anillo oxadiazdlico), 171,2 (C-5’ del anillo tiadiazélico), 168,9 (C-3 del anillo
oxadiazolico), 151,0 (C-2*’ del anillo tiadiazélico), 139,6, 130,3, 130,2, 123,3
(carbonos del anillo p-clorofenilo), 122,6 (carbono cuaternario del ciclopentilidén),
108,8 (C-1), 86,4 (C-4), 86,1 (C-2), 83,9 (C-3), 60,4 (C-1"), 38,4 (C-5), 36,3, 36,3, 24,2,
23,7 (carbonos del ciclopentilidén). HRMS (ESI) m/z [M + Na]* calculado para
C21H22CINsNaOsS» 546,06431, encontrado 546,06425.

[5-(3,4,5-Trimetoxifenil)-1,2,4-oxadiazol-3-il]metil 5-S-(5-amino-1,3,4-tiadiazol-2-il)-
2,3-O-ciclopentilidén-5-desoxi-S-p-ribofurandésido (140).

Se aplicé el procedimiento general 17 al compuesto 132
(45,4 mg, 0,0783 mmol) y se fue purificd por cromatografia
en columna flash utilizando como eluyente mezclas de
tolueno: AcOEt 95:5 a 60:40. Se obtuvo el compuesto 140
como un solido blanco (28,4 mg, 0,0459 mmol, 59 %); Rs =
0,27 (tolueno: AcOEt 1:1 (x2)); pf: 127-129 °C. RMN-H
(500 MHz, (CD3).CO) &: 7,42 (s, 2H, protones aromaticos
del trimetoxifenilo), 6,62 (bs, 1,3H, NH2 del anillo tiadiazélico), 5,31 (s, 1H, H-1), 4,89
(d, 1H, Ji'b,1a 12,9 Hz, H-1°b), 4,83 (d, 1H, J32 6,0 Hz, H-3), 4,79 (d, 1H, Jia1b 12,9
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Hz, H-1’a), 4,70 (d, 1H, J23 6,0 Hz, H-2), 4,51 (t, 1H, Ja5 7,7 Hz, H-4), 3,96 (s, 6H,
OCHpg), 3,84 (s, 3H, OCHz), 3,50 (dd, 1H, Jsb52 13,7 Hz, Jspa 7,4 Hz, H-5b), 3,43 (dd,
1H, Jsasb 13,7 Hz, Jsa4 8,0 Hz, H-5a), 1,86-1,62 (m, 8H, protones del ciclopentiliden);
RMN-13C (125 MHz, (CD3).CO) &: 176,7 (C-5" del anillo oxadiazdlico), 170,0 (C-5>
del anillo tiadiazolico), 168,8 (C-3° del anillo oxadiazolico), 151,6 (C-2’’ del anillo
tiadiazolico), 154,9, 143,4, 119,7, 106,3 (carbonos aromaticos del trimetoxifenilo),
122,6 (carbono cuaternario del ciclopentilidén), 108,9 (C-1), 86,3 (C-4), 86,0 (C-2),
83,9 (C-3), 60,8 (OCHs), 60,3 (C-17), 56,8 (OCHzs), 38,2 (C-5) , 36,3, 24,2, 23,7
(carbonos del ciclopentilidén). HRMS (ESI) m/z [M + Na]® calculado para
C24H20NsNaOgS, 602,13498, encontrado 602,13529; m/z [M + H]" calculado para
C24H30Ns0gS2 580,15303, encontrado 580,15477.

D-Ribono-1,4-lactona (142).

A un baldn de tres bocas de 1L equipado con un agitador magnético,

una ampolla compensadora y un termémetro, se le agregd D-ribosa HO

(20 g, 0,13 mol); bicarbonato de sodio (22,4 g, 0,26 mol; 2 equiv.) y

agua (120 mL). La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante e

15 minutos, tiempo durante el cual la mayor parte de los solidos se disolvid. Luego, el
balon se sumergié en un bafio de agua-hielo. La ampolla compensadora se llend con
bromo (7,2 mL, 0,14 mol, 1,08 equiv.) y se afiadi6 bromo a la solucién acuosa con
agitacion vigorosa, a una velocidad de 2 gotas/seg. de manera tal que la temperatura de
reaccion no supero los 5 °C. Cuando la adicion fue completa, la ampolla compensadora
se sustituyd por un tapon y la solucién resultante de color naranja se agitd durante 50
minutos. Posteriormente, se agregé bisulfito de sodio (1,3 g, 12,5 mmol) con el fin de
eliminar por completo el color naranja.

La solucion acuosa transparente se transfierié a un balén de 2 L y se evapor6 en un
evaporador rotatorio (temperatura del bafio 60-70 °C) hasta que se formo una
suspension humeda. Luego se afiadié etanol absoluto (80 mL) y tolueno (20 mL) para
dar una suspension turbia y se elimind el disolvente por evaporacion rotatoria
(temperatura del bafio 50 °C) hasta obtener un sélido humedo. Se agregd etanol
absoluto (80 mL) y la mezcla se calent6 en un bafio de vapor durante 30 minutos. La
suspension etanolica caliente se filtro y los solidos se lavaron con etanol absoluto
caliente (20 mL). El filtrado se enfri6 a temperatura ambiente y luego se refrigero

durante 16 h. El producto cristalino se filtrd, se enjuagd primero con etanol absoluto frio
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(20 mL) y después con Et20 (20 mL) y se seco al vacio a temperatura ambiente para dar
15,7 g de producto bruto. El filtrado se concentrd (40 mL) y se refrigerd para obtener
producto adicional, que se filtrd, se lavo con etanol frio (5 mL) y Et,O (5 mL) y se secd
al vacio a temperatura ambiente para proporcionar 3,9 g de producto crudo adicional.

Los datos fisicos y espectroscopicos coincidieron con los datos de literatura.’

2,3-O-Isopropilidén D-ribono-1,4-lactona (143).
Una mezcla de 142 (783,9 mg, 5,29 mmol) y sulfato de cobre
anhidro (1,13 g, 7,07 mmol) en acetona anhidra (6 mL) se agitd

magnéticamente a temperatura ambiente durante 18 h. Luego se

agrego celite (500 mg) y la mezcla se filtrd. Se evaporo el solvente a
presion reducida para obtener el aceténido 143 como un solido color crema (846,5 g, 85

%). Los datos fisicos y espectroscopicos coincidieron con los datos de literatura.®

Procedimiento general 18 para la sintesis de derivados de D-ribono-1,4-lactona
sililados.

A una solucién del aceténido 143 (8,0 mmol) en 8 mL de DMF a 0 °C bajo atmosfera
de argon se agregaron sucintamente cloruro de tert-butildifenilsililo®/tert-
butildimetilsililo (8,8 mmol) e imidazol (17,6 mmol). La mezcla resultante se dejé
llegar a temperatura ambiente y se agité durante 5 h. La mezcla se disolvié con igual
volumen de cloruro de metileno y se extrajo 3 veces con agua y una vez con NacCl
(solucién saturada). La fase organica se secd con sulfato de sodio anhidro y se evapord
el solvente a presion reducida. El residuo resultante se purificd por cromatografia en
columna de silica gel utilizando como solvente de elucién mezclas de ciclohexano:
acetona 100:0 a 90:10.

5-O-tert-Butildifenilsilil-2,3-O-isopropilidén-D-ribono-1,4-lactona (144).
Se aplico el procedimiento general 18 al acetonido 143 (1,63 g,
6,13 mmol) obteniéndose el compuesto 144 como un sélido blanco R eDE
(1,43 g, 4,36 mmol, 71 %). Los datos fisicos y espectroscopicos

coincidieron con los datos de literatura.°
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5-O-tert-Butildimetilsilil-2,3-O-isopropilidén-D-ribono-1,4-lactona (145).
Se aplico el procedimiento general 18 al acetonido 143 (789,0 mg,
4,19 mmol) obteniéndose el compuesto 145 como un solido blanco —_—
(920,6 mg, 3,04 mmol, 73 %). Los datos fisicos y espectroscopicos

coincidieron con los datos de literatura.

Bromuro de alilmagnesio.

A un balén de tres bocas se lo equipé con una barra magnética, una ampolla
compensadora, un septum y un refrigerante, a la salida del cual se conect6 un tubo con
CaCl, (anh.) El balén se cargd con un exceso de virutas de magnesio (698,5 mg, 29
mmol) y 2 mL de éter etilico anhidro. A la mezcla en agitacion se le agregd gota a gota
una solucion de bromuro de alilo (1,40 g, 1,0 mL, solucién 80% en tolueno) en 12 mL
de éter etilico anhidro. Al finalizar el agregado (30 minutos), la mezcla se agitoé durante

1 h. El reactivo de Grignard asi obtenido se lo utilizé inmediatamente.'?

8-O-(tert-Butildimetilsilil)-1,2,3-tridesoxi-5,6-O-isopropilidén-
a, -D-ribo-oct-1-en-4-ulofuranosa (146).
En un baldn se disolvio el compuesto 144 (199,8 mg, 0,468 mmol)

en éter etilico bajo atmosfera de argon y se colocd en un bafio de

agua-hielo. A esta solucion se le agregé bromuro de alilmagnesio (1,0 mL) gota a gota.
La mezcla de reaccion se dej6 agitando 2h y se la mantuvo en un bafio de agua-hielo.
Luego se agreg0 una solucion satura de NaHCOs y la fase acuosa se extrajo con éter
etilico y luego con cloruro de metileno. Las fases organicas combinadas se secaron con
sulfato de sodio (anh.), el solvente se evaporo a presion reducida y el residuo se purifico
por cromatografia en columna de silica gel utilizando mezclas de ciclohexano: acetona
100:0 a 99:1. Se recuperé un 20 % de la lactona 144 (40,4 mg) y se obtuvo el
compuesto 146 (144,5 mg, 0,308 mmol, 66 %) como un aceite transparente. La mezcla
de andmeros o se estimo a partir del espectro de RMN-'H en relacion 1:2,7. Los datos
fisicos y espectroscopicos coincidieron con los datos de literatura. Rendimiento

bibliografico: 87 % (considerado como rendimiento recuperado).

[1-(3,4,5-Trimetoxifenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)metanol (152).
Alcohol propargilico (0,12 mL, 2,08 mmol), acido ascérbico (13,6 mg, 0,077 mmol),
bicarbonato de sodio (6,5 mg, 0,077 mmol) y CuSO4.5H20 (25,7 mg, 0,203 mmol) se
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suspendieron en 15 mL de etanol: agua 1:1. Luego de 15 minutos, se agregd 5-azido-
1,2,3-trimetoxibenceno (366,3 mg, 1,75 mmol) y la mezcla se agitd a 45 °C durante 3 h.
Posteriormente, se evaporo el solvente a presion reducida. El residuo se extrajo con
acetato de etilo tres veces y las fases organicas combinadas se lavaron con agua y se
secaron con sulfato de sodio anhidro. Se evapord el solvente a presion reducida para
obtener un solido blanco (406,8 mg, 1,53 mmol, 88 %). RMN-'H (200 MHz, CD3s0D)
d: 8,47 (s, 1H, H-5 del anillo triazolico), 7,15 (s, 2H, protones del trimetoxifenilo), 4,66
(s, 2H, -CH20H), 3,93 (s, 6H, OCHBg), 3,81 (s, 6H, OCHj3).

[3-(3,4,5-Trimetoxifenil)isoxazol-5-ilfmetanol (153).

A una solucién de 3,4,5-trimetoxibenzaldoxima (2,379, 11,2 mmol) y alcohol
propargilico (1,0 mL, 17,3 mmol) en etanol: agua 1:1 se agrega cloramina-T (4,36 g,
19,1 mmol) de a porciones. Se deja reaccionar a temperatura ambiente durante 3 h. Se
evapord el solvente a presion reducida y el residuo se disolvié en acetona y se filtré al
vacio. Luego se purificd por cromatografia en columna de silica gel utilizando como
eluyente mezclas de ciclohexano: acetona 100:0 a 80:20. El producto puro se obtuvo
como un aceite incoloro (2,15 g, 8,10 mmol, 72%). Los datos fisicos y espectroscdpicos

coincidieron con los datos de literatura.**

Procedimiento general 19 para sintesis de derivados heterociclicos bromados.

A una solucion de trifenilfosfina (14,8 mmol) y el compuesto 152 o 153 (7,4 mmol) en
15 mL de DMF anhidro bajo atmdsfera de argdn se agregd gota a gota una solucion de
NBS (14,8 mmol) en DMF (5 mL). La mezcla se agitd durante 2 h a temperatura
ambiente y luego se agregaron 12 mL de metanol dejandolo reaccionar por 12 h para
dar por finalizada la reaccién. Se evapord el solvente a presion reducida y el residuo fue
sometido a una extraccion con Et.O/agua y la fase orgénica se secd con Na>SOs (anh.).
El producto crudo se purificd por cromatografia en columna sobre silicagel utilizando

mezclas ciclohexano: acetona 100:0 a 90:10 como eluyente.

4-(Bromometil)-1-(3,4,5-trimetoxifenil)-1H-1,2,3-triazol (154).

Se aplic6 el procedimiento general 19 al compuesto 152 (1,63 g, 6,13 mmol)
obteniéndose el compuesto 154 como un sélido blanco (1,43 g, 4,36 mmol, 71 %).
RMN-IH (200 MHz, CDCls) &: 7,98 (s, 1H, H-5 del anillo triazélico), 6,92 (s, 2H,
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protones del trimetoxifenilo), 4,64 (s, 2H, -CH2Br), 3,93 (s, 6H, OCHj3), 3,89 (s, 6H,
OCHzs). EMIE m/z 329, 327, 220, 189.

5-(Bromometil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)isoxazol (155).
Se aplico el procedimiento general 19 al compuesto 153 (1,97 g, 7,41 mmol)
obteniéndose el compuesto 155 como un sélido blanco (1,65 g, 5,03 mmol, 68 %).
RMN-IH NMR (200 MHz, CDCls) &: 6,98 (s, 2H, protones del trimetoxifenilo), 6,59 (s,
1H, H-4 del anillo isoxazélico), 4,48 (s, 2H, -CH2Br), 3,89 (s, 6H, OCH3), 3,87 (s, 3H,
OCHa). EMIE m/z 329, 327, 314, 312, 286, 284, 234.

Procedimiento para la obtencidn de etinil lactol derivados.

A una solucion de TMS-acetileno (46 uL, 32 mg, 0,327 mmol) en THF anhidro (2 mL)
bajo atmosfera de argon a -78 °C, se agreg6 una solucién de n-BuLi (186 uL, 0,372
mmol, 2,0 mol/L). La mezcla de reaccion se dejo que llegue a temperatura ambiente
durante 15 minutos y luego se enfrié nuevamente a -78 °C. Posteriormente, se afiadid
gota a gota una solucién de la lactona 146 (80,6 mg, 0,266 mmol) en THF anhidro. La
mezcla de reaccion se agitdé durante 30 minutos a -78 °C y luego se agregd solucion
saturada de NH4Cl hasta pH neutro. La mezcla resultante se extrajo con cloruro de
metileno. Las fases organicas combinadas se secaron con MgSOa (anh.) y el solvente se
evaporo a presion reducida. El producto crudo obtenido se purificd por cromatografia en
columna de silica gel utilizando mezclas de ciclohexano: acetona 100:0 a 99:1. Se
obtuvo 156 como un aceite transparente (48,1 mg, 0,120 mmol, 45 %) y 157 como un

aceite transparente (5,2 mg, 0,0158 mmol, 6 %).

7-O-tert-Butildimetilsilil-1,2-didesoxi-4,5-O-isopropilidén-1-trimetilsilil- o, f-D-ribo-
hept-1-in-3-ulofuranosa (156).

R¢ = 0,56 (ciclohexano: acetona 7:3). RMN-H (500 MHz, CDCls)
d: isomero A: 5,31 (s ancho, 1H, O-H), 4,76 (dd, 1H, J32 5,7 Hz,
Js4 1,1 Hz, H-3), 4,53 (d, 1H, J2;3 5,7 Hz, H-2), 4,38 (dd ancho,
1H, Jasb 3,0 Hz, Jasa 2,4 Hz, H-4), 3,78 (dd, 1H, Jspsa 11,1 Hz,
Jsba 2,6 Hz, H-5b), 3,74 (dd, 1H, Jsasp 11,1 Hz, Jsas 2,4 Hz, H-5a),
1,54 (s, 3H, CHs isopropilidén), 1,36 (s, 3H, CHs isopropilidén); 0,91 (s, 9H,
SiC(CHz3)3), 0,20 (s, 9H, SiCHz del TMS), 0,13 (s, 3H, SiCHz del TBDMS), 0,12 (s, 3H,
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SiCHs del TBDMS); isémero B: 4,84 (dd, 0,3H, J32 6,7 Hz, J34 2,3 Hz H-3), 4,72 (d,
0,3H, J2;3 6,7 Hz, H-2), 4,16 (ddd, 0,3H, Ja5 6,2 Hz, Ja5 4,5 Hz, Ja3 2,3 Hz, H-4), 3,72-
3,80 (m, 0,6H, H-5a y H-5b), 1,58 (s, 0,9H, CHs isopropilidén), 1,40 (s, 0,9H, CHs
isopropilidén); 0,90 (s, 2,7H, SiC(CHs3)s3), 0,17 (s, 2,7H, SiCHz del TMS), 0,08 (s, 0,9H,
SiCH3 del TBDMS), 0,07 (s, 0,9H, SiCH3 del TBDMS); RMN-3C (125 MHz, CDCls)
d: isdbmero A: 113,3 (carbono cuaternario del isopropilidén), 101,9 (C-1), 100,0
(C=CSi), 91,4 (C=CSi), 89,0 (C-2), 86,4 (C-4), 82,3 (C-3), 64,7 (C-5), 26,8, 25,8 (CH3
isopropilidén), 25,9 (SiC(CHzs)3), 18,4 (SiC(CHs3)3), -0,2 (SiCH3 del TMS), -5,5, -5,6
(SiCHs del TBDMS); isomero B: 115,1 (carbono cuaternario del isopropilidén), 103,5
(C=Csi), 96,4 (C-1), 89,3 (C=CSi), 85,3 (C-2), 82,9 (C-4), 81,6 (C-3), 62,5 (C-5), 26,4,
25,1 (CHs isopropilidén), 26,1 (SiC(CHa)a), 18,5 (SiC(CHs3)s3), -0,3 (SiCH3 del TMS), -
5,1, -5,3 (SiCH3 del TBDMS).

7-O-tert-Butildimetilsilil-1,2-didesoxi-4,5-O-isopropilidén- «, -D-ribo-hept-1-in-3-
ulofuranosa (157).

Rt = 0,49 (ciclohexano: acetona 7:3). RMN-H (500 MHz, CDCls)
§: isémero A: 4,79 (dd, 1H, Js2 5,7 Hz, Js4 1,3 Hz, H-3), 4,57 (d,
1H, J23 5,7 Hz, H-2), 4,37 (dd ancho, 1H, Jasb 3,6 Hz, Jasa 2,2 Hz,
H-4), 3,79 (dd, 1H, Jspsa 11,2 Hz, Jspa 2,5 Hz, H-5b), 3,75 (dd,
1H, Jsasp 11,2 Hz, Jsas 2,3 Hz, H-5a), 2,70 (s, 1H, C=CH), 1,56 (s, 3H, CHs
isopropilidén), 1,37 (s, 3H, CHs isopropilidén); 0,92 (s, 9H, SiC(CH3)3), 0,14 (s, 3H,
SiCHs3 del TBDMS), 0,13 (s, 3H, SiCH3 del TBDMS); isomero B: 4,83 (dd, 0,2H, J32
6,7 Hz, J34 2,3 Hz H-3), 4,74 (d, 0,2H, J23 6,7 Hz, H-2), 4,19 (td, 0,2H, Js3 2,3 Hz, J45
4,8 Hz, H-4), 3,76-3,77 (m, 0,4H, H-5a y H-5b), 2,57 (s, 0,2H, C=CH), 1,59 (s, 0,6H,
CHjs isopropilidén), 1,40 (s, 0,6H, CHs isopropilidén), 0,90 (s, 1,8H, SiC(CHz)3), 0,09
(s, 0,6H, SiCH3 del TBDMS), 0,08 (s, 0,6H, SiCHs del TBDMS); RMN-13C (125 MHz,
CDCls) 6: isomero A: 113,5 (carbono cuaternario del isopropilidén), 101,4 (C-1), 88,8
(C-2), 86,9 (C-4), 81,8 (C-3), 79,4 (C=CH), 74,1 (C=CH), 64,5 (C-5), 26,8, 25,6 (CH3
isopropilidén), 25,9 (SiC(CHs)s), 18,3 (SiC(CHs)s), -5,6 (SiCHa); isomero B: 115,2
(carbono cuaternario del isopropilidén), 96,3 (C-1), 85,2 (C-2), 83,1 (C-4), 82,7
(C=CH), 81,6 (C-3), 72,4 (C=CH), 62,8 (C-5), 26,3, 25,0 (CHs isopropilidén), 26,0
(SiC(CHg)3), 18,4 (SiC(CHs3)3), -5,1, -5,3 (SiCHs del TBDMS).

TBDMSO

I
0
OH

o_ 0O
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Obtencion de 157 a partir de 156:

A una solucién de 156 (35,5 mg, 0,0886 mmol) en MeOH anhidro (1 mL) a temperatura
ambiente y bajo atmosfera de argdn se agrega carbonato de potasio (anh.) y la mezcla se
agita durante 1 h. Luego de evaporar el solvente, se agrega cloruro de metileno (5 mL)
al residuo y la solucién se filtra y se seca sobre MgSO4 (anh.). El crudo de reaccion se
purifica por cromatografia en columna de silica gel utilizando como eluyente mezclas
ciclohexano: acetona 100:0 a 95:5 y se obtiene 157 como un aceite transparente (28,5
mg, 0,0868 mmol, 98 %).

5-O-tert-Butildimetilsilil-1- 3, a-[1-(4-clorofenil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-2,3-O-
isopropilidén «,-D-ribo-pent-1-ulofuranosa (159).

El compuesto 157 (15,0 mg, 0,0457 mmol), ascorbato de
sodio (2,5 mg, 12,6 umol), CuSO4+.5H.0 (2,4 mg, 9,62
umol) se suspendieron en una mezcla de tert-BuOH/H20 1:1

(2 mL). Luego de 15 minutos se agregé 5-azido-1,2,3-

trimetoxibenceno (27,2 mg, 0,177 mmol) y la mezcla
resultante se agité a temperatura ambiente por 24 h. Posteriormente, se extrajo con
cloruro de metileno y las fases organicas combinadas se lavaron con agua, se secaron
con sulfato de sodio (anh.) y se evaporaron a presion reducida. El residuo se purifico
por cromatografia en columna de silica gel utilizando mezclas de ciclohexano: acetona
100:0 a 90:10. Se obtuvo el compuesto 159 como un sélido blanco (14,9 mg, 0,0309
mmol, 68 %); Rr = 0,44 (ciclohexano: acetona 7:3). RMN-'H (200 MHz, CDCls) &:
isdbmero A: 8,05 (s ancho, 1H, hidrégeno del triazol), 7,69 (d, 2H, J 8,8 Hz, hidrdgenos
aromaticos del p-clorofenilo), 7,48 (d, 2H, J 8,8 Hz, hidrogenos aromaticos del p-
clorofenilo), 4,95 (dd, 1H, Js32 5,8 Hz, J34 1,3 Hz, H-3), 4,79 (d, 1H, J2;3 5,7 Hz, H-2),
4,48 (td, 1H, Jas 2,9 Hz, Ja3 1,3 Hz, H-4), 3,91 (dd, 1H, Jsb54 11,0 Hz, Jsp4 3,1 Hz, H-
5b), 3,85 (dd, 1H, Jsasp 11,0 Hz, Jsas 2,9 Hz, H-53a), 1,47 (s, 3H, CHs isopropilidén),
1,31 (s, 3H, CHs isopropilidén); 0,96 (s, 9H, SiC(CHz3)3), 0,18 (s, 3H, SiCHz), 0,16 (s,
3H, SiCHz3); isdbmero B: 8,07 (s ancho, 0,2H, hidrdgeno del triazol), 7,66 (d, 0,4H, J 8,8
Hz, hidrégenos aromaticos del p-clorofenilo), 7,49 (d, 0,4H, J 8,8 Hz, hidrogenos
aromaticos del p-clorofenilo), 5,18 (d, 0,2H, J.3 7,0 Hz, H-2), 4,90 (dd, 0,2H, J3. 7,0
Hz, J34 3,3 Hz, H-3), 4,33 (m, 0,2H, H-4), 3,77-3,79 (m, 0,4H, H-5a y H-5b), 1,45 (s,
0,6H, CHa isopropilidén), 1,25 (s, 0,6H, CHs isopropilidén); 0,85 (s, 1,8H, SiC(CHz3)3),
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0,03 (s, 0,6H, SiCH3), 0,02 (s, 0,6H, SiCHs); RMN-'*C (50 MHz, CDCls) &: isdmero A:
136,5, 130,0, 122,0, 121,1 (carbonos del anillo p-clorofenilo), 113,1 (carbono
cuaternario del isopropiliden), 107,1 (C-1), 88,2, 86,7, 82,3 (C-2, C-3 y C-4), 64,9 (C-
5), 26,7, 25,2 (CHs isopropilidén), 26,0 (SiC(CHs)s3), 18,5 (SiC(CHs3)3).

Mediciones de coeficientes de particion cloroformo-agua

Procedimiento para la preparacion de las soluciones:

Para calcular el logP, las muestras se prepararon soluciones de concentracién 1 mg/mL.
Se pes6 5 mg de cada compuesto y se lo disolvié en 5 mL de solvente saturado (CHCls
saturado en agua). Se tomaron 2 mL de solucién y se le agregé 2 mL de agua saturada
en el solvente (agua saturada en cloroformo). Se colocé la mezcla en un tubo de
extraccion y se invirtio 100 veces en aproximadamente 5 minutos y luego se centrifugd
sa 3000 rpm durante 30 minutos. Para la curva de calibracidon, se realizaron diluciones
de la solucién inicial cloroformica: 1/10; 1/20; 1/50; 1:100; 1/250.

Célculo de logP:

Se midio la absorbancia a diferentes longitudes de onda dependiendo del compuesto
Amax = 244 nm (compuestos 79 y 80), Amax = 284 nm (compuestos 81, 82), Amax = 264
nm (compuestos 86), Amax = 260 nm (compuestos 87, 89), Amax = 276 nm (compuestos
90, 91).

3. Ensayos de actividad bioldgica.

3.1. Estudios farmacoldgicos realizados en los compuestos 79, 80, 81, 82, 86, 87,
89,90y 91.

Condiciones de los cultivos celulares

La linea cellular tummoral BW 5147 (Institute fur Virologie und Immunobiologie der
Universitat Wurzburg, Alemania) es una linea celular de células de linfoma T que
expresa el haplotipo H-2k, es CD3+ y tiene un TCRap determinado para el anélisis por

citometria de flujo. Las células se cultivaron a concentraciones optimas de 3x105
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células/mL en un medio RPMI 1640 (GIBCO) suplementado con suero fetal de ternera
(FCS), 2 mM glutamina y antibioticos.'® Las células se cultivaron en un volumen final
de 0,2 mL en placas de microtitulacion de 96 celdas de fondo plano (Nunc).

Compuestos analizados

Se analizaron los compuestos 79-82, 86-87, 89-91. El compuesto 91 se disolvio en
dimetilsulfoxido (DMSO) y el resto a diferentes concentraciones de mezclas
etanol:agua. ElI compuesto 79 se disolvié en etanol al 12 %, el compuesto 81 en etanol
al 15 % y los compuestos 80, 82, 86-87, 89-91 en etanol al 10 %. La concentracion final
de las celdas en etanol fue de 0,5 % y en DMSO de 1 %.

Ensayos de proliferacion

Se evaluo el efecto de los diferentes compuestos en la proliferacion tumoral de los
linfocitos mediante la captacién de timidina tritiada [3H]TdR. Las células se cultivaron
durante 24 h en presencia y ausencia (basal) de diferentes concentraciones de los
compuestos 79-82, 86-87, 89-91 (1, 10, 50 y 100 pg/mL) y después se pulsaron con
0,75 pCi/celda de [3H]TdR (S = 25 Ci/mmol) durante las ultimas 16 h antes del
sacrificio del cultivo por congelacion como se describié anteriormente.’® También se
ensayaron los blancos correspondientes a etanol 0,5 % y DMSO 1 %.

Los resultados se expresaron como cpm o como proliferacion celular (% respecto del
basal): [cpm basal-cpm tratada/cpm basal x 100]. Los datos representan la media + SEM
de tres experimentos realizados por triplicado. Es importante destacar que los blancos
no modifican la proliferacion celular por si mismos [cpm proliferacion (media £ SEM):
basal: 5487 + 453, etanol 0,5 %: 5520 + 400; DMSO 1 %: 5500 + 500].

Analisis estadistico
Los datos se analizaron utilizando analisis de la varianza unidimensional y el test de

Dunnett. Las diferencias significativas se determinaron cuando P < 0.05.
3.2. Estudios farmacologicos realizados en los compuestos 79, 81, 82, 100-103.
Cultivos celulares, tratamientos, reactivos y anticuerpos

Las células PC3 se obtuvieron de la American Type Culture Collection (Manassas,
Virginia, Estados Unidos) y cultivaron rutinariamente en RPMI 1649 (Invitrogen)
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suplementado con suero bovino fetal al 10 % (FBS). Para los tratamientos, las células se
incubaron durante 24 h en un medio RPMI con un 10% de FBS y luego se expusieron a
los diferentes compuestos como se especifica en cada caso durante 24 h. Los
anticuerpos policlonales y monoclonales anti-CycB1, anti-CDK4, anti-CDK2 y anti-f-
Actin se obtuvieron de Cell Signaling, Technology (Beverly, Massachusetts, Estados
Unidos). Los anticuerpos secundarios anti-raton y anti-conejo conjugados con HRP se
obtuvieron de Amersham Ltd (UK).

Compuestos Analizados
Se analizaron los compuestos 79, 81, 82, 100-103. Todos los compuestos se disolvieron
en DMSO.

Viabilidad Celular
La viabilidad celular se analiz6 por MTS (Cell Titer 96 wells Aqueous non Radioactive
Cell Proliferation Assay, Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Cada

muestra se analizé por triplicado en cinco experimentos diferentes.

Anélisis del ciclo celular

Las lineas celulares estables de PC3 fueron tratadas con los derivados heterociclicos de
D-ribosa tefiidos con ioduro de propidio (IP) y analizado por FACS. Luego de que la
linea celular se expusiera al compuesto durante 24 h, las células se cosecharon por
tripsonizacion y se sedimentaron suavemente por centrifugacion a 3000 rpm durante 3
minutos. Las células se resuspendieron en un buffer de solucion salina y fosfato (PBS) y
se centrifugaron de nuevo (3000 rpm durante 3 minutos). El pellet se transfirid gota a
gota sobre 1 mL de etanol al 70 % (v/v), se dejaron fijar durante 2 h a 4 °C y se
mantuvieron en bafio de hielo. Las células suspendidas en etanol se recogieron, se
lavaron y se resuspendieron en 1 mL de PBS que contenia RNasa A libre de DNasa (0,2
mg/mL), Triton X-100 (0,1 % v/v), and ioduro de propidio (IP) (0,02 mg/mL).
Posteriormente, cada muestra se incub6 a 37 °C durante 15 minutos antes de analizar el

ciclo celular con un citometro de flojo BD y software FlowJo 7.6.2.

Immunoblotting
Las muestras se incubaron en un bafio de hielo durante 20 minutos y luego se

centrifugaron a 12000 rpm durante 3 minutos en una microcentrifuga y se recogio el
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sobrenadante. La concentracion de proteinas se determind utilizando el kit del ensayo de
acido bicinconinico para proteinas de SIGMA. Luego, las muestras fueron resueltas por
SDS-PAGE vy transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Invitrogen). Las
membranas se bloquearon durante una hora en TBS-T (0,1 % Tween-20 en 10 mM de
Tris-HCI, pH 7,4) con 5 % (m/v) de leche descremada, y luego se incubaron con los
anticuerpos primarios especificos: CycB1 (1:500), CDK4 (1:500), CDK2 (1:250) o B-
actin (1:5000) a 4°C. Después de los lavados con TBS-T, se realizaron incubaciones con
los anticuerpos secundarios apropiados. Se detectaron bandas de proteinas especificas

utilizando reactivos ECL (Amersham Ltd).

Anélisis estadistico
Todos los resultados se expresaron como la media + S.E.M de “n” experimentos
independientes a menos que se indique lo contrario. Se utilizo el test t de Student para

determinar la significacion estadistica con un umbral de P < 0.05.

3.3. Estudios farmacoldgicos realizados en los compuestos 81, 100, 102, 122,
125, 126, 130, 133-140.

Células, y cultivos

En los ensayos se utilizaron las lineas celulares de tumores sélidos humanos A549,
HBL-100, HeLa, SW1573, T-47D y WiDr. Estas lineas celulares fueron un obsequio
del Prof. G. J. Peters (VU Medical Center, Amsterdam, Paises Bajos). Las células se
mantuvieron en placas de cultivo de células tratadas (60 0 100 mm) en un medio RPMI
1640 (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) suplementadas con un 5% de suero de ternera
fetal inactivado por calor (Lonza, Suiza) y 2 mM de L-glutamina (Lonza, Suiza) en una
incubadora a 37 °C con 5 % de CO2 y 95 % de humedad. Las células que crecen
exponencialmente se tripsinizaron (solucion Trypsin-EDTA; Lonza, Suiza) y se
resuspendieron en un medio con antibidtico (100 unidades de penicilina G y 0,1 mg de
estreptomicina por mL; Lonza, Suiza). Las suspensiones celulares individuales se
contaron con Moxi Z (Orflo Technologies, Estados Unidos). Luego del recuento, se
realizaron diluciones para obtener las densidades celulares apropiadas para la
inoculacion dentro de microplacas de fondo plano de 96 celdas (dia 0 o DO; VWR

International, Estados Unidos). Las células se inocularon en un volumen de 100 pL por
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celda a densidades de 2500 (A549, HBL-100, HeLa y SW1573) o 5000 (T-47D y

WiDr) células por celda, en base a sus tiempos de duplicacion.

Ensayos de quimiosensibilidad

Los compuestos se disolvieron inicialmente en DMSO (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos) a 40 mM, 400 veces la concentraciéon final méxima deseada (100 pM). Los
compuestos que resultaron insolubles o parcialmente solubles se descartaron para el
ensayo. Las células control se expusieron a una concentracion equivalente de DMSO
(0,25 % vlv, control negativo). Cada agente se ensayo a diferentes diluciones en un
rango de 1-100 pM. Los tratamientos con farmaco comenzaron el dia 1 (D1), cuando las
células se organizaron como cultivos subconfluentes en monocapa. Las células se
expusieron a los compuestos durante 48 h. Una vez transcurrido ese tiempo, las células
se precipitaron con 25 pL de acido tricloroacético helado (50 % m/v; Sigma-Aldrich,
Estados Unidos) y se fijaron durante 60 minutos a 4 °C. A continuacion, se realizo el
ensayo de sulforhodamina B!’ (SRB; Sigma-Aldrich, Estados Unidos) con ligeras
modificaciones. Brevemente, las células fijadas se tifieron con 25 pL de solucién de
SRB (0,4 % m/v en 1 % v/v acido acético) a temperatura ambiente durante 15 minutos,
luego se elimino el exceso de colorante lavando repetidamente con &cido acético al 1 %
(v/v). El colorante ligado a proteina se disolvio en 150 pL de solucion de base Tris 10
mM (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) para la determinacion de la densidad Optica
(DO).

La DO de cada celda se midi6 usando espectrofotometria'® de doble longitud de onda a
530 nm (longitud de onda analitica) y 620 nm (longitud de onda de referencia) para
reducir la interferencia Optica, utilizando BioTek's PowerWave XS Absorbance
Microplate Reader. Los valores obtenidos se corrigieron teniendo en cuenta el blanco de
la DO a partir de las celdas que contienen solo medio. El porcentaje de crecimiento (PC)
se calculd con respecto a las células control sin tratar (C) a cada una de las
concentraciones del farmaco basadas en la diferencia de la DO al comienzo (To) y al
final (T) de la exposicion al farmaco, se acuerdo a las formulas NC1.1° Brevemente, si T
es mayor o igual a To el calculo es 100 x [(T—To)/(C—To)]. Si T es menor que To
indicando la muerte celular el calculo es 100 x [(T-To)/(To)]. Con estos calculos un
valor de PC de O corresponde a la cantidad de células presentes al comienzo de la
exposicion al farmaco, mientras que valores negativos de PC denotan la muerte celular

neta. La inhibicion celular del 50 % (Glso), que es la concentracion de farmaco que da
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como resultado una reduccion del 50 % del crecimiento celular neto cuando se lo
compara con los valores de las células control sin tratar, se calcul6 como 100 x

[(T—To)/(C—To)] = 50 para cada combinacion de farmaco-linea celular.
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Espectros Adicionales

1. Espectros correspondientes al Capitulo 5.
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Figura 1.1 Espectro de RMN-'H (200 MHz, CDCls) para el compuesto 95.
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Figura 1.3 Espectro de RMN-'H (200 MHz, CDCls) para el compuesto 97.
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Abreviaturas.

5-Fu

Ac

Ac.0
AcOEt
AcOH
Anal.
Anh.
APC
BF3.0Et>

CA4
CcC
CCD
CDKIs
CDKs
Clso
COSY
Cp”
Cu-AAC
)

DCC
CDI
DIPEA
DMF
DMSO
EMIE
Et.O
EtsSiH

5-Fluorouracilo

Acetato

Anhidrido acético

Acetato de etilo

Acido acético

Anélisis Elemental

Anhidro

Complejo promotor de la anafase

Trifluoruro de boroeterato

Concentracion

Combretastatina A-4

Ciclo celular

Cromatografia en capa delgada

Inhibidores de quinasas dependientes de ciclina
Quinasas dependientes de ciclina

Concentracion inhibitoria media

(COrrelation SpectroscopY) Espectroscopia de Correlacion
1,2,3,4,5-Pentametilciclopentadienil
Cicloadicién azida-alquino catalizada por Cobre
Desplazamiento quimico
N,N'-Diciclohexilcarbodiimida
1,1’-carbonildiimidazol
N,N-Diisopropiletilamina
N,N-Dimetilformamida

Dimetilsulfoxido

Espectrometria de masa por Impacto Electronico
Eter etilico

Trietilsilano
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EtOH Etanol

FACS Técnica de clasificacion de células activadas por fluorescencia
FDA Food and Drug Administration

FT-IR Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier

Glso Concentracion del 50% de la méxima inhibicion de la

proliferacion celular

HSQC (Heteronuclear Simple Quantum Correlation) Correlacion
Heteronuclear cuantica simple

HRMS Espectrometria de masa de alta resolucion

J Constante de acomplamiento

Me Metilo

MeOH Metanol

MHz Megahertz

MPF Factor de maduracion-promocion

m/z relacion masa/carga

NaOMe Metoxido de sodio

NBS N-Bromosuccinimida

n-BuLi n-ButilLitio

n/d no determinado

pf. Punto de fusion

ppm Partes por millon

pRb Proteina del retinoblastoma

py Piridina

Rt Relacion de frente de solvente

RMN Resonancia magnética nuclear

Ru-AAC Cicloadicion azida-alquino catalizada por Rutenio

SD Desviacion estandar

S.S. Solucion saturada

t.a. Temperatura ambiente

TBAF Fluoruro de tetra-n-butilamonio

TBDMS tert-Butildimetilsilil
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TBDPS
tert-BuOH
tert-BuOClI
tert-BuOl
THF

TMS

Ts

tert-Butildifenilsilil
tert-Butanol

Hipoclorito de tert-butilo
Hipoiodito de tert-butilo
Tetrahidrofurano
tri-Metilsilil

p-Toluensulfonil
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Lineas Celulares.

Linea celular cérvico-uterino: HeLa.

Linea celular de ameloblastos de raton: ALC

Linea celular de cancer de estomago: NUGC-3.

Linea celular de cancer de higado: HepG-2.

Linea celular de cancer de leucemia ratas: P-388.

Linea celular de cancer de neuroblastoma: IMR-32.

Linea celular de cancer de ovario: SK-OV-3.

Linea celular de cancer de prostata: PC-3.

Linea celular de cancer de renal: HEK-293.

Linea celular de carcinoma oral: KB.

Linea celular de linfoma: BW 5147

Linea celular de melanoma: A375.

Lineas celulares de cancer de colon: CaCo-2, DLD-1, HCT 116, HT-29, LoVo, WiDr.
Lineas celulares de cancer de mama: HBL-100, MCF7, MDA-MB-231, MX-1, SKBR-
3, T-47D.

Lineas celulares de cancer de pancreas: Capan-2, MIA PaCa-2.

Lineas celulares de cancer de pulmoén: A549, NCI-H661, NCI-H1299, SW1573.
Lineas celulares de leucemias humanas: IMS-M2, K562, Karpass299, Kasumi-1,
MV4-11, NB4, OCI-AML2, OCI-AML3, U-937.

Lineas celulares normales: HMEC, HUVEC, RWPE-1.
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Resumen

El objetivo general de esta Tesis de Doctorado fue la sintesis de derivados mono- y
di-heterociclicos de D-ribofuranosa, con la finalidad de obtener compuestos con posible
actividad bioldgica, en particular antitumorales. Se eligieron distintos heterocliclos, en
todos los casos con probada actividad biologica y se fue variando la cantidad y tipo de
heteroatomos constituyentes de los mismos con el fin de encontrar un compuesto lider.
También se varid el tipo de enlace del heterociclo con el carbohidrato y el grupo
protector de las posiciones no derivatizadas. A lo largo del trabajo se fue testeando la
actividad antiproliferativa de los productos sintetizados frente a diferentes lineas

celulares tumorales humanas.

El primer Capitulo de la Tesis es una resefia de los posibles mecanismos que
estarian involucrados en el proceso de generacion de un tumor, asi como las posibles
puntos de ataque para detener la enfermedad. Asi mismo, se presenta una resefia de la
importancia de los heterociclos de cinco miembros selecionados dada su presencia en
diferentes drogas farmacologicas. Particularmente, se demuestra que estos heterociclos
son parte importante de compuestos de probada eficiencia antiproliferativa. Se
destacaran individualmente cada uno de los heterociclos que se utilizaran
posteriormente para la obtencién de los compuestos a saber: 1,2,3-triazoles, 1,2,4-

triazoles, isoxazolinas, isoxazoles, 1,2,4-oxadiazoles y 1,3,4-tiadiazoles.

En el segundo Capitulo se detallan brevemente las caracteristicas y los métodos de
sintesis mas comunes y recientes descriptos en literatura de los heterociclos sintetizados
a saber: 1,2,3-triazoles, 1,2,4-triazoles-3-tiol, isoxazolinas, isoxazoles, 1,2,4-
oxadiazoles. Se especifican los mecanismos mas aceptados involucrados en dichas
sintesis asi como las diferentes condiciones para obtener los heterociclos

regioselectivamente.

En el tercer Capitulo se presentan los objetivos del trabajo y el fundamento

utilizado para la eleccién de las estructuras a sintetizar teniendo siempre como objetivo
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la posible actividad antitumoral. También se discuten las estrategias particulares que se

utilizaran para los desarrollos sintéticos.

En el Capitulo cuatro se desarrolla la ruta sintética para la obtencién de mono- y di-
heterociclos partiendo del alil 2,3-O-ciclopentilidén-B-D-ribofuranésido. Por un lado se
introdujo un primer heterociclo, un triazol o una triazoliltiona, sobre la posicién cinco
del carbohidrato y luego un segundo heterociclo, una isoxazolina, por reaccion de
cicloadicion 1,3-dipolar con el grupo alilo. Se desprotegio el azlcar para obtener los
derivados hidroxilados. Se evalud la actividad antiproliferativa de los compuestos
sintetizados contra una linea celular de linfoma (BW 5147) concluyendo que los
compuestos hidrofilicos disminuian la actividad. Los compuestos con un anillo
triazolico mostraban una actividad moderada y se utilizaron como compuestos lideres

para desarrollos posteriores.

En el Capitulo cinco se describe el camino sintético utilizado para reemplazar el
anillo isoxazolinico no aromaético por heterociclicos aromaticos de cinco miembros. En
este capitulo también se expord la influencia del grupo protector sintetizando
isopropilidén y ciclopentilidén derivados. Los anillos aromaticos seleccionados en este
caso fueron el isoxazol, donde s6lo se adicionaba aromaticidad al anillo, y tiazoles,
donde se evalu6 el cambio del tipo y cantidad de heteroatomos en el anillo
heterociclico. Se evalud la actividad antiproliferativa de los nuevos compuestos y los
compuestos mas prometedores del capitlo anterior frente a la linea celular PC3 de
cancer de prostata. Se analizd el efecto de los compuestos sobre las distintas fases del
ciclo celular. Llamativamente los compuestos previamente seleccionados y dos nuevos
derivados resultaron ser moderadamente activos pero alterando diferentes fases del ciclo

celular.

En el Capitulo seis se presenta el esquema sintético desarrollado para introducir un
anillo 1,2,4-oxadiazolico en lugar del isoxazol o el 1,2,3-triazol. En este caso se quiso
evaluar la cantidad, tipo y posicion de los heteroatomos en el anillo sobre la actividad
antitumoral. Se plantearon dos posibles estrategias sintéticas y se seleccion6 aquella que
utilizaba reactivos mas amigables con el medio ambiente. Ademas se indagd sobre el
uso de distintos grupos protectores y su influencia en los rendimientos del camino

propuesto. Se obtuvieron dos series de derivados (5-aril-1,2,4-oxadiazol-3-il)metil D-

Pdgina | 242



ribofuranosidos donde la diferencia radicé en el segundo anillo heterociclico: un 1,2,4-
triazol utilizado en los capitulos anteriores o un anillo 1,3,4-tiadiaz6lico ambos
enlazados por un dtomo de azufre al carbono terminal del hidrato de carbono. Para ver
el efecto del sustituyente del grupo arilo, se seleccionaron tanto grupos atractores como
donores de electrones (NO, Cl, OCHz). Al igual que el capitulo anterior, se sintetizaron
ciclopentilén e isopropilidén derivados. Es este caso la actividad antiproliferativa se
tested frente a seis lineas tumorales humanas a saber: A549 (pulmdén), HelLa (cervical),
HBL-100 (mama), SW1573 (pulmon), T-47D (mama), y WiDr (colon). Varios de los
compuestos sintetizados presentaron actividad frente a las seis lineas testeadas en el
rango de micromolar. Sin embargo, cabe sefalar que el (5”-(4-clorofenil)-1,2,4-
oxadiazol-3"-il)metil 5-desoxi-5-S-(1,2,4-triazol-3’-il)-2,3-O-ciclopentilidén-f-D-
ribofurandsido resulté ser el mas potente de la serie con una buena selectividad hacia la

linea celular WiDr (4,5 uM).

En el Capitulo siete se discuten los ensayos realizados para la obtencion de C-
ribésidos. Es este caso se partio de la 2,3-O-isopropilidén-D-ribonolactona protegiendo
el hidroxilo en posicién cinco con diferentes grupos sililados. La lactona se traté con
reactivos organometélicos para la introduccion de un grupo alilo o etinilo, grupos
suceptibles para ser utilizados como dipolaréfilos en reacciones de cicloadicion 1,3-
dipolares. Se evalud la estereoquimica de la reaccion y se obtuvo el derivado mono-

heterociclico a partir de una reaccion “click” con el etinil derivado.

Finalmente, en el Capitulo ocho se presenta la parte experimental con las
metodologias utilizadas para la sintesis de los compuestos obtenidos en el presente
trabajo de Tesis. En un apéndice adicional se presentan los espectros de todos los

compuestos nuevos sintetizados.
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