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RESUMEN

Durante los últimos años gracias a la incorporación de rutas sintéticas más viables,

los oligonucleótidos sintéticos han cobrado Sran auge en diversas áreas

relacionadas a la medicina y a la biologÍa molecular. Continuamente se vienen

reportando nuevas metodologías para la preparación de oligonucleótidos en

cantidades que permiten su manipulación con fines sintéticos y de ensayos

biológicos.

Además del escalamiento en la obtención de oligonucleotidos, e$tas técnicas han
permitido la obtención de oligonucleótidos modificados en cualquiera de sus
paftes, es decir en la base nitrogenada, en la furanosa ó en el g'upo fosfato. Otra

consecuencia de la qufmica de los nucleótidos es la prepración de
oligonucleótidos unidos a una glTlfi variedad de moléculas ente las que $e pueden

rnenciona¡ los derivados de esteroides y de anillos aromáticos-

El interés que despierta acoplar moléculas a cadenas sencillas de oligonucleótidos
se debe a los efectos que causan los derivados de esteroides en el mejoramiento de
la permeabilidad a través de las membranas y por tanto de su distribución a sitios
intercaladores. Para el caso de acoplar anillos aromáticos a oligonucleótidos se h¿
observado que existe un sensible incremento de las interacciones a la doble hélice
de ADN Io cual es debido al poder intercalante de los derivados de anillos
bencénicos. Dentro de éstos, los derivados de actidina han demostrado pos,eer una
marcada capacidad como agentes intercalantee de ADN y en consecuencia se han
propuesto como agentes antitumorales potenciales.

Un inconveniente que presenta la quimioterapia en contra del cáncer es la ausencia
de moléculas ó compuestos que actuen en regiones especlficas de genomas
neoplásicos sin afectar células normales. Como alternativa a este inconveniente se
propone el uso de moléculas unidas a oligonucleótidos que tengan secuencias
especfficas en la región de ADN en la cual se pretende ejercer la acción
antitumoral. Los antibióücos naturales tales como la adriamicina y drogas
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sintéticas como la amsacrina interacfilan con el ADN y son ampliamente utilizadas

en el tratamiento clfnico de una gran variedad de enfermedades neoplásicas.

por otra parte se ha observado que los oligonucleótidos unidos a moléculas además

de propórcionar especificidad de secuencia también actrian como acarreadores

biológicos. Se ha enconüado que los oligonucleótidos sustituídos pueden

interaccionar tanto sobre secuencias de ARN formando dobles hélices (oligos

anüsense) como en secuenciss de ADN para formar triples hélices a través de

interacciones por puentes de hidrógeno tipo Hoogsteenr'

Los compuestos que achlan a nivel de material genético lo hacen como agentes

intercalantes (acridina) ó de rompimiento de hélice (dinamicinaz); también se han

descrito un gran nrlmero de estudios ffsicos sobre las interacciones del ADN con

cationes aromáticos planos Qtroflavina, netropsinat). Debido a su relativa

simplicidad, las interacciones de moléculas pequeñas con ácidos nucleicos

proporcionan g¡an información sobre las transiciones conformacionales inducidas

por el ligandoa.

lr{"

Anr¡crim
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ANTECEDENTES

Históricamente, el descubrimiento de la estructura helicoidal del ADN hecho por
Watson y Crick5 dió la fuerza necesaria para hacer cambios en las síntesis de
oligonucleótidos con secuencias definidas. Michelson y Todd6 reportaron en 1955
la primera síntesis qufmica de un dinucleótido que contenfa un enlace
internucleóüdo (3'-5') idéntico al del ADN natural.
[,os primeros estudios se basaron en la activación del 3'*O-(5'-O-
acetildesoxitimidinilo)-H-fosfonato de bencilo I con N-clorosuccinimida
formando el correspondiente clorofosfato 2 seguido de la adición de 3'-O-
acetiltimidina. El dinucleósido fosfatotriester 3 resultante se convirtió después de
nemover los grupos protectores en el ácido timidílico natural 4 (Esquema I\.
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A finales de los 50's Khorana llevó a cabo la preparación de secuencias definidas

de desoxinibopolinucleótidos las cuales ayudarían a describir el código
genético7'8. La metodología química utilizada para Ia síntesis de estos oligómeros
involucra la condensación de un nucleósido que tiene el grupo OH-3' libre y el
grupo oH-5'protegido por el grupo tritilo 5 (sensible a medios ácidos), con un 5'-

fosfato nucleósido que contiene el gnrpo OH-3'bloqueado por un grupo acetilo 6
(sensible a medios básicos). El acoplamiento ocuffe en presencia de un agente

condensante tal como DCC, MS-CI, TPS-CI para formar el fosfato dinucleósido 7
(Esquema 2).

La extensión de la cadena nucleotídica se lleva a cabo al rcmover el grupo acetilo
de la posición 3' en 7 y por condensación subsecuente con otra molécula de 6 se
obtiene un nuevo S'-fosfato nucleósido protegido9.

Letsinger y Ogilvisr0'n demostraron que la condenssción de un
desoxirribonucleósido 5'-O-protegido E con un monoester fosfato I en presencia
de MSCI genera el correspondiente fosfodiester nucleósido intermediario 10. La
adición de un desoxirribonucleósido que üene el grupo OH-S' libre en presencia de
TPS-CI como agente condensante genera el fosfato triester dinucléosido ll el cual
se separa fácilmente de la materia prima iónica por medio de una cromatograffa en
gel de sílice (Esquema 3).
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A mediados de los 70's Letsingerl2'l3 revolucionó la slntesis qufmica de
oligonucleótidos a través de la metodologÍa del "fosfitotriester". Esencialmente, el
método consiste en llevar a cabo la reacción de la desoxitimidina 5'-O p¡otegida 12
con el diclorofosforidito de 2,2,2-tricloroetilo 13 para generar en 5 minutos a
-78oC un intermediario desoxirribonucleósido 3'-O-fosforocloridito 14. La adición
de la desoxitimidina 3'-O-protegida 15 resulta en la rápida formación del
dinucleósido fosfitotiester 16 el cual se oxida al correspondiente fosfato triester
17 por una solución acuosa del2(Esquenn 41.
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Los clorofosfitos desoxirribonucleósidos son intermediarios altamente reactivos,
inestables y muy sensibles a la humedad asf como también son difíciles de manejar
bajo condiciones normales. Teniendo en cuenta estos problemas, Beaucage y
Caruthersr4 desarrollaron los fosforamiditos desoxirribonucleósidos como una
nueva clase de intermediarios para la sfntesis de oligonucleótidos.

En años recientes se han estudiado las propiedades dc drogas enlazadas al ADN
como agenües antitumorales potencialesrS. Algunos antecedentes que se tienen
sobre esta área reportan la sfntesis de uracilos acridinil sustitufdos vfa la reacción
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de enamina entre el 6-aminouracilo y la 9-clomacridina; estos compuestos poseen
actividad anütumoral asf como antibacterial y antifungicida.

Las drogas se enlazan al ADN en varias formas, pero se dividen en 2 clases
principales : intercalantes y no intercalantes. En el primer caso los compuesúos
están enlazados reversiblemente con el ADN y en el segundo caso los compuestos
sólo interachian con el ADN, no hay enlace covalente. El ADN tiene la capacidad
reversible de inclui¡ moléculas aromáticas planas las cuales se insertan entre los
pares de bases de la doble hélicer6.

Sin embargo, una serie de análogos de la amsacrina empleados como
intercaladores presentan una excelenüe actividad anticancerfgena. Esto ha creado
un gran interés por enconEafnuevos tipos de agentes intercalantes que po$ean
actividad antitumoral y asf poder entender en forma detallada el modo de enlace
con la estructura del ADN.

El anaranjado de acridina y el teüa N-metil derivado de la proflavln¿ han sido
utilizados desde hace tiempo como indicadores histológicos que demuestran la
presencia de ácidos nucleicos. Estos compuestos se intercalan en la doble cadena
helical del ADN in vitro, ocasionando un cambio pronunciado en sus propiedades
ffsicas; la viscosidad de la solución aumenta, la velocidsd de sedimentación
disminuye, etc. Estos efectos demuesEan que las moléculas de acridina se han
intercalado entre los pares de bases causando una distorsión local y parcial de la
doble hélice originando un incremento en la longitud de la molécula de ADN.

La intercalación ha sido demostrada con un gran número de compuestos que tienen
un sistema poücfclico a¡omático y grupos que son capaces de formar puentes de
hidrógeno. Algunos de estos compuestos son : la g-aminoacridina y el trypanocide
ethidium que son compuestos con actividad antibacterial, la mepacrinu y la
cloroquiru que tiene actividad contra la malaria, además de un gran número de
antibióücos incluyendo las antinomicinas, echinomicinas y bleomicinas.
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Estos derivados de la acridina fueron sintetizados por los siguientes métodoslT:
rcacción de Bernthsen, ciclación de Z-carboxifenilnaftilaminas, la reacción de
Ullmann-Fetvadjian y la reacción de Pfitzinger.

En la reacción de Bernthsenlt'Ig, la N'fenil-1-naftilamina lE se calienta en
presencia de un ácido orgánico para obtener la benzla]acridina 19; en algunos
casos se uriliza el anhfdrido del ácido y un catalizador que puede ser ZnCl2, AICI3
ó PPA (Esquema 5).

Los productos de ciclación de 2-carboxifenilnaftilaminas con FOCI3 son las 7-
clorobeneen[c]acridinas. Por ejemplo en la condensación de Ullmrnn del ácido 2-
clorobenzoico 20 con la 7-metoxi-l-naftilamina 2l se forma el ácido (7-metoxi-l-
naftil)ant¡anílico 22, el cual se convierre en la 7-cloro-2-metoxibenz[c]acridina 23
por tratamiento con POCl3n (Esquettw 6).

fl\
flifill*/ a c'3cooH ̂ o,*

'¡' r-ntL*,r-rn -oh,

l9

5
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ESQUEMA 6

La reacción de ullmann-Fetvad¡iarrzt (condensación de paraformeldehído con una
mezcla caliente de un naftol y una arilamina primaria), es también un método
conveniente para la síntesis de benz[c]acridinas. En este método, aminas
aromáticas como la anilina y la l-nafülamina reaccionan primero con los naftoles
(fenoles) y el producúo de reacciftr se cicla en presencia der aldehído
(parafonnaldehído). Asf por ejempto la l-naftilamina, el m-crcsol y el
formaldehfdo reaccionan para dar la l0-metilbenz[c]acridina A (Esquema T).
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7

En la reacción de Pfitzinger,22 la isatina 25 en medio básico (KoH) se convierte en
el ácido isatónico 2ó, el cual se condensa con la c-tetralomlT (asf como con otras
cetonas cfclicas) para formar la 7-carboxi5,6-dihidrobenz[c]acridina It (Esquema
8).
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Otro de los métodos disponibles23 para generar este tipo de sistema consiste en la

condensación de dimedona, g-naftilamina y aldehfdos aromáticos lo que permite

obteirer las tetrahidroacridonas 29 (Esquema 9).
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Las acridinas tienen una amplia gama de propiedades farmacológicas. Por ejemplo,
se ha encontrado que 30 tiene aplicación en el tratamiento de la leucemia y 3l es
utilizado como agente antitumoralz{ {Esquema l0)

NAN/
H l

10
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OBJETIVO

Obtener el teuatridroacridinol III vfa una nueva ruta sintética y diseñar una ruta
general de sfntesis para la obtención del producto de condensación entre III y la
timidina VII vía el método del fosforamidito triester (Esquema I I).
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DISCUSION

Un ohgunueretiur.kr cr unu cadena quc condene un númcro dc unidades dt-'
nusleó¡,rdo¡ unidos llor medio r.h,' rrn enlace tusf'odiester. En gencral, los
fost'odiesterr's se fbrman enüe un grupo tudroxilo 3 de un nucleósido 1' el grupo
hidroxilo i' ,ie ouo: cs de esta tbrma que se dncuentra¡t en los .icrdos nucleicos.

Los ácldos nuclelcos son altamente sensibles a un grart nrlmero de reaccioncs
químicas y solamenrc en las ,roodcfotnoe adocttds se puedc llevar a c¡bo la
fumrción de una cadena de tligsnucleótidoo. L¡s bases heterocfclicas son
seneibles a la alquilacióa, oxid¿ción y reducción. El enlace fosfodiester es
vulnerahle a la hidróüsis. En el caso del ADN, la hidrólisis ácida se lleva a cabo
rnás rápidernente que la básica , debido a la sensib¡lidad del enlace glicosídico C' -
N. especialmente en el caso de nrcleótidos de purina (depurinación). Tales
consideraciones limitatr el rango de reacciones qrdmicas en le síntesis de
oligodesoxiribonucleótidos a :

/.- Hidrólisis en medio ligeramente alcalino
2.- Hidrólisis en medio muy ligeramente ácidr)
.1. - Reacciones de desplazamiento ligerarnente nuchofflico
4.- Reacciones de elininación c¿talizadas porbase
5.- Sólo algunas reacciones de oxid¡ción

El paeo clave para la sfntesis de oligodesoxiribonucleótidos es la formación
especffica y secuencial de las uniones 3'-5'-forfodiestcr. [,os principales centros
nucleofflicos en un 2'dÉcoxirribonucleórido son el gnrpo S'-OH, el gfupo 3'-OH y
en el caso de h adeninn, citooina y guanina el grupc amino exocíclico. Para formar
especfficamente un enlace 3'-5' entre dos unidades de 2'-desoxinibonucleósidos los
centros nucleofflicos no lnvolucrados en el enlace deben estar qufmicamente
potegidos. [,a primera unidad -(5') ¿eUe tener grupos protecüores en el grupo
hidroxilo 5'y en la base heterocíclica, mientras que en la segunda unidad .(3') debe
estar protegida en el grupo hidroxilo 3' y en la base heterocfclica. Por ejemplo en la
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unión de una unidad de S'dA 32 y 3'-dG 13 (Esquema /2), donde R¡ ] R2 son
grupos prutectores para la 5'-dA y Rl y & son grupo$ protÉctorcs para la 3'-dG.

Una de las dos unidades se fosforila ó fosfitila elr el único grupo hidroxilo libre y
entonces se une a la oüa unidad de nucleósido en una reacción de acoplamiento. El
monofosfato dinucleósido rcsultante está totalmente protegido. Comunmente los
fosfatos tienen un grupo protector Rj gue se introduce durante la fosforilación ó la
fosfitilación, de manera que el fosfato internucleósido es un triesrer 34. Para
extender la cadena, uno de los dos grupos protectores terminales R¡ ó R3 se
remueve selectivamente para generar un Brupo hidroxilo libre en el cual se dá el
acoplamiento con oFa unidad.

La forma más conveniente para llevar a cabo la rcacción de acoplamiento es
utilizar el fosfato desoxinucleósido como unidad básica y llevar secuencialmente
los acoplamientos. Debido a que el grupo hidroxilo 5' es más nucleofílico que el
hidroxilo 3' los grupos fosfatos se forman en la posición 3'. Para llevar a cabo esra

rry*'olo-lyA.'-no'

H 
no-n

oH rz

r¡l""-U"-iV'\f"
!f ño,.ñn
t l
oRr ñIrRn 34

33

12
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reacción selectiva se requiere proteger los grupos amino heterocíclicos y el grupo
hidroxilo 5'.

Se sabe que los grupos acilo son estables por largos períodos de tiempo a
condiciones ligeramente ácidas ó básicas, así como a las condiciones de
cromatografía, p€ro que son removidos por tratamiento con amoniaco acuoso al
final de la síntesis. El grupo benzoilo se utiliza para proteger la base adenina 35 y
la base citosina 36, así como el isabutirilo para la base guanina 37 (F,squenw I3).

rN
- ! t H

so-l -o-T\l\',Ñ
r  l t  I
\J 

N\.N
I

OH

FI!"*1'o-TYAfl"

Hoyo'ár, rJ+
o

37

13

Los grupos protectores se introducen por acilación de la unidad de z-
desoxirribonucleósidos. En el caso de citosil derivado, se lleva a cabo la acilación
selectiva de los grupos amino, pero los grupos oxhidrilo del adeninil y guanil
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derivados son también nucleofflicos, por lo que es necesario emplear otros
procedimientos de acilación; por ejemplo :

l.-per-acilación: se utiliza un grsri exceso de agente acilante que reacciona
con los grupos hidroxilo y el amino, después se desPtotege selectivamente a los
grupos hidroxilos. Esta selectividad se debe a la gran estabilidad de amidas
comparada con la de los esteres a pH básicos (Esquema 14, ruta A)

2--protección ffansiente : los gnrpos hidroxilo del azúcar son sililados con
TMScl, Posteriormente se lleva a cabo la benzoilación formando el derivado
dibenzoilado, el cual se desprotege con amoniaco acuo$o (Esquema 14, ruta B).

Asimismo, el mejor grupo protector para el grupo 5'-oH es eI4,4'-dimetoxitritilo.
Este se introduce por reacción del DMTrcl en presencia de catalizadores
ligeramente básicos tales como ra piridina ó la Ádimetilaminopiridina. por

I4

l 9
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ejemplo, en el Esquem¿ ,15 se muestra la protección en 5' de la 6-N-benzoil-2-
desoxiadenosina. La reacción es regioselectiva para el grupo hidroxilo 5' en
comparación con el grupo hidroxilo 3' debido a que el grupo protector es muy
voluminoso. El grupo DMTr es removido por tratamiento con ácidos como el
dicloro ó tricloroacético en un disolvente no acuoso. Durante la desprotección
aparece el color naranja brillante del catión dimetoxitritilo y esto puede utilizarse
como una medida de la cantidad de desoxinucleósido desprotegido.

Durante el desarrollo de estas slntesis los 5'-O-dimetoxitritil-(N-acilados)-2'-
desoxinucleósidos son fosforilados ó fosfitilados en el grupo hidroxilo 3'
(Esquema 1-f), En estos casos los productos de sfntesis se unen a la cadena de
oligonucleótidos formando un fosfatotriester donde el fosfato internucleósido tiene
Uri grupo pnrtector.

En la química del P (V) los mejores grupos protectores para los fosfatotriesteres
son los arilo (usualmente derivados mono ó diclorofenilo). Esto se debe a que un
a¡ilfosfodiester es un desoúnucleóeido mucho más reacüvo que un
alquilfosfodiester en las reacciones de acoplamienüo. Por ejemplo, la 5'-O-
dimetoxitriül-6-N-benzoil-2'-desoxiadenosina 44 dá el correspondiente 3'-O-2-
clorofenilfosfodiester 4ó cuando reacciona con el 2-clorofenilfosforo-bistriazol 45
(Esquema I5 ruta a).

En la qufmica de P (III) los fosfitotriesteres arflicos y alquílicos son especies
altamente reactivas; de aquf quc el grupo metilo ó el 2,cianmtilo sean grupos
protectores puesto que pueden ser removidos conveniente y selectivamente al final
de la sfntesis (Esquema l5 ruta b).

En contraste, la qufmica de los H-fosfonaüos no requieren de grupos protectores
Puesto que los enlaces H-fosfonatos son relativamente inertes bajo las condiciones
de acoplamiento. un desoxiribonucleósido 3'-H-fosfonato se prepara simplemente
por la reacción del derivado dexosinucleósido con pcl3, triazol ó imidazol como
activador y bajo catálisis básica usando N-metilmorfolina ó trietilamina, seguido
de un tratamienúo acuoso (Esquema I5 ruta c).
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El desanollo de formas eficientes para hacer el enlace internucleótido ha sido por
muchos años el tema central de la síntesis de oligonucleótidos. Este problema se
solucionó efectivamente por el método del fosfatotriester (fosforamidito) llevado a
cabo por Canrthers a principios de 1980 lo que propició la transformación de la
sfntesis de oligonucleótidos por procedimientos manueles ó semimanuales en un
proceso comercial utilizando una máquina. La ventaja de estos métodos es la alta
eficiencia de la reacción de acoplamiento entre un grupo hidroxilo 5' del
desoxinucleósido protegido con un soporte sólido 49 y el alquil S'-DMTr-(N-
acilado)-desoxinucleósido 3'-O-(N,N-diisopropilaminofiosfito 50, donde el grupo
alquilo puede ser meülo ó 2-cianoetilo (Esquema 16).

Al contra¡io de los otros métodos, un fosforamidito es considerablenrnte meno$
reacúvo y requiere protonación en el nitrógeno para hacer que actúe como un
agente fosfitilante. El tetrazol es lo suficientemente ácido como para llevar a cabo
la rcacción sin que s€ tenga la perdida del grupo DMTr. El producto de
acoplamiento es un fosfito dinucleósido, el cual puedc oxidarse con yodo antes de
seguir con la extensión de la cadena.
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RESTJLTADOS

La condensación de la 5.5-dimetil-1.3-ciclohexanodiona con el Z'
nitrobenzaldehfdo en presencia de KOH acuoso, generó la 2-(2'-nitrofenilmuilen)-
5,5-dimetil-1,3-ciclohexanodiona I como un sóüdo amarillo con un punto de
fusión de 178-180'C v en un rendimiento del459b.

Su especho de IR (disolución) presenta dos bandas en 1527 y 1373 cm-l debido al

Enlpo nitro.

En el espectro de RMN-Ht (especto /) en 8.84 ppm aparece una señal simple que
corresponde al protón vinflico, en LlO a7.52 ppm aparecen 4 señales (l protón
cada una) para los 4 protones del anillo aromático, en 3.22 y 2.66 ppm aparecen
dos señales dobles (2 protones cada una) que corresponden a los hidrógenot de los
carbonos 4 y 6, en 1.25 y en 1.15 ppm aparccen dos señales dobles que integran
para 3 protones cada una y gue corresponden a los hidrógenos de los dos metilos
enlazados al C-5.

El espectro de masas conf:irma la formación del producto esperado ya que muestra
un ión molecular amlz273 (46) y los fragmenüos amlz227 (20) y 83 (100).

El siguiente paso consistió en obtener la 3,3-dimetil- I -oxo- 1,2,3,4-
tetrahidroacridina II para lo cual se ensayaron diversas condiciones de reacción tal
como se muestra enlaTabla L

o

/r
A + +

o
r l

lY'"o.sNoz - - +
lv-\'';\,
I  l l  i  I '
\_/Noz o4\r1-
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TABLA I

EXPERT*TENNOCONDTCIONBfr TIEi/}#O NENINT{IENTO

I Zn, ACOH, EtOH,
t.a

4hr 26Eo

2 SnCl2, EIOH,
t.a.

3hr

3 Fe. ACOH. EtoH
refluio

17 hr 4 E o

+ Zn, HCl, EtOH,
t.a.

6 t r l 7 %

f Na2S2Oa, EtOH:
HnO refluio

6hr

Las mejorcs condiciones fueron cuatrdo s¿ hizo reaccionar a la ciclohexanodiona I
con fierro en polvo y ácido acético en eüanol a reflujo, obteniendo II como un
sólido de punto de fusión de I l0-l l2oC.

El compuesto II se caracterizó mediante sus datos espectroscópicos de [R
(disolución) que muestra una banda en 1689 *ttt-l que corresponde a la cetona
conjugada y en 2961 y 1593 cm-I, bandas que corresponden al C=N.
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su espectro de RMN-HI (espectro 2) presenta en 8.85 ppm una señal simple (l

protón) del C-9, en el intervalo de 8.03 ppm a 7.56 ppm apáfecen cuatro señales

múltiples (l protón cada una) y que colresponden a los 4 hidrógenos aromáticos
(H-5, H-ó, H-7 y H-8), en 3.20 ppm y 2.6ó ppm aparecen dos señales simples que

integran para 2 protones cada una y que corresponde a los hidrógenos de los

carbonos 2y 4,y una señal simple en l.l5 ppm que integra para 6 protones que

corresponde a los ó hidrógenos de los dos metilos unidos al.C-3'

El espectro de masas confirma la estructura obtenida por su ión molecular a m/z

225 (85) y su plco base a m/z 169.

A continuación se llevó a cabo la reducción de la etrshidmrcridina ü al

eompuÉ$to IIL Utilizando 5 equivalentes de NaBtIa en TIIF sgco' a temp€rÉtura

ambiente por 2l horas, no se observó producto de reacción. Sin embargo cuando

se cambiaron las condiciones de reacción usnndo 25 equivalentes de NaBHa en

MeOH seco, a temperatura ambiente dgante 16 hOrrS se obtuvO fff como un
sólido amarillo con punto de fusión de 93-95oC y un rendimiento del 87%.

+

Su espectro de IR (disolución) muesua una banda en 3593 .*-l que corresponde al
grupo OH y en 2959 cm-l aparece una señal que corresponde al grupo C=N'

Su espectro de RMN-HI (espectro 3) muestra una señal simple con un
desplazamiento de 8.37 ppm que integra para I pflDtón correspondiente al
hidrógeno de C-9, en el intervalo de 8.02 a7.42ppm aparecen cuatro señales que
integran cada una para 1 protón y que se asignan a los 4 hidrrógenos aromáticos (H-
5 a H-8), en 5.01 ppm f,parece una señal doble de doble (J = 6.M, I I Hz) que
integra para I protón y que corresponde al hidrógeno del C-1, en 2.90 ppm aparece
una sefral simple que integra para 2 protones y que se asigan a los hidrógenos del
C4, en 2.57 ppm aparece una señal ancha que integra para I protón y que se
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intercambia con agua deuterada, por lo que se asigna al H del grupo OH, en 2.10
ppm aparece un doble de doble (J = 6.2, 12.8 Hz) que intcgfa para I protón y se
asigna al hidrógeno del C-2 y en 1.65 ppm aparece un doble de doble (J = 10.3,
12,82 Hz) que integra para I protón que conesponde al hidrógeno del C-2, en L00
y en l.l2 ppm aparecen dos señales simples que integran cada una para 3 potones
que corresponden a los CH3 del C-3.

Su espectro de masas pfesenta un ión molecular arnlz2Tl que es el pico base.

La siguiente etapa de la ruta sintética fué la de preparar el agente fosfitilante
(fosforamirüto) V para lo cual se encontraron varios métodos descritos2si4.

FC'lr + 2NHIh1 --'+ flP(ttl¡¡2h

ry

se utilizó el método de Hamamoto2S que consiste en hacer reaccionar el PCl3 con
la NHFr2 para obtener la clorofosfina IY como un lfquido incoloro después de
destilar a presión reducida sobre fluoruro de cesio. Su espectro de RMN-HI
(espectro 4) muesha una señal mrlltiple en 3.92 ppm. que integra para 4-H
correspondientes a los CH vecinos a los metilos y señal doble en l.2B ppm (J = 4.4
Hz) que integra para 24-H correspondientes a los metilos del diisopropilo. En el
espectro de RMN-Pst (espectro 5) se observa una señal simple en 5.04 ppm que
corrobora su estructura-

sabiendo que la clorofosfina IV es una especie muy reactiva se hizo de inmediato
la reacción con el B- hidroxipropionitrilo para formar el fosforamidito V.

CIP(Nlhtz +

ry

HOryCN + (ihrN)z-P-OfuCN

v
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Su estructura se comprobó por su espectro de RMN-H t (espectro ó) en el cual se
observa una sefral múltiple en 3.90 ppm que integra pflra 4 protones perteneciente a
los 4-CH; en 3.ó5 ppm aparece una señal triple que integra para 2 protones del
CH2 unido al oxígeno, en 2.69 ppm aparece una señal niple (J = 4 Hz) que integra
para 2 protones del CH2-CN y una señal doble en 1,20 ppm (J = 4.9 Hz) que
integra para24 protones de los I CH3.

Continuando con la ruta sintética se trató Ia timidina con el DMTTCI en piridina y
después de 4 horas de reacción a temperatura ambiente se obtuvo una goma
amarilla que se recristalizó de benceno caliente ; hexano; se obtuvo VI como un
sólido amarillo con punto de fusión de I 20- 122"C en un 80% de rcndimiento.

o""#r
"T;J

H
OH

DMIIü

VI

Su espectro de IR (disolución) muestra una banda en 3395 "*-l que correspondc al
grupo OH, en 3019 cm-l aparece una banda de amina y en 1686 cm-l aparece una
banda que pertenece a los grupos C=O de la timidina.

En su espectro de RMN-HI (espectro /¡ aparece 8.75 ppnr una señal simple que
integra para l-H que coffe$ponde al gfr¡po NH, en 7.66 ppm apsrcce una eeñal
simple que integra para l-H que coffesponde al H-vinflico, entre 7.45 y 7.25 ppm
aparecen las señales correspondientes a los 13 protones aromáticos, en 6.42 ppm
aparece una señal triple que integra para l-H y que corresponde al H del Crl', en
4.57 ppm aparece una señal multiple que integra para l-H y corresponde al H del
C-3', en 4.06 ppm aparece una sefial mtlltiple que integra para l-H y corresponde
al H del C-4', en 3.78 ppm aparece una señal simple que integra para 6-H de los

?8
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grupos OCHI, en 3.44 ppm aparece una señal mriltiple que integra para 2-H y que
corresponde a los 2-H del C-5', en2.37 ppm aparece una seflal múltiple que integra
para 2-H y que coffesponde a los 2-H del c-2', en l.4E ppm aparece una señal
simple que integra para 3-H del cH3 y finalmente en L75 ppm aparece una señal
que se intercambia con D2o y que integra para lH corresponde ¿l grupo oH en 3'.

Su estructura se corroboró por su espectro de masas el cual presenta su ión
molecular amlz 544 (8) y el pico base a m/z 303.

Teniendo ya el compuesto vI se siguió el método propuesto por Hamamoüo para
llevar a cabo la fosfitilación con V.

V + V I

VII

se uülizó L5 eq. del agente fosfitilante y I eq. de tetrazol como activador y se dejó
reaccionar por 3 horas a temperatura ambiente obteniendo VII como un sólido
balnco.

Su estructura se dedujo por su espectro de RMN-HI (espectro B) el cual muestra
las señales comespondientes al compuesto vI (excepto la señal del oH en 3') pero
además las señales del grupo fosforamidito introducido en 3'-o. como una señal
triple que aparece en 3.60 ppm que integra para 2-H que corresponden al cH2
vecino al oxigeno, en 3.35 ppm una señal mtfltiple que integra para 2-H, en 2.5g
ppm apafece una señal triple que corresponde al cH2 vecino al cN y además una
señal doble que aparece en 1.29 ppm que integla para lz-H. En este espectro
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también se observan las señales correspondientes a su diasteroisómero debido a
que en 7.64 ppm aparece una señal simple que integra para un prorón y que
corresponde a un hidrógeno vinflico, en 2.ó3 ppm aparece una señal triple que
integra para 2 protones )' que conesponde a los 2 hidrógenos del CH2-CN.

Para el acoplamiento enüe los compuestos rrl y vII y teniendo en cuenüa que la
reacciór, de fosfitilación es muy sensible a las condiciones de trabajo, éstas $e
llevaron a cabo bajo una atmósfera compleünmente inene. sin embargo, arln
cuando se trabajó bajo las condiciones dcscritas no se obhrvo el producto esperado.
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Puesto que en estas reacciones se observaba por cromatografÍa en capa delgada el
consumo del tetrahidroacridinol de partida, se pensó que probablemente sf estaba
ocurriendo la reacción deseada, pero el compuesto inicial de acoplamienüo (IX) era
inestable y por ello no se podfa aislar. Por lo tanto se repitió el experimento de
acoplamiento entre VII y III con tetrazol como catali:ador en acetonitrilo como
disolvente a temperatura ambiente y una vez que se habfa consumido III en su
totalidad (lhora), se intentó la oxidación del supuesto producto de acoplamiento
así formado (IX) con I-BUOOH acuoso con la finalidad de obtener X. Sin
embargo, se obtuvo una mezcla de 4 compuestos la cual resultó ser muy inestable
por lo que no se pudo aislar el producto final X, ni identificar los subproductos de
esta reacción

Por lo tanto se decidió hacer otras pruebas de acoplamiento pero ahora inviertiendo
el orden de activación en los compuestos por acoplar. Con este fin el
tetrehidroacridinol III se fosfiüló con V en p¡esencia de tetrazol con objeto de
obtener VIII. Sin embargo, VIII no se formó.

Itr #
N

Una vee que no se pudo obtener VIII, se preparó un nuevo agent€ fosfitilante,
siguiendo la metodologfa de Hamamoto, perc en e$ta ocasión no se llevó a cabo la
$ustitución de dos de los cloros del tricloruro de fósforo por la diisopropilamina,
sino sólo uno de ellos además de introducir el grupo OMe en lugar del
OCII2CH2CN para obtener la clorofosfina IVa :

32
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Msrrrr /Nfrz
FClr + I{IIIp¡z 

"*-'i 
0q

\o**

lVa

Teniendo ya este reactivo se intentó la fosfitilación del tetrahid¡oacridinol III y de
la timidina protegida vI utilizando los métodos descritos anteriormente, sin
obtener resultados satisfacüorios. Teniendo en cuenta e$tos resultados se decidió
formar la sal del tetrahidroacridinol rII y adicionarla a la timidina protegida y
fosfitilada VII en acetonitrilo. La sal d¿ sodio en MeoH se dejó rcaccionar bajo
atmósfera inerte por 4 horas; al cabo de este tiempo se observó la formación de un
compuesto poco polar el cual se purificó por crortrflrograffa en columna pero que
no ee identificó como el producto deseado.
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CONCLUSIONES

Como se ha mencionado anteriormente, la sfntesis de fosfoésteres se lleva a cabo
por reacciones de fosforilación (ó fosfitilación) en el cual un 3'-nucleótido se
convierte en una especie fosforilante activa por medio de un agente condensante.
uno de los principales problemas es que los agentes condensantes no solamente
activan al nucleótido, sino que también reaccionan con la base det nucleósido ó
con el producto, disminuyendo así su rendinuento.

Asf, existen difercntes métodos en los que se rcquierc de la activacíón del fosfato
por un reactivo que facilite la ionización y que genere un buen grupo saliente y de
ellos el método del fosfito triester es el más útil debido a que se puede obtener una
desprotección altaniente selectiva generando asf el monoester ó el diester deseado.

las aproximaciones sintéticas que se siguieron en este trabajo se apoyaron en los
procedimientos reportados de la qufmica de P (III) y del fosforamidiüo; aún asf no
se obtuvieron los rcsultados que se esperaban segrln loo datos reportados.

sin embargo, conociendo la relación que existe entre la qufmica del p (m) y del p
(V) se pueden proponer otf,as rutas sintéticas que nos conduzcan al producto final
x.
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PARTE EXPERIMENTAL

METODOS GENERALES

LaS constantes flsiCas de los compue$tos sintetizados se determina¡on en el
Departamento Analftico del Instituto de Qufmica de la Universidad Nacional
Autónoma de México.

[.os puntgg de fusión se determinAron en un apArAtO Fischer-JOhn$, los cuales se
reportan en grados centfgrados y no e*tán conegidoe.

[.os espectros de infrarrojo (IR) se hicieron en un espectofotómetro Nicolet FT-SX
y/ó Perkin Elmer 283-8 de doble haz ueando poliestircno para la calibración del
Aparato; los eSpeCgos se determingron como soluCiOnes en cloroformO. Las
absorciones están reportadas en cm-I.

I.os espechos de resonancia magnética protónica de 200 MHz se determinaton en
un espectrómetro Varian Gemini 200. El desplazamienüo está expresado en ppm

utilizando el parámetro 6; la referencia interna fué TMS y el disolvente utilizado

fué CDCI3. En el caso de los espectros de resonancia magnética nuclear de P3l,
estos se determinaron en un espectrómetro Varian Uniti de 300 MHz.

Los espectros de masas (EM) de baja resolución por impacto electrónico a 70 eV
se determinaron en un espectrómetro de masas JEOL JSM-SX 102 A de doble haz.
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El curso de las reacciones se siguió por cromatografía en capa delgada usando
ALIJMGRAM SIL GruV254 de MACHEREY-NAGEL DUREN, Como revelador

se usó luz ultravioleta y en algunos casos solución de H2SOa Ll2�O%.

La separación y purificación de los compuestos se llevó a cabo mediante placas
preparativas de vidrio de 20 x 20 cm, tipo DC-Fenigplanen SIL G-200 UV25a de
MACHEREY-NAGEL. Para cromatograffa etr columna se empleó gel de sflice 60
F-254 de Merck con [amaño de panfcula de 0.040 a 0'063 mm (230400 mallas)-

36
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2 -( 2' -nitrofenilmetilenb 5, 5 -dimetil- I, j -ciclohexarcdiona I

En un matraz redondo de dos hcas provisto de refrigerante, embudo de adición y
egitncién magnética se disolvió dimedona (Z.Se, 2.23 x l0.z mol, leq.) y i-
nihobenzaldehfdo ( 5 g,4.46 í l0-z mol, 2 eq.) en 70 ml de etanol al gSZn. A-esta
solucidn se le agregó, gota a gota, por medio del embudo de adición l0 ml de una
solución acuosa 0.25M de KoH. La mezcla de reacción se dejó en reflujo por g
horas; se eliminó el etanol y la fase acuosa se neutralizó con H2soa al l0%, se
extrajo con AcoEt (3 x 25ml), el extracto orgÉnico se lavó con C0 ml de agua, se
separó, se secó sobre Na2$o4 anhidro; se filtró y se concentró a sequedad. El
residuo se purificó por cromatografía en columna de gel de sflice eluyendo con
hexano : AcoEt 80:20 obteniendo un sórido amarillo en un rendimiento del4svo v
con un punto de fusión de 178-l80oC.

IR (CHCI3), cm-l:
2962, 2930, 297 2, 1595, | 527, 137 3, I 36 t, I 250, I I 66.

RMN-Hr (CDClt : ver especto I

em: mlz (abundancia relativa %) :273 (46, M+), ZZ7 (20), 83 (100).

t7
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tr

3, 3 -dimetil, I -oxo- 1,2, 3,4-tet rahidroacridina fl

En un m¿traz redondo de 100 ml sc disolvieron 0.4g, de I (1.46 x lS3 mol) en 30
ml de etanol y 5 ml de CH2CI2, m agregó fierro en polvo 0.969 (0.17 mol) y 4 ml
de ácido acético. [¿ mezcla se milltuvo en agitación a temperahra ambienrc por
20 horas después de lo cual se vertió sobre agua, se neutralizd con sorución
saturada de NaHCo3 y se exEajo con cH2Cl2 (2 x 30 ml). El extracro orgánico se
secó sobre Na2so+ anhidro, se filtró y se evaporó a sequedad. El residuo obtenido
se purificó por cromatograffa en columna de gel de sflice eluyendo con hexano :
AcOEt (80:20), Se obtuvieron 0.1459 (44 %) de un sólido amarillo con punto de
fusión de t l0-1l2oC.

IR(CHCI3), cm-t:
2961,2872,1689, 1619, 1593, 1568, 1494, lló5, 1269.

RMN-HI ver espeüro 2

em ; m/z (abundancia relariva Vc\ ZZS (85, M-.), l69 (100).

38
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I -hidroxi-i,3 - dimetil- 1,2,3,4-tetrahidrorcridina Ifl

En un matraz redondo perfectamente seco, equipado con agitador magnético y bajo
atmósfera de nitrógeno, se disolvieron 0.lg de Itr (4.4 x l0+ mol) en 30 ml de
metanol seco y se enfrió a 0oC. Se adiciona¡on 0.429 de NaBH4 (25 eq,) y la
mezcla de reacción se dejó en agitación, For una hora, a OoC y después se calentó
lentamente hasta llegar a temperatura anrbiente. Posteriormente se mantuvo en
agitación por 16 hora¡. A la mezcla de reacción se le eliminó el disolvente con
vacío y al residuo se le agregó agua y se exuajo con CH2CI2 (2 x 25 ml); la fase
orgánica se secó sobre Na2SOa anhidro, se filtró y se evaporó a sequedad. El
sólido amarillo resultante se purificó por cromatograffa en columna utilizando
como eluyente hexano : AcOEt (70 : 30). Se obtuvo 0.0879 (87Vo) de un sólido
amarillo con punto de fusión de 93-95oC.

IR (CHCI3), cm-l:
36 1 2, 3593, 2959, 2932, 287 2, 1623, 1 601, 149 1, 1417, 1263.

RMN-Hf (CDCI3) : ver espectro 3

em ; m/z (abundancia relativa Vo) t 227 (100, M+), 226 (97\'
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A un matraz de 3 bocas de 2 litros, completamente seco y provisto de agifación

mecánica, embudo de adición y bajo atmósfera inerte, se le agregaron 3fi) ml de

éter etflico seco. Se enfrió a 40oC y se adicionsfon 20 ml de PCl3 (0.225 mol) al

maüaz de reacción. Posteriormente se adicionó lentamente por el embudo de

adición, una solución de 118 ml (0.9 mol) de NHiPrz en 20 ml de éter etflico seco

mffiteniendo la temperatura a 40oC. Deepués de rctirar el baño de cnfriamienüo la

reacción se nrantuvo en agitación por 2 horas. I¿ npzcla de reacción se filhó bajo

atmósfera inerte, se eliminó el éter con vacfo y el rcsiduo se deetiló sobre CsF

eutre 30oC-33oC a una presión de 0.1 mm de Hg . obteniendo un lfquido incoloro.

RMN-HI (CDCI3) : ver espectro 4

RMN-P3I (CDCI3) : ver espectro 5
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cr-T-Nihr
ocHs

lVa

IVa

A un matrae de 3 bocas de 2 liEos, corryletamente sÉso y provisto de agitación
mecánica, cmbudo de adición y bajo atmósfera inertÉ, se le agregaron 300 ml de
éter etflico seco. Se enfrió a -40oC y se ¡dicionarou 20 ml de FCl3 (0.225 mol) al
matraz de reaccitin. Posteriormcnte sG edicionó lentamente por el embudo de
adición, una solución de 59 rnl (0.45 mol) de NHI'h2 en 20 ml de éter etflico seco
manteniendo la temperatura a -4OoC. Después de retirar el ba¡io de enfriamiento la
reacción se mantuvo en agitació'n por I hora y m rdicionaron l8 ml dc CH3OH
sÉco y se dejó reaccionsr por t hora. [¿ mezcla de reacción fué filtrada bajo
atmósfera inerte, se elimisó el éter con vacío y el rcsiduo se destiló sobre CsF
entre 30oC-33oC a una presión de 0.1 mm de Hg , obteniendo un lfquido incoloro.
Este compuesto es muy inestable y se usó inmediatamente en la siguiente reacción.
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Ncfuo-rrNfrdz

v

v

En un maüaz bola completamente seco, bajo atmósfera inerte y con agitación
magnética'se disolvispn 6.89 de IV (2.56 x l0'2 mol) en 30 ml dÉ éter etflico
ncco. El matraz se enfrió a OoC y ee adicionaron 1.3 ml de B-hidroxipropionitrilo
(leq.) y 3.6 ml de Et3N (leq.). El mrraz de reacción se llevd a temperatura
ambiente y se mantuvo coü qgitasión bejo atmósftra inerte por 17 horas.
Fotfieriormente se filt¡ó bajo arnósfera inerte para eüminar la sal formada y el
filt¡ado se evaporó al vacfo.

RMN.HT (CDClr¡ ; ver especto 6
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3o'fT"

'\"o"

H
OH

5' - 0- dimehxitritiltimidina Vl

En un rnatraz redondo, compleüamente seco, provisto de agitación magnética y
atmó$fera de argón se disolvieron 0.5g de timidina (2.06 x l0smol) y 0.7g de
clon¡ro de dirnetoxitritilo DMTTCI (leq.) en l0 ml de piridina seca. Se mantuvo
con agitación por 4 horas, después se adicionó I ml de metanol seco y la mezcla de
reacción se concentró hasta obtener una goma. Se agregó entonces 70 ml de
CH2CI2 y 40 ml de agua; la fase orgánica se lavó con agua (2 x 15 ml), se secó
eobre Na2SOo anhidro; se filuó y se evaporó a eequedad. El sólido obtenido se
rccristalizó de benceno caliente y hexano obteniendo 0.909 (80% de rendimiento)
de un polvo ligeramente ama¡illo con punüo de fusión de l2G122oC.

IR (CHCI3):cm-t
3395, 3019, 2934, 2839, 1686, 1608, 1 509, 1 215, 764.

**¡q-gt(CDCl3) : uer espectro 7

em ,mlz (abundancia relativa %) :54 (8, M+), 303 (100).
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vtr

N,N,-Diisopropilanirufosftto de I-cianoetil-3'-O-(5'-O-dimetoxitritil)-timidinilo
vII

En un mf,traz redondo, completamenüe s€co, proviato de agitación magnética y
bajo atmósfera inerte, se disolvieron 0.259 de bis(diisopropilamino)#-
cianoetoxifosfina V (1.5 eq.) y 0.309 del compuesto VI (leq.) en 5 ml de CH2CI,2
seco. Después se adiciona¡on 0.0409 de tetrazol (l eq.), y $e manruvo en agitación
bajo atmósfera inerte por 3 horas. L¿ nrczcla de reaccién se diluyó con CH2CI2; se
lavó con solución saturadf, de NaHCO3 (2 x 25 ml) y con agua (20 ml). La fase
orgánica se secó sobre Na2SOa anhidro, se filuó y sc evaporú a soquedrd. El
residuo orgdnico ne purificó por cromabgraffa en coltrrrma utilizando como
eluyente AcOEt : CH2CI2 : Et3N (45 : 45 : l0), obteniéndose un sólido blanco.

IR (CHCI3), cm-l :
3446, 2979, 2932., 2907, I 607, I 5 I 7, 1252, tl 86, I 033, 962.

R¡W{-Hr(CDCI3): ver espectro E
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ott*l'oJ

L/
Io

o-l+tucN

tr

Fosfito de Z-ciatrmrctil,l-O-(3,3-dimcül-1,2,3,4-tetahüro)rcridinil,3''O45''O'
dime toxilrtfil )timidinilo I X

En un matraz redondo completamente seco, se coevaporaron 0.1479 de tetrazol
(2.1 mmol) y 0.149 del t€trahidroacridinol IU (0.6 mmol) con piridina anhidra (2 x
3 ml) primero y con acetoniuilo seco (2 x 3 ml) después. La mezcla se puso bajo
atmósfera inerte / se agregaron 6 ml de acetonitrilo seco, 0.5g (0'7 mmol) de
fosforamidito YIII y se dejó en agitación por I hora a temPeratura ambienrc. El
prcducto de esta reacción no se aisló sino que se utilizó como tal en la siguiente
reacción.
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x

Fosfato ácido dc 1 -O-( 3,3-üneül- 1,2,3,4-tetmhiún)acridinil,S'-O-( 5'-O-
dime turttifi I ) timi dinilo X

Al matraz que supuestamente contiene IX se le agregaron 0.5 rtrl de agua y 2.5 ml
de r-BUOOH alg0%. [¿ mezcla se dojó en agitación por I bua y debpÉs se le
agr€garon 60 ml de CH2CI2; se lavó con solución saturada de NaHCO3 (2 x 25ml)
y con solución saturada de NaCl (l x 25ml). La fase orgánica se secó con Na2SOa
anhidro, $o filtró y se evaporó a sequedad. El rcsiduo sc intonú prrificar por
cromatograffa en columna eluyendo con hexano : AcOEt (50 : 50). [¿ mezcla de
reacción mostraba 4 productos, los cuales no se pudieron aielar ya que se observó
descomposición.
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