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AcOEt = Acetato de etilo

Bn = Bencilo

Boc = t-butoxicarbonilo

CCF = Cromatografia en Capa Fina

CEso = Concentracion Efectiva 50

DBH = (15,45)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano
DCM = Diclorometano

DCC = Diciclohexilcarbodimida

DMAP = 4-dimetilaminopiridina

DMF = Dimetilformamida

DMSO = Dimetilsulféxido

EM = Espectrometria de masas

i-PrOH = Isopropanol

IE = Impacto electrdnico

MTBE = Metiltertbutiléter

NP = Nucleoproteina

PivCl = Cloruro de pivaloilo

RMN = Resonancia Magnética Nuclear.
SNAr = Sustitucion Nucleofilica Aromatica

TEA = Trietilamina
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1. Introduccion

La influenza es una enfermedad que afecta al sistema respiratorio superior. Es causada por
un virus de la familia Ortomyxoviridae, se presenta a nivel mundial y causa brotes anuales
de intensidad variable. La mutabilidad, la gran frecuencia de reordenamiento genético y los
cambios antigénicos en las glucoproteinas de la superficie viral son un desafio para

controlar al virus, por lo que es necesario el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.

En 2010 los grupos de investigacion de Kao'y Su? y publicaron de manera independiente y
casi simultanea un nuevo compuesto con actividad antiviral que se denominé nucleozina
(1) capaz de generar dimeros u oligémeros de nucleoroteina (NP), una proteina asociada
con la replicacién del virus de la influenza. Se encontré que nucleozina posee mayor

actividad antiviral que el farmaco oseltamivir.

O,N

Nucleozina Oseltamivir

La nucleozina posee en su estructura un ciclo de piperazina el cual se puede sustituir por el

sistema 2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano (DBH) 2 6 3 con el propdsito de modificar la actividad

il
N /Ji\/N H
H

antiviral.

HN
(S,S) (R,R)
2 3
En el presente trabajo se reemplazé el anillo de piperazina de la molécula de nucleozina por
el sistema DBH (2) obteniendo el andlogo 4, el cual se caracterizd por técnicas de
Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de H y 3C, Infrarrojo vy

Espectrometria de Masas por Impacto Electronico (EMIE). También se envid para su
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evaluacién bioldgica, en colaboracion, al Instituto de Biotecnologia de la UNAM en
Cuernavaca, Estado de Morelos. A su vez se sintetizd un nuevo analogo (5) con el propdsito

de aumentar su solubilidad en agua.

N,o cl N,o
\ /) ' \ /) N
N NO, N NO,
o o
4 5

2. Marco tedrico

La influenza es una infeccidn viral aguda de las vias respiratorias, muy contagiosa, que
puede afectar la mucosa nasal, la faringea los bronquios y los alveolos pulmonares. Los virus
de la influenza se presentan a nivel mundial y causan brotes anuales de intensidad variable.

La enfermedad puede tener comportamiento endémico, epidémico o pandémico.>*

Se conocen tres tipos inmunoldgicos de virus designados A, B y C. La influenza tipo A es la
gue posee mayor variabilidad antigénica y es la causa de la mayor parte de los casos de
epidemias de influenza.>® La mutabilidad, el reordenamiento genético y los cambios
antigénicos resultantes en las glucoproteinas de la superficie viral, son un desafio para

controlar al virus.

2.1. Estructura y composicion del virus de la influenza

Las particulas virales de la influenza por lo general son esféricas y de 100nm de didmetro
aproximadamente. Las particulas del virus de la influenza contienen nueve proteinas

estructurales diferentes como se muestra en la Figura 1.

Q.F.B. Erick Alberto Correa Padilla H



SINTESIS DE ANALOGOS DE NUCLEOZINA CON POTENCIAL ACTIVIDAD UNAM-PCQ
ANTIVIRAL QUE INCORPORAN EL SISTEMA 2,5-DIAZABICICLO[2.2.1]HEPTANO

HA (hemaglutinina)

— 4

NA {(neuramidasa) __« 5 ’ M2 (canal iénico)
w\) ERRST /y PB1, PB2, PA
20000009 =5 (RNA polimerasa)
LGN
Cadena segmentada DG NN0
(-) de ARN del gen. VO :3 Bicapa de lipidos
N NN &
¥ reen ©. i
b ® Y
g’ S&. .
lv > \
4 ; . 4 \\4 " (NEP)
NP (nucleoproteina) * \

M1 (proteina de matriz)

Figura 1. Estructura del virus de la influenza.

La nucleoproteina (NP) se une con el RNA viral para formar una estructura de
ribonucleoproteina (RNP) como se muestra en la Figura 2. Tres grandes proteinas (PB1, PB2

y PA) se unen a la RNP viral y se encargan de la transcripcién y replicacion del ARN.

Nonamero

wp

Trimero de
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Figura 2. Estructura de la Ribonucleproteina (RNP).’

La particula viral estd rodeada por una cubierta lipidica derivada de las células del

hospedero. Dos glucoproteinas codificadas por el virus, la hemaglutinina (HA) y la
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neuraminidasa (NA), se introducen en la cubierta y quedan expuestas como espigas de casi
10 nm de longitud sobre la superficie de la particula. Estas dos glucoproteinas de superficie
son los antigenos importantes que determinan la variaciéon antigénica de los virus de la
influenza y la inmunidad del huésped. La proteina del canal iébnico M2 y la Proteina NS2

también se encuentran en la cubierta pero solo en unas pocas copias por particula.?

2.2. Cuadro clinico

La enfermedad tiene un inicio subito, fiebre mayor de 38 °C, postracion, cefalea, mialgias,
tos seca y manifestaciones nasales como estornudos, rinorrea y obstruccién aérea, con
inflamacién faringea. La fiebre declina al segundo o tercer dia de la enfermedad, al ceder la
fiebre los sintomas respiratorios pueden exacerbarse, la tos y la rinorrea pueden ser mas
intensos. Cuando se resuelven la mayoria de los sintomas, la tos y la debilidad pueden
persistir hasta una semana mas. Las complicaciones que se pueden observar son neumonia

bacteriana secundaria, neumonia viral primaria y neumonia mixta, viral y bacteriana.’

2.3. Hospederos

El virus de lainfluenza tipo A también se puede encontrar en cerdos, caballos, aves silvestres
y aves de corral y algunas especies marinas. Existe el riesgo de que la influenza aviar o
porcina se adapte por medio de mutaciones al epitelio respiratorio humano y
subsecuentemente transmitirse de persona a persona.*® Un riesgo mayor reside en que las
recombinaciones con cepas de virus humanas en un huésped intermedio generen hibridos
virales con potencial de diseminacién global y elevada patogenicidad por la ausencia de

inmunidad previa en las poblaciones humanas (Figura 3).1?

Q.F.B. Erick Alberto Correa Padilla n
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Figura 3. Eventos de recombinacidn genética entre aves cerdos y humanos, probable mecanismo de génesis
del actual virus AHIN1 de la influenza. (Paredes CF et al, 2009).

2.4. Prevencioén y control

Existen dos medidas disponibles que pueden reducir el impacto de influenza: la

inmunoprofilaxis que emplea vacunas y la quimioprofilaxis que depende de farmacos.

2.4.1. Vacuna

En la actualidad la vacuna usada es trivalente ya que contiene dos cepas de influenza tipo
A (HIN1, H3N2) y una cepa de influenza B. La vacuna es de aplicaciéon anual ya que la

elaboracién de esta vacuna varia afio con afo debido a los cambios antigénicos de los virus.

2.4.2. Terapéutica

2.4.2.1. FArmacos actualmente utilizados en el tratamiento contra la influenza

Actualmente existen cinco fdrmacos comercialmente disponibles para el tratamiento de la
influenza: oseltamivir (Tamiflu®) via oral, zanamivir (Relenza®) via inhalatoria y peramivir
(Rapivab®) via intravenosa que son inhibidores de la NA, y, amantadina y rimantidina que

son bloqueadores del canal idnico M2.

Q.F.B. Erick Alberto Correa Padilla H
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Los inhibidores de la NA impiden la escision del acido sialico inhibiendo la liberacién del

virion y evitando que las nuevas particulas virales se diseminen a otras células.

Zanamivir Oseltamivir

En cuanto a los bloqueadores de M2 su accidn consiste en la unién a un bolsillo especifico
de la proteina, estabilizando su conformacién cerrada e impidiendo que después de la
fusidn, el virus pueda liberar el complejo ribonucleoproteinico al citoplasma para seguir con

el ciclo viral.

NH2 NHZ

Amantadina Rimantadina

2.4.2.2. Otros grupos farmacolégicos

Existe una gran cantidad de compuestos que han sido ensayados por su potencial actividad
antiviral pero aun no estan disponibles para su uso en la clinica. A grandes rasgos estos
compuestos se pueden dividir en dos: activos contra los componentes de los virus (HA, NP
o NS1) y activos contra los componentes del huésped. Esta Gltima tiene como objetivo
modular la respuesta del huésped como estrategia que minimiza el desarrollo de cepas

resistentes, sin embargo el riesgo de efectos secundarios es muy alta.'?

La nucleoproteina (NP) es un objetivo atractivo debido a que es la proteina expresada mas

abundante durante el ciclo de la infeccion con multiples funcionalidades, es fundamental

Q.F.B. Erick Alberto Correa Padilla
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para la sintesis del vVARN, la exportacion nuclear de las RNP, el trafico citoplasmdtico y el
ensamble viral. NP no tiene ninguna contraparte en las células, por lo que usar a ésta
proteina como objetivo, puede evitar efectos secundarios en las células. La nucleozina es

uno de los farmacos en estudio con actividad sobre NP.

O,N

Nucleozina

Cuando la nucleozina se enlaza a NP se forman oligdmeros de la proteina, los cuales quedan

indispuestos para migrar al interior del ntcleo interrumpiendo la replicacion del virus.?

Tabla 1. Concentracidn efectiva 50 (CE 50) de nucleozina evaluada para diferentes virus de influenza.

Virus CEso (M)
A/WSN/33 0.069 + 0.003
H3N2 0.16 £ 0.01

Vietnam/1194/04 (H5N1) 0.33+0.04

En la Tabla 1 se muestran la concentracion efectiva 50 (CEso) de nucleozina evaluada para
distintos virus de Influenza, mientras que en la Figura 4 se muestra la eficacia, en
comparacion con oseltamivir. El compuesto tiene una concentracion téxica >250 uM lo que
sugiere una amplia ventana terapéutica. Se han sintetizado diversos andlogos estructurales
de nucleozina para modificar la actividades antiviral asi como su solubilidad vy

biodisponibilidad.4 15 16,17

Q.F.B. Erick Alberto Correa Padilla
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Figura 4. Tomado de Kao, R. Y. et al Nat. Biotechnol. 2010, 28 (6), 600—605.

2.6. El sistema (15,4S)-2,5-diazabiclo[2.2.1]heptano en quimica medicinal

Existen diversos ejemplos de farmacos a los que se le ha reemplazado el anillo de piperazina

por el sistema (1S,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano (DBH) 3 obteniendo una mejor

actividad terapéutica'®, por el ejemplo la danofloxacinal®, un antibiético usado en la

medicina veterinaria y la dietilcarbamazina.?®, un antiparasitario.

Dietilcarbamazina

..........

Danofloxacina

0]

______ N :JJ\N/\

_______

Analogo diazabiciclico
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La ranolazina es un farmaco actualmente empleado en el tratamiento de cardiopatia
isquémica. Nuestro grupo de trabajo realiz6 la sintesis de los analogos diazabiciclicos de

ranolazina encontrando que la mezcla epimérica [(S,S,S)(S,S,R)] tiene efecto vasodilatador

H
NjﬁﬁEﬁ OH OMe
o N_A~_O

H
N
jﬁN/\ OH OMe 555

H
Ranolazina Nm/\ﬁ% OH OMe
o N\)\/O

(S,S,R)

(Figura 5).2

Figura 5. Ranolazina y sus andlogos diazabiciclicos.

También se ha reportado la sintesis e identificacién de hibridos de nitroestiren-(1S,4S)-2,5-
diazabiciclo[2.2.1]heptano (Figura 6) como potenciales antiproliferativos y agentes

inductores de apoptosis contra lineas de cancer cérvico.??

NO,

R s %\m\FO

o

N

Figura 6. Derivados de nitroestiren-(15,4S)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano como potenciales
antiproliferativos y agentes inductores de apoptosis contra lineas de cancer cérvico.
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Esquema 1. Equilibrio conformacional y configuracional de la piperazina.

El sistema DBH es estructuralmente equivalente a la piperazina pero al ser un anillo
restringido puede mejorar la interaccion con algunos receptores celulares. En el Esquema 1
se muestran los cambios conformacionales y configuracionales de la piperazina para los
isomeros de silla, mientras que en el Esquema 2 se muestra que el DBH solo genera tres

configuraciones posibles.

Esquema 2. Equilibrio configuracional del (15,45)-2,5-diazabiciclo[2.2.1] heptano.

3. Planteamiento del problema

Los ortomixovirus son los virus responsables de la influenza, una infeccion que afecta al
sistema respiratorio. Son virus infectivos, de alta virulencia y gran mutagenicidad y son
causantes de epidemias y pandemias. Las estrategias de control de la enfermedad son la
inmunoprofilaxis (uso de vacunas) y la quimioprofilaxis (uso de medicamentos).

Actualmente estan disponibles dos principales tratamientos para los brotes de influenza:

Q.F.B. Erick Alberto Correa Padilla
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los blogqueadores de canales idnicos (amantadinia y rimantidina) y los inhibidores de la
neuramidasa (oseltamivir). Lamentablemente se han presentado casos de resistencia a
estos tratamientos por lo que es fundamental la investigacion en la busqueda de nuevos
blancos terapéuticos contra el virus de la influenza. La nucleoproteina (NP) es un candidato
ideal, dado que tiene una gran participacion durante la replicacién viral. La molécula de la
nucleozina tiene afinidad a esta proteina, la cual una vez enlazada, desactiva a NP por
formacién de oligdmeros de diferente tamafio, inhibiendo la replicacién viral. Se han
sintetizado diversos analogos de nucleozina con la finalidad de mejorar la actividad

terapéutica.

4. Hipotesis

Es posible mejorar la actividad antiviral de la Nucleozina mediante el reemplazo del anillo

de piperazina por el sistema (15,45)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano.

5. Objetivos

» Sintetizar dos analogos de nucleozina donde se incorpore el sistema (1S,4S)-2,5-
diazabiciclo[2.2.1]heptano como equivalente estructural de la piperazina.

» Sintetizar nucleozina para utilizarla como control positivo durante la evaluaciéon
bioldgica de los analogos diazabiciclicos.

» Caracterizar espectroscopicamente los analogos diazabiciclicos sintetizados, asi
como la nucleozina para su empleo como control positivo.

» Enviar a evaluacion biolégica los andlogos diazabicilicos sintetizados para

determinar la actividad antiviral

Q.F.B. Erick Alberto Correa Padilla
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6. Parte experimental

6.1. Esquema general de sintesis

N
NH 1) NaNO, / HCI F 8 Boc BOCPN'IEW
2
O,N O,N Cl

o oot
6 3)A 7
85 %

9 NO,

CH,Cl,

5 min.

100 %

N,o cl
\ 7 N ci
N NO, HN\ N
o PvCI/ Et;N
4 DCM

65% 10 NO,

Esquema 3. Sintesis del primer analogo diazabiciclico de nucleozina.

A partir de la 2-cloro-4-nitroanilina (6) se obtuvo el 3-cloro-4—fluoronitrobenceno (7),
mediante una reaccidon de Sandmeyer, el cual se hizo reaccionar con el N-BocDBH (8) en
solucién de DMF en presencia de K,COs para formar el compuesto 9, después se removié el
grupo protector N-Boc con 5.5 equivalentes de acido metansulfénico en DCM; el analogo 4

se sintetizo por la formacién de la amida via anhidrido mixto con PivCl.

La sintesis del N-BocDBH (8) se muestra en el esquema 4. Se partié del dibromhidrato 12 el
cual fue preparado siguiendo la metodologia reportada.?® 22 Esta estrategia de sintesis
comenzé con la trans-4-hidroxi-L-prolina, la cual se N-tosild en condiciones acuosas,
posteriormente el acido carboxilico se redujo a alcohol primario y se O-tosilaron tanto el
alcohol primario como el secundario dando lugar al intermediario tritosilado 12a que se

ciclé al tratarse con BnNH; en tolueno para generar 12b. El grupo protector N-Ts se remueve

Q.F.B. Erick Alberto Correa Padilla



SINTESIS DE ANALOGOS DE NUCLEOZINA CON POTENCIAL ACTIVIDAD UNAM-PCQ
ANTIVIRAL QUE INCORPORAN EL SISTEMA 2,5-DIAZABICICLO[2.2.1JHEPTANO

con tratamiento de HBr concentrado obteniendo a 12. El compuesto 12 se traté con NaOMe
en MeOH para producir la diamina libre la cual se mezclé con Boc,0O en DCM para generar
el N-Bn-N-BocDBH (13) el cual se sometié a hidrogendlisis catalizada con Pd/C en MeOH

para remover el grupo N-bencilo.

HO 1) TsCI/H ,0/Na,COj TsO,

2 . > )
& MW, 30 min (95 %) <_>\/OTS BANH, TsﬁIEw
CO,H 2 o \
N 2 2) NaBH, /BF3 Et,0 N N
H THF, 15 hrs (85%) Ts Tolueno n
A 12b
trans-4-hidroxi-L-prolina 20)h ?9;%) 12a
HBr 48%
BofLN'IE? DRI BotLNE? 1) NaOMe/ MeOH "ﬂIEW —
H Pd(OH),/C (5%) Bn  2)(Boc),O/DCM N
8 MeOH
13 12

Esquema 4. Sintesis del N-BocDBH (8).

Para evaluar la actividad antiviral del andlogo 4 fue necesaria sintetizar nucleozina como
referencia bioldgica; se intentd reproducir sin éxito la ruta de sintesis que reportd Kao et al

(esquema 5).%%

cl
(0] =N
cl DME " NH
HN N 1 \_0
* LN 100°C /@ —’EDCI (—N
on b
NO, 2 ci DIEA N ]
14 15

Esquema 5. Sintesis de nucleozina reportada por Kao y col.!
En el esquema 6 se muestra la ruta de sintesis de nucleozina que se desarrollé en el presente

proyecto. Se partid del compuesto 7 el cual se hizo reaccionar con N- Boc-piperazina en

DMF, la posterior remocion de grupo N-Bocy la formacién de la amida 1 via anhidrido mixto.
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Con la finalidad de mejorar la solubilidad del derivado diazabiciclico en agua se intentd
obtener la sal cuaternaria de amonio del derivado diazabiciclico 4 mediante la protonacion
de la amina terciaria, lamentablemente no se observé reaccidon con ninguno de los acidos
probados (HCI, H,SO4, CH3SO3H), por ello se desarrollé la sintesis del analogo 5 carente de
cloro en el anillo bencénico nitrogenado con la finalidad de aumentar la basicidad de la
amina y poder formar la sal de amonio. En el esquema 7 se muestra la ruta sintética del

analogo 5, con el cual tampoco se observé reaccién con los acidos antes mencionados.

HN
K/)‘IBOC
16

/@F O,N cl
CH3SO4H O,N cl
O,N cl \©: /\ ey L 2 \©:

K,COs4 /\
N
15 K/NH

N
CH,CI
7 DMF/100°C L NBoc 12 hre
1

3 hrs 17
73%

PvCl/ Et;N
CH,Cl,

Esquema 6. Sintesis de nucleozina.
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Boc CH3SO3H N
- —_—_—
K2COs CH,Cl,
NO, DMF / 100°C
1 NO, 20
8 19 NO,
11
PvCI / Et;N
DCM
N’o
\ N
N NO,
(o)
5
Esquema 7. Sintesis del segundo andlogo diazabiciclico 5.
6.2. Procedimientos experimentales
3-Cloro-4-fluoronitrobenceno (7)
F En un matraz bola de 100 mL se colocaron 5.16 g (29.9 mmol) del compuesto

¢l 6, se agregaron 7.56 mL de agua y 7.56 mL de HCl al 30 %, la mezcla se enfrid

entre -8 y -5 2C, con agitacidon magnética y se adicioné lentamente una solucidn
NO: de 2.19g(31.74 mmol) de NaNOz en 4.5 mL de agua, agitd durante 30 minutos,
se agrego una solucién de 4.56 g (41.53 mmol) de NaBF. y se agitd durante 10 minutos, se
filtré y se lavd con una solucidn fria de MeOH:H;,0 (1:1) y se secé al vacio por una noche. El
producto se colocd en un matraz bola de 500 mL, se adapté un refrigerante y se calentd
hasta la descomposicidn térmica. El producto se purificd por cromatografia en columna
(Heptano como fase moavil). Se obtienen 560 mg de un liquido naranja que solidific al

enfriar, tnicamente se logré un 10 % de rendimiento. RMN H (200 MHz, CDCls) § 8.36 (dd,
J=6.3,2.7 Hz, 1H), 8.19 (ddd, J=9.0, 4.1, 2.8 Hz, 1H), 7.32 (dt, /= 11.8, 5.9 Hz, 1H).
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2-tertbutoxicarbonil-5-(2-cloro-4-nitrofenil)-2,5-(1S, 4S)diazabiciclo[2.2.1]heptano (9)

En un matraz bola de 50 mL se mezclaron 3.96 g (19.93 mmol) del

o cl compuesto 8, 3.5 g (19.93 mmol) del compuesto 7, 3 g de K,CO3
V’Eﬁ y 20 mL de DMF; la mezcla se calentd a 120 °C con agitacion

b N >L magnética por una noche y se confirmo el fin de la reaccién por

o}\o CCF (heptano). Se evaporé en el rotavapor, se adicionaron 20 mL

de DCM, se lavo dos veces con 30 mL de agua y una con 30 mL de salmuera. La fase orgdnica
se seco sobre Na;SOs anhidro y se evapord hasta sequedad. Se recristalizé de 20 partes de
AcOEt. Se obtuvieron 5.12 g de un sélido amarillo con punto de fusiéon de 199.7 °C, 72.4 %
de rendimiento. RMN 'H (500 MHz, CDCl5) 6 8.17 (d, /= 2.0 Hz, 1H), 7.98 (d, /= 9.0 Hz, 1H),
6.64 (d, J=8.8 Hz, 1H), 4.78 (d, J = 40.79 Hz, 1H), 4.59 (d, J = 69.61 Hz, 1H), 4.01 (dd, J = 23.0,
9.2 Hz, 1H), 3.61 (dd, /= 44.0, 9.9 Hz, 1H), 3.45 (m, 2H), 1.99 (d, J = 11.5 Hz, 2H), 1.44 (d, J =
12.2 Hz, 9H). RMN 3C (125 MHz, CDCl3) & 154.13, 149.54, 138.50, 128.37, 123.72, 118.61,
114.33, 80.15, 60.39, 59.85, 56.52, 52.19, 37.13, 28.44. EMIE (70eV) m/z (% ar): 353 (10)
M*, 337 (<5) M*, 280 (22) M*, 252 (20) M*, 252 (18) M*,223 (56) M*, 183 (12) M*,

(1S,45)-2-(2-cloro-4-nitrofenil)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptano (10)

O,N Se disolvieron 5 g (14.16 mmol) del compuesto 9 en un matraz bola de
Cl 50 mL, con 30 mL de DCM vy se adicionaron 5 mL de MeSOszH. Se

ﬁEﬁ determind por CCF (MTBE) que la reaccién termind en 5 minutos. A la

H mezcla de reaccion se le adiciono solucidn saturada de Na,COs, se filtré

sobre celita, se separaron fases, la fase acuosa se volvidé a extraer con 30 mL de DCM, las
fases organicas se mezclaron, se lavaron con 30 mL de agua, se secaron sobre Na;SOa
anhidro y se concentré a sequedad obteniendo 3.2 g de un sélido amarillo con punto de
fusion de 154.5 °C, 86.3 % de rendimiento. RMN *H (500 MHz, CDCl3) 6 8.19 (d, J = 2.5 Hz,
1H), 7.98 (dd, J = 9.3, 2.5 Hz, 1H), 6.63 (d, J = 9.3 Hz, 1H), 4.66 (s, 1H), 4.09 (dd, /=9.7, 1.6
Hz, 1H), 3.83 (s, 1H), 3.35 - 3.21 (m, 2H), 3.16 (d, J = 10.1 Hz, 1H), 1.96 (d, J = 9.9 Hz, 1H),
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1.89 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 1.55 (s, 1H). RMN 3C (125 MHz, CDCls) & 148.79, 137.08, 127.36,
122.62,117.52, 113.27, 61.64, 59.25, 55.27, 49.74, 36.16.

5-(2-cloro-4-nitrofenil)-(1S,45)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il)(5-metil-3-fenilisoxazol-4-

illmetanona (4)

O,N En un matraz bola de 100 mL se colocaron 2.4 g (12 mmol) del
Q’C' compuesto 11, con 30 mL de DCM seco y se adicionaron 3.5 mL
ﬁEﬁ de TEA, se enfrio entre 0y 5 2C, se adicionaron 1.54 mL de PivCl

N

XN VYse agité durante 30 min. Se confirmé Por CCF (MTBE-Heptano,
o ) 0 2:1 que todo el acido carboxilico 11 reacciond, diluyendo 20 pL
de la mezcla de reaccién en 100 uL de i-PrOH y revelando con verde de bromocresol en
MeOH. Se adicionaron 3 g (12 mmol) de la amina 10 en estado sdlido y se agitd durante 30
minutos confirmado por CCF fin de la reaccidn. Se adiciond agua, se separaron las fases y se
extrajo con 30 mL de DCM, la fase organica se lavd con 30 mL de agua, se secd sobre Na;SO4
anhidro, se evaporo hasta sequedad y se recristalizé de AcOEt obteniendo 1.3 g de un sélido
amarillo con punto de fusién de 174.5 °C, 25 % de rendimiento. RMN *H (500 MHz, CDCl3) &
8.14 (dd, J = 17.7, 2.3 Hz, 1H), 7.90 (ddd, J = 72.9, 9.2, 2.2 Hz, 1H), 7.63-7.06 (m, 5H), 6.42
(dd, J = 130.4, 9.2 Hz, 1H), 5.15 (s, 1H), 4.63 (d, J = 86.1 Hz, 1H), 4.14 — 3.98 (m, 1H), 3.65
(ddd,J=89.2,64.7,10.8 Hz, 2H), 3.11 (dd, J =39.3, 9.8 Hz, 1H), 2.53 (d, /= 19.9 Hz, 3H), 1.69
(s, 2H). RMN 3C (125 MHz, CDCl3) 6 170.04, 161.57, 159.67, 148.97, 138.92, 130.30, 128.91,
128.22,127.92, 126.83, 123.54, 118.93, 114.23, 111.65, 59.31, 59.01, 60.17 — 55.03, 52.29,
36.77, 11.81. EMIE (70eV) m/z (% ar): 438 (<5%) M*,408 (<5%) M*, 223 (100) M*, 216 (42)
M*, 144 (38) M*
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1-tertbutoxicarbonilpiperazina (16)

HN/\ En un matraz bola de 1 L se colocaron 5 g (58 mmol) de piperazina y se
K/N\l//o disolvieron en 560 mL de agua, se adicionaron 3.14 g de acido acético y
O\F se agitd durante 15 minutos. Se enfrio en un entre -8 y -5 2C y se adiciono

por goteo lento (en aproximadamente 45 minutos) una solucién de 10.43

g de Bocy0 en 45 mL de MeOH. Posteriormente, se calentd hasta temperatura ambiente y
se agitd durante toda la noche. El pH de la mezcla de reaccién se ajusté a 5.5 con HCl al 10
% con ayuda de un potenciémetro calibrado y se extrajo con DCM (2 X 25 mL) para eliminar
el intermediario disustituido (se confirmé por CCF), posteriormente el pH se ajustd a 9.5
con NaOH al 10%. El producto deseado se aisld por extracciéon con DCM (2 x 50 mL), las
fracciones organicas se mezclaron y se secaron sobre Na;SO4 anhidro, se concentrd hasta

sequedad se obtienen 9.3 g de un sélido blanco, 87 % de rendimiento.

1-tertbutoxicarbonil-4-(2-cloro-4-nitrofenil)piperazina (17)

ON En un matraz bola de 25 mL se mezclaron 821.58 mg (4.68 mmol) del
! O o compuesto 7, 795 mg (4.26 mmol) del compuesto 16 y 1.5 g de K,CO3
\f anhidro, se calentd a 120 °C por una noche con agitacion magnética

y bajo atmdsfera de nitrégeno. Se confirmo fin de reaccidon por CCF
(heptano-MTBE, 2:1). Se adicionaron 15 mL de DCM, se agit6 durante 15 minutos y se filtré
sobre celita. El filtrado se lavé con 20 mL de agua y 20 mL de salmuera. La fase organica se
secd sobre Na;S04 anhidro y se evaporé hasta sequedad, obteniendo 1.56 g de una mezcla
que se calenté a reflujo con 4 mL de AcOEt, se enfrio lentamente hasta 0-5 eC y se filtré. Se
obtuvieron 1.36 g de un sdélido amarillo con punto de fusion de 148.6 °C, 93.7 % de

rendimiento.
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1-(2-cloro-4-nitrofenil)piperazina (15)

O,N Se disolvieron 1.36 g (3.99 mmol) del compuesto 17 en un matraz
\Q\N/\ bola de 50 mL con 20 mL de DCM vy se adicionaron 1.42 mL de

Cl K/NH MeSOsH. La reaccion terminé en 5 minutos, se determiné por CCF
(MTBE). A la mezcla de reaccidn se le adiciond solucidn saturada de NaHCOs, se separaron
fases, la fase acuosa se extrajo con DCM (2 X 10 mL) las fases orgdnicas se mezclaron, se
lavaron con 20 mL de salmuera, se secé sobre Na;SOs anhidro y se concentrd hasta

sequedad obteniendo 961 mg de un sdlido amarillo, rendimiento cuantitativo.

Nucleozina (1)

O,N En un matraz bola de 50 mL se colocaron 961 mg (3.97
\Q\N/\ mmol) del compuesto 15, 806.96 mg (3.97 mmol) del

Cl K/N o compuesto 11y 10 mg de DMAP, se disolvieron en 20 mL
m de DCM seco. Se adiciond adiciond lentamente (45

O-N minutos) una solucién de 899.6 mg (4.36 mmol) de DCC

en DCM seco, y se dejo en agitacion por una noche. Se confirmé el fin de la reaccién por
CCF (MTBE-Heptano, 2:1 v/v). Se filtrd sobre celita, y el filtrado se lavé con 30 mL de aguay
30 mL de salmuera, se secé sobre Na;SO4 anhidro y se evapord hasta sequedad obteniendo
1.9 g de producto crudo, el cual se disolvié en 45 mL de acetona caliente, se agregd carbdn
activado, se filtré en caliente sobre 2 g de silica gel,,el filtrado se concentrd hasta un
volumen aproximado de 10 mL, se enfrio entre 0y 5 2C y se filtrd, obteniendo 1.25 g de un
s6lido amarillo con un punto de fusién de 174.5 °C, 75.3 % de rendimiento. RMN H (300
MHz, CDCls) 6 8.21 (d, J= 2.6 Hz, 1H), 8.05 (dd, J = 8.9, 2.6 Hz, 1H), 7.70 - 7.62 (m, 2H), 7.52
—7.45 (m, 3H), 6.84 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 3.92 (s, 2H), 3.28 (s, 2H), 3.12 (s, 2H), 2.54 (d, /=3.5
Hz, 5H). RMN 3C (75 MHz, CDCls) 6 169.98, 162.56, 159.96, 153.90, 142.79, 130.38, 129.10
(2C), 128.36, 128.00, 127.86 (2C), 126.54, 123.38, 119.55, 110.94, 50.14 (2C), 46.87, 41.85,
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11.83. EMIE (70eV) m/z (% ar): 426 (42) M*, 411 (10) M*, 391 (5) M*, 240(23) M*, 211 (100)
M*, 186 (60) M*, 144 (97) M*.

2-tertbutoxicarbonil-5-(4-nitrofenil)-2,5-(1S,4S)diazabiciclo[2.2.1]heptano (19)

O,N En un matraz bola de 25 mL se colocaron 932 mg (4.69 mmol) de

Q N-BocDBH (8), 662.8 mg (4.69 mmol) del compuesto 18y 1.29 g

ﬁEﬁ de K,CO3, se adicionaron 10 mL de DMF y se calenté a 120°C por

N 0>L 2 horas bajo atmdsfera de nitrégeno. Se confirmé el fin de la

o reaccion por CCF (MTBE - Heptano; 3:1 v/v). Se concentré hasta

sequedad al vacio, el residuo se disolvié con 10 mL de DCM, se filtré sobre celita, se

concentré a sequedad y se recristalizé de AcOEt. Se obtuvieron 735 mg de un sélido amarillo

con punto de fusién de 200.3 °C, 49.3 % de rendimiento. RMN H (500 MHz, CDCl3) § 8.11

(d, J = 8.8 Hz, 2H), 6.49 (d, J = 8.8 Hz, 2 C-H), 4.64 (d, J = 65.8 Hz, 1H), 4.53 (s, 1H), 3.59 (d, J

= 8.8 Hz, 1H), 3.36 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 3.51 — 3.23 (m, 2H), 2.00 (s, 2H), 1.44 (d, J = 24.2 Hz,

9H). RMN 3C (125 MHz, CDCls) & 152.97, 150.03, 136.42, 125.38, 109.64, 79.16, 56.60,
55.91, 55.33,51.27, 36.47, 27.37.

2-(4-nitrofenil)-2,5-(1S,4S)diazabiciclo[2.2.1]heptano (20)

O,N Se disolvieron 735.3 mg (2.3 mmol) del compuesto 19 en un matraz de
Q 50 mLen 10 mLde DCM y se adicionaron lentamente 840 puL de MeSOsH.
ﬁﬁw Se determind por CCF (MTBE) el fin de la reaccién en 5 minutos. Se

H adiciond solucidn saturada Na;COs, hasta un pH > 8 se extrajo con DCM
(2 X 10 mL), se secé sobre Na S04 anhidro y se evaporé hasta sequedad. Se obtuvieron 523
mg de un sélido amarillo con punto de fusion de 150.4 °C, 99 % de rendimiento. RMN H
(500 MHz, CDCI3) 6 8.06 (d, J = 9.1 Hz, 1H), 6.44 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 4.43 (s, 1H), 3.87 (s, 1H),
3.63 (t, J = 9.5 Hz, 1H), 3.10 (t, J = 15.1 Hz, 1H), 3.03 (d, J = 9.9 Hz, 1H), 1.98 — 1.91 (m, 1H),
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1.88 (d, J = 9.8 Hz, 1H), 1.59 (s, 1H). RMN 3C (125 MHz, CDCls) & 146.47, 132.06, 121.61,
105.76, 54.59, 52.90, 51.38, 46.12, 32.85.

(5-(4-nitrofenil)-(15,45)-2,5-diazabiciclo[2.2.1]heptan-2-il)(5-metil-3-fenilisoxazol-4-

illmetanona (5)

O,N En un matraz bola de 25 mL se colocaron 368.5 mg (1.69 mmol)
Q del compuesto 20, 343.4 mg (1.69 mmol) del acido isoxazélico 11
ﬁEw y 4 mg de DMAP, se disolvieron en 10 mL de DCM seco. Se

N

XN adiciond lentamente una solucion de 383.6 mg de DCC en 10 mL
de DCM seco, y se mantuvo con agitacién por una noche. Se
determiné el fin de la reaccion por CCF (MTBE). Se filtré sobre celita, se concentrd hasta
sequedad. Se purificé por cromatografia en columna con 20 partes de silica gel (MTBE). Se
obtuvieron 400 mg de un sélido amarillo con punto de fusién de 196.2 °C, 73.23 % de
rendimiento. RMN H (500 MHz, CDCls) § 7.98 (dd, J = 23.7, 9.0 Hz, 1H), 7.68 — 7.27 (m, 3H),
7.10 (dt, J = 38.5, 7.4 Hz, 2H), 6.21 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 4.78 (d, J = 324.2 Hz, 1H), 4.41 - 3.90
(m, 1H), 3.80 — 2.78 (m, 2H), 2.43 (d, J = 35.6 Hz, 2H), 2.12 — 1.67 (m, 1H). RMN 13C (125
MHz, CDCl3) 6 170.10, 161.66, 159.64, 150.69, 137.89, 130.26, 129.03, 128.29, 127.28,
126.21,111.68, 110.75, 58.26, 56.46, 55.79, 52.3, 37.25, 11.80.EMIE (70eV) m/z (% ar): 404
(10%) M+, 388 (<5%) +-, 374 (<5) +-, 224 (10) M*, 216 (36) M*, 189 (100) M*, 144 (30) M*,
77 (10) M*.

7. Resultados y analisis de resultados

Se sintetizaron dos andlogos diazabiciclicos (4 y 5) de nucleozina, asi como nucleozina, que
se usara como control positivo en las pruebas bioldgicas.
Los compuestos se caracterizaron por IR, RMN 'H, RMN *3C y/o EMIE. En el anexo se

muestran los espectros de las amidas 1,4y 5.
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e Se enviaron los andlogos diazabiciclicos y la nucleozina a evaluacién bioldgica, en
colaboracién al Instituto de Biotecnologia de la UNAM en Cuernavaca en el Estado de

Morelos.

e Tabla 2. Resultados obtenidos en la sintesis de nucleozina y sus andlogos diazabiciclicos.

Nucleozina ler Andlogo 2do Andlogo
SNAr
Rendimiento (%) 93.7 72.4 49.3
Punto de fusién (°C) 148.6 199.7 200.3
PM (g/mol) 341 353 319
Desproteccion
Rendimiento (%) Cuantitativo 86.3 Cuantitativo
Punto de fusién (°C) No se determiné 154.5 150.4
PM (g/mol) 241 253 219
Sintesis de la amida
Rendimiento (%) 75.3 25 72.2
Punto de fusién (°C) 174.5 184.7 196.2
PM (g/mol) 426 438 404
Rendimiento global (%) 69 15.5 35
Enviado a evaluacién 500 mg 400 mg 400 mg

En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos en la sintesis de nucleozina y sus
derivados diazabiciclicos. Se observd que los mejores rendimientos se obtuvieron en la

desproteccion del grupo N-Boc.
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Reaccién de Sandmeyer

A pesar de obtener bajos rendimientos en la reacciéon de Sandmeyer esta reaccién sirvid

para obtener el andlogo diazabiciclico (4) y nucleozina (1) en microescala. Una vez

caracterizados los compuestos finales por RMN-'H se adquiri6 comercialmente el

compuesto 7 a Sigma-Aldrich.

Reaccidon de SNAr

El principal problema fue en la obtencién del compuesto 15. Las condiciones reportadas no

fueron reproducibles. Las reacciones donde se utilizé al compuesto 19 como materia prima

(Esquema 8) no dieron resultados favorables, observando varios productos de reaccion por

CCF.
Cl
cl DMF NR
. HNTY NC'
L_NR 100°C
NO, O2N Cl donde
= -H (15)
donde
19 R= -H -Boc (17)
-Boc (16)

Esquema 8. Reaccidn de SNAr con el compuesto 19.

Una vez obtenida y caracterizada la nucleozina, se volvid a repetir la reaccién con el

compuesto 14 y se compard por CCF con el compuesto 17, observando algo similar a lo

mostrado en la Figura 7 donde es evidente que la formaciéon del compuesto 17 es muy

escasa.
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14 —

17 —— <D

Mezcla de
reaccion

Figura 7. CCF de la reaccién de SNAr con el compuesto 14 comparada contra el compuesto 17.

Es probable que durante la reaccidon se forme un bencino intermediario, el cual es
susceptible de ser atacado por el nucleéfilo como se muestra en el Esquema 9. Por ello se
decidid utilizar al compuesto 7 como materia prima para obtener las N-Boc-N-arilaminas 9,

17y 19.

Después en lotes posteriores de 4 mmol se quiso reproducir la metodologia desarrollada
con DMF para obtener el compuesto 17 pero se observd que la mezcla de los compuestos
7 y 16 se tornaba de un color amarillo similar al del producto, por lo que se decidié no
emplear DMF y realizar la reaccién sin disolvente. La reaccidn no termind pero la mayoria
de la materia prima se consumid, una recristalizacién con dos volimenes de AcOEt por

gramo de mezcla fue suficiente para purificar el compuesto 17.
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Esquema 9. Formacion del bencino intermediario en la reacciéon de SNAr con el compuesto 19.

Remocidn del grupo N-Boc

No se encontraron problemas para la desproteccion de las N-Boc-N-arilaminas 9, 17 y 19;

con 5.5 eq. de MeSOs3H en DCM la reaccidén termind en 5 minutos.

Purificacion de los carbamatos.

En cuanto a la purificacidén de los compuestos, la recristalizacién de las N-Boc-N-arilaminas

9,17 y 19 que provienen de la reaccidn de SNAr permitié obtener compuestos puros pero

con muy bajos rendimientos debido a sus bajas solubilidades en disolventes como AcOEt,

acetona, MTBE, EtOH o i-PrOH por lo que se usaban hasta 20 voliumenes de disolvente para

recristalizar. Los compuestos anteriormente mencionados son bastantes solubles en

disolventes como DMSO, DMF y CH,Cl,, pero no se pudo recristalizar en estos disolventes.

Experimentos posteriores demostraron que colocar la mezcla a reflujo durante 30 minutos

con 2 volumenes de AcOEt (en suspension) y la posterior filtracién en frio, fue suficiente
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para purificar las N-Boc-N-arilaminas 9, 17 y 19. La desproteccién del grupo N-Boc produjo

un solo producto, por lo que no fue necesario purificar hasta la formaciéon de la amida.

Purificacion de amidas finales

La purificacion de las amidas finales por cromatografia en columna fue lenta, lo que
promovid su descomposicién (observaciones en CCF); una vez descompuestas las amidas se
logro purificar por recristalizacion de acetona o AcOEt. Las amidas 1, 4 y 5 son muy poco
solubles en agua (< 5 uM) y disolventes orgdnicos como alcoholes, MTBE, AcOEt, acetona o
heptano, pero son muy solubles en DCM y DMSO (soluble en dos volumenes), aunque es
bastante complicado recristalizar en estos disolventes. Fue necesario agregar al menos 30
mL de disolvente caliente (acetona o AcOEt) por cada gramo de amida. Una vez obtenido el
solido, este se filtraba pero se obtuvieron bajos rendimientos como el caso del segundo

analogo.

Para mejorar el rendimiento de la recristalizacidn, la nucleozina (1) se disolvié en acetona
caliente, se tratd con carbdn activado, se filtrd6 y se concentré a vacio hasta
aproximadamente una sexta parte del volumen original, conforme se evapora el disolvente
un solido amarillo se comienza a formar. Se dejé con agitacidn a reflujo 10 minutos, se enfrid
y se filtrd al vacio obteniendo un producto puro con un rendimiento de recristalizacion de

80 %.
Formacion de sales de amonio

Para mejorar la solubilidad en agua de la amida 4 se intentd formar la sal de amonio
derivada de la amina terciaria, por lo que se intentd formar con HCl (30%), H.SO4
concentrado y CH3SOsH sin obtener reaccién. Por ello se disefid el segundo andlogo,
basdandonos en la hipdtesis de que la eliminaciéon de un atomo de cloro aumentaria la
basicidad de la amina terciaria y seria posible formar la sal de amonio, pero

lamentablemente se obtuvieron los mismo resultados que con el primer andlogo.
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La caracterizacidn espectroscépica proporcioné la evidencia de la identidad de los analogos

diazabiciclicos y concuerda con lo reportado en la literatura para el caso de la nucleozina.

8. Conclusiones

e Selogro la sintesis de dos analogos diazabiciclicos (4 y 5) de nucleozina, asi como de
Nucleozina que se usard como control positivo en la evaluacién biolégica.

e Los compuestos antes mencionados, y algunos de sus intermediarios, se
caracterizaron por RMN *H, RMN 3C y EMIE.

e Los analogos diazabiciclicos se encuentran en evaluacidn bioldgica, en colaboracién
con el Instituto de Biotecnologia de la UNAM en Cuernavaca y la Facultad de

Medicina de la Universidad Autdnoma del Estado de Morelos.

9. Anexo
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Espectro 1. Espectro de RMN H a 300 MHz de la nucleozina (1).
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Espectro 2. Espectro de RMN *3C a 125 MHz de la nucleozina (1).
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Espectro 3. Espectro de masas de nucleozina (1). Técnica de ionizacién: impacto electrénico (70 eV).
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Espectro 7. Espectro de RMN H a 500 MHz del andlogo diazabiciclico de nucleozina 5.
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