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Betanzos Meléndez Laura Capitulo 1. RESUMEN

ESTAVUDINA.

La estavudina (Figural) también es conocida como d4T o 2’,3’-didehidro -3’-
deoxitimidina y es fabricada por Brystol-Myers Squibb con el nombre de Zerit® en
USA o por Cipla con el nombre de Stavir® en la India. La estavudina pertenece a una
clase de medicamentos antivirales llamados inhibidores de la transcriptasa inversa
analogos de los nucletsidos (NRTI). La estavudina es un analogo de la timidina que
presenta actividad in vitro frente al VIH en células humanas.®

Figura 1. Estructura de estavudina

El alcance del presente trabajo, es la sintesis de compuestos derivados de la
estavudina que presentan el grupo funcional carbamato: fenil &cido carbamico 5-(5-
metil-2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-il)-2,5-dihidrofuran-2-ilmetil éster. (2), [5-
(5-metil-2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-il)-2-5-dihidro-furan-2-ilme-toxicarbonil
amino]-acido acético etil éster. (3) y {6-[5-(5-metil-2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-
1-il)-2,5-dihidro-furan-2-il metoxicarbonil amino]-hexil}-acido carbamico —(5metil-2,4-
dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-il)-2,5-dihidrofuran-2-ilmetil ~ éster.  (4). Los
compuestos (2), (3) y (4) presentan las estructuras mostradas en la Figura 2.

HN i o jL HM 2 o j\ o)
e I

2) HaC @

Fig. 2. Representacion de cada una de las estructuras de los compuestos
derivados de estavudina formados.
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Los compuestos (2), (3) y (4) fueron identificados y caracterizados por medio
de espectroscopia infrarroja, resonancia magnética nuclear protonica, resonancia
magnética de carbono 13. También se hizo el experimento de la muestra en solucion de
resonancia magnetica COSY para ver la conectividad que hay entre los a&tomos de la
molécula.

Ademas, se realizé un estudio conformacional cuando los compuestos se
encuentran en solucion, por medio del experimento de resonancia magnética nuclear
NOESY, los resultados se confrontaron con los resultados obtenidos del andlisis
conformacional tedrico por medio de mecanica molecular (MMF) y se observo que
existe una similitud entre ellos.
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Betanzos Meléndez Laura Capitulo 2. ANTECEDENTES

1. ESTAVUDINA.

La estavudina también es conocida como d4T o 2’,3’-didehidro -3’-
deoxitimidina, que al hidrolizarse se descompone en timidina. Es un farmaco
antirretroviral activo contra el virus de la inmunodeficiencia adquirida. )

1.1 Caracteristicas de estavudina.

La absorcion de estavudina administrada oralmente como Zerit capsulas es
rapida. Como monoterapia funciona mejor que al combinarse, por ejemplo, no se debe
combinar con el farmaco Zidovudina (AZT), ya que puede competitivamente inhibir la
fosforilacion intracelular de la estavudina; se hidroliza y se absorbe mas rapido en
comparacién al AZT; su biodisponibilidad absoluta promedio es de 86.4 %, mientras
que la del AZT es de 60 a 70%. *+4Y)

Tabla 1. Comparacion entre eventos adversos al suministrar estavudina o zidovudina

Porcentaje de pacientes
Estavudina | Zidovudina
Evento adverso 40 mg 200 mg
dos veces al | tres veces
dia al dia
Dolor de cabeza 54 49
Fiebre/ escalofrio 50 51
Diarrea 50 43
Nausea y vomito 38 44
Dolor abdominal 34 27
Insomnio 29 31
Reaccion alérgica 9 8

2. PRODROGAS.

La mayoria de las drogas tienen caracteristicas indeseables, como
biodisponiblilidad limitada, carencia de especificidad de sitio e inestabilidad quimica y
enzimatica que pueden convertirse en barreras farmacologicas, farmacocinéticas o
farmacéuticas. Se han hecho varias investigaciones para reducir al minimo las
caracteristicas indeseables y lograr que el farmaco tenga la actividad terapéutica
deseable, lo que ha dado como resultado el disefio de las podrogas.

La prodroga es un derivado quimico farmacoldgico que por si mismo es inerte,
pero que se convierte a una droga activa por una biotransformacion metabdlica en el
cuerpo (Figura 3). ¥ "
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Barrera
hinlddica
-
Droga
! Bintransformacian
Prodrogas
Hidrdliziz
enzimética
e Tranzportador Acarreadar

Figura 3. Representacion esquemética del aprovechamiento de una prodroga.

Una prodroga puede ser activada por un proceso no enzimatico como una
hidrolisis, pero en este caso, el compuesto de manera inherente es inestable. La
conversion de una prodroga a una droga puede ocurrir antes de la absorcion, durante la
absorcion, después de la absorcion o en un sitio especifico del cuerpo. ®

El concepto prodroga es andlogo al uso de agentes protectores en sintesis
organica, en donde se requiere proteger a un grupo funcional de manera especifica, para
que durante el curso de una serie de reacciones, el grupo no participe y/o no se
transforme y posteriormente, desprotegerlo para que tenga la funcionalidad deseada y
hasta entonces participe en la siguiente serie de reacciones, siendo este un ejemplo de
una prodroga enlazada a una acarreador. ©

2.1 Ventajas de las prodrogas.

Son diversas las razones del porqué utilizar prodrogas en el disefio de una
droga.

— Solubilidad de la droga en el agua.
— Absorcion y distribucion.

— Sitio especifico de accion.

— Estabilidad.

— Liberacion prolongada.

— Disminucion en la toxicidad.

— Aceptabilidad por el paciente.

— Evitar problemas de formulacion.
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Las prodrogas pueden dividirse en dos:

1. Prodrogas Bioprecursoras

2. Prodrogas Enlazadas a un Acarreador. En este tipo de prodrogas podemos
encontrar a las prodrogas bipartitas (droga-acarreador) y prodrogas “mutual”
(en donde dos moléculas droga-droga se encuentran unidas, las dos presentan
un sinergismo y una es acarreadora de otra).®

2.2 Prodrogas de estavudina.

Muchos de los analogos de nucledsidos (moléculas formadas por una base
nitrogenada unida a una molécula de azlcar de cinco 4&tomos) que tienen fundamentos
en contra de la actividad del VIH, tienen una pobre conversion a su metabolito activo
(ej. trifosfatos).

2’,3’-didehidro-2’,3’-dideoxytimidina (estavudina) y su prodroga lipofilica 5’-
monofosfato triester, S0324, fue probada en cuatro diferentes lineas de células animales.
La prodroga So0324 fue mucho mejor que estavudina en contra del virus de
inmunodeficiencia del tipo 1y 2, y virus de inmunodeficiencia en linfocito T humano
de células CEM y MT-4. El S0324 es menos citotoxica para células MT-4 czue la
estavudina. Se puede comparar la estavudina con su prodroga So324 en la tabla 2.1%

Tabla 2. Efectos de antirretrovirus de d4T y S0324 9 en diferentes lineas de células.

Linea de células | virus | compuesto | ECs,® "' | CCsg”
CEM VIH-1 | estavudina 0.80 213
So0324 0.18 129
CEM VIH-2 | estavudina 0.78 213
So0324 0.20 129
MT-4 VIH-1 | estavudina 0.65 4
S0324 0.07 >100
MT-4 VIH-2 | estavudina 0.77 4
S0324 0.07 >100

#50% de la concentracion efectiva o concentracion del compuesto requerida
para lograr un 50% de inhibicién de VIH-1y VIH-2.

b50% de concentracion citotoxica o concentracién del compuesto requerida
para causar un 50% de inhibicion de la proliferacion de las células.

La actividad antiviral de la estavudina y sus prodrogas en contra de VIH-1 se
determind “in vitro™ en linfocitos T4 (linea de células CEM). La actividad mejorada de
la prodroga sobre la estavudina puede mejorar la liberacién de estavudina (tabla 3).*?
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Tabla 3. Comparacion de propiedades bioldgicas de estavudina contra una de sus prodrogas.

. . Hidrdlisis “in
Compuesto R Actividad anti VIH-1 (uM) vitro”
tyo(min)®
ECs® | CCs SI°
derivado de -N,_\NH
; — <0.0636 | >100 | >15.723 20
estavudina
estavudina | ------ 0.09 >100 >1111 | -

% Concentracion efectiva de compuesto logrando 50% de proteccion en lineas
de células CEM en contra de efectos citopéaticos de VIH-1.

Y Concentracién citotéxica de compuesto requerido para reducir la viabilidad
de despreciar por un 50% las células CEM.

“indice de selectividad o radio de CCsx para ECx.

9 A la dosis de 6.25 ug/ml.

® En plasma humano.

Un ejemplo mas de prodrogas que han sido reportadas, son los aminoacido éster
prodrogas de estavudina, que presentan la estructura de la Figura 4.

(0]

o)
mw—~4 o M
— —
HsC

Figura 4. Estructura de éster prodrogas de estavudina.

2.3 Problemas de absorcién.

Para que en el organismo pueda existir una buena absorcion de la droga, ésta
debe vencer algunas barreras bioldgicas, fisicas y bioquimicas. Los analogos o las
prodrogas pueden mejorar la absorcion de la pobre permeacion de los agentes
terapéuticos. La solubilidad acuosa de las moléculas también puede mejorar,
dependiendo del ligando. Las prodrogas son miméticas de las drogas, son reconocidas
por los membrana-transportadores como sustratos y son transportados a través de las
células epiteliales, el transportador ligado a la droga, puede unirse a enzimas lo que
permitiré la activacion de la droga. ©¢¥ "

Dentro de las prodrogas, se han disefiado prodrogas de nucledsidos que al
metabolizarse se activan y aumentan la cantidad de farmaco que entre en la célula. Por
esta Gltima razén, se han ligado a los nucledsidos compuestos quimicamente lipofilicos
como ésteres o carbonatos.

Se debe de tener cuidado al sintetizar compuestos que contengan el grupo
funcional carbamato, ya que los carbamatos son facilmente hidrolizables en soluciones
alcalinas, facilmente se oxidan o se conjugan. (Figura 5).®?
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Grupo funcional Ligando para
lakil —— _ mejarar las
(&ater, carbamata) \\ /,--' propiedaces
\ y farmacolddicas
L} ."
1 |
A
1

B ESTANWUDIMA
ZID LD A

Figura 5. Partes que conforman la prodroga. (13)

2.4 Carbamatos

Los carbamatos (Figura 6), son ésteres del acido carbamico (H,NCOOH),
también son conocidos como uretanos. El &cido carbamico y sus derivados
N-sustituidos son muy labiles; se descomponen espontaneamente a didxido de carbono
y amoniaco o amina.‘¥

N-alquilcarbamato
de metilo

Figura 6. Molécula de carbamato.

2.4.1 Formacioén de carbamatos.

Hay distintas rutas para la sintesis de carbamatos, a continuacion se presentan
algunas de ellas con algunos ejemplos que han sido reportados en la literatura.

e A partir de aminas.

Las aminas secundarias puede reaccionar con un halogenuro de alquilo para
formar una trialquilamina y un carbamato, siendo la reaccién catalizada con sulfato del
tetrabutilamonio @

0
Ri R x  LcaHo) Nt HS04™ /K2c03 R )k ~Ra
_NH + Rg N °

RS R, X=ClyBr
Ejemplos: |

r,| €  Cl

\_® - etilo
Rz | isopropil etilo
Rl butilo | putilo
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La formacion de carbamatos N-N-disustituidos se puede dar al tratar las aminas
primarias 0 secundarias con acetamida de bis(trimetilsilano) mas la adicion de metil,
vinil o 2,2,2-tricloroetil cloroformiato. *©

O
R1~_ 1) NSiMe;==C(Me)OSiMe; Ri~_ )k _R
> /N O
Rz

NH -
Rz/ 2) clcozr

Ejemplos:

[y o C-Q

[u]

Otra forma de preparacion, es cuando a una amina se le adiciona un alcohol,
mondxido de carbono y oxigeno en presencia de un sistema catalitico conformado por
platino a una temperatura de 160-170°C durante 3 horas.*”

o
) R )k _R
RNH2 + CO +ROH + 17202 S80L0C.3N o °N o + H20
H
Ejemplos: Catalizador | Rh/C, Csl | Rh/C, Csl
R _@ . propilo
R’ H etilo metilo

Las aminas primarias pueden reaccionar con monéxido de carbono y di-ter-butil
peréxido en alcohol (metanol, etanol o terbutanol), siendo la reaccién catalizada por
paladio y cloruro de cobre en un medio &acido, temperatura ambiente y presion de
1atm. ®®

Q o)
R, Ry )k R’ R 0
SNH + CO + ROH LA Lutl 2 > >N o7+ O SR
Ry [(CH3)3COR2, 4cido, 25°C, Latm. R, R
ol
Ejemplos: acido | HCl | HCl

Ri | =y \_Q

R2 =H =H

R’ metilo metilo
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Otra reaccién es la de dietilamina, diéxido de carbono y un halogenuro de
alquilo a 70°C y 48 atm por 48 horas obteniendo N,N-dietilcarbamatos ésteres. ¥

O
70°C, 40atm \N)J\O/R' PN
48hrs /

NH + CO2 + R'X NH, X~

Ejemplos:
R'X: i + Br—<_

e A partir de la adicidn de alcoholes a isocianatos.

Ademas de obtener carbamatos a partir de aminas, también se puede hacer si
se sustituyen las aminas por la adicion de alcoholes a un isocianato, como se muestra en
las siguientes reacciones.

Un derivado de isocianato puede ser tratado con un alcohol terciario en
presencia de un catalizador de diiodo de samario en HMPA y tetrahidrofurano a -78°C,
esta reaccion da rapidamente la formacion de carbamatos.

R: 0 Ry

R—N=C=0 + HO i R, —QledSmi2HWPA _ o )J\ R,
(0]

THF, -78°C, < 3 min N

Ejemplos: R ........ -@ L
R, | metilo metilo
R metilo @
Rs metilo @

Otros derivados de isocianatos son los arilisocianatos que reaccionan con
alcoholes (primarios, secundarios o terciario), la reaccion es catalizada con cloruro de
cobre en dimetil formamida a temperatura ambiente de 10-45 minutos para formar el
carbamato correspondiente.

R, CuCl (1 eq)/DMF R, (e} R, j.]\ j]\
r.t., 10-45 min
—_ + / \ | ! > R + R
R;—OH ¢ . ) I NCO 1596 % Q_'\N)J\O/ 1 Q_'\H N o
H

H H
H H R,

Ejemplos:
Jemp R | =y
—H

R —H




Betanzos Meléndez Laura Capitulo 2. ANTECEDENTES

La reaccion entre fenilisocianato y alcoholes terciarios, es catalizada con
alcoxido de litio para sintetizar alquil N-fenilcarbamatos terciarios. %

O
R R
QNCO + R O_Li+ — @7(%)]\0/ exceso de ROH R O_Li+ + @7”)1\(3/

Ejemplos:
O-d OAO

e A partir de la carbonilacion reductiva de compuestos aromaticos
nitrogenados.

Una tercera ruta de sintesis para la formacion de carbamatos, es a partir de la
carbonizacion reductiva de compuestos aromaticos nitrogenados. A continuacion se
presentan dos reacciones para ejemplificar esta ruta de sintesis.

La reaccion de nitrobencenos, alcohol (primario, secundario, terciario o
aromatico) y monoxido de carbono, es catalizada con acetato de paladio y acetato

caprico, la reaccion es burbujeada con oxigeno en un medio &cido, temperatura
ambiente y 1 atm.?®

_ N Pd(OAc )2, Cu(OAc)2 )J\ Ry
NO + Ry—OH 2C0  "53 Hel, 25°C, 1atm N O 4 Co2

Ejemplos:

R;. etilo, propilo

La siguiente reaccion también es muy similar a la anterior, al nitrobenceno se le
adiciona nuevamente un alcohol (metanol) y monoéxido de carbono, s6lo que esta vez es
catalizada con un derivado de rutenio en tolueno con una temperatura de 160-170°C y
60atm. ¥

Ru cat )J\ -
NO + 3CO + MeOH a— > N O + 2CO,
NEt4 Cl , tolueno H

2.5 Algunos métodos experimentales para identificacion vy
caracterizacion de compuestos organicos.

Una vez que han sido sintetizadas las prodrogas de estavudina es necesario
poder identificarlas y caracterizarlas muy bien, para ello se emplean métodos
experimentales, algunos de ellos son:

10
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2.5.1 Rotacion Gptica.

Hay compuestos que tienen idénticas propiedades fisicas y parecen tener las
mismas estructuras, pero la disposicion de los &tomos en el espacio es diferente. Cuando
un haz de luz polarizada sobre un plano atraviesa a la molécula, esta puede ser capaz de
hacer girar el haz de luz, a este efecto se le conoce como actividad dptica, que se mide
con un instrumento llamado polarimetro. Para que una sustancia sea Opticamamente
activa, debe de contener una sustancia quiral y uno de los enantiomeros debe de estar en
exceso sobre el otro. La cantidad de rotacion es proporcional a la concentracion de la
muestra, como de la longitud de la trayectoria del rayo en la muestra.

La rotacion Optica se puede expresar por medio de la rotacién especifica, [a]p,
que se define como la rotacién observada cuando la trayectoria | de la muestra mide
1 dm, la concentracién de la muestra C es 1mg/ml y es usada luz de 589 nm de longitud
de onda (la llamada linea D del sodio).

[a] 3 rotacion observada (°)
® " longitud de trayectoria, | (dm)xconcentracion, C (g /ml)

La rotacion Optica, es una propiedad fisica, la cual nos brinda informacion
acerca del enantiémero que se encuentra en mayor proporcion.®Y %)

2.5.2 Espectroscopia Infrarroja.

La espectroscopia infrarroja (IR), es la interaccion de la radiacion
electromagnética de la region infrarroja con la materia. El espectro electromagnético
cubre el intervalo desde justo arriba del visible (7.8 x 10 "m) hasta unos 10*m.

Todas las moléculas tienen cierta cantidad de energia distribuida en su
estructura, la energia total incluye la energia de translacion, la energia rotacional, la
energia vibracional y la energia de union.

La frecuencia de vibracién de las diferentes uniones quimicas depende de los
atomos involucrados en la vibracion y de la constante de fuerza de cada unién. Cuando
la molécula es irradiada con radiacion electromagnética, absorbe radiacién cuando su
frecuencia coincide con la del movimiento vibratorio. EI medir y graficar la radiacion
absorbida, dara como resultado un espectro de infrarrojo.

Los espectros de infrarrojo nos ayudan para caracterizar algun compuesto, ya
que en el espectro se identifican los grupos funcionales que conforman al compuesto. La
mayor parte de los grupos funcionales tienen bandas caracteristicas que permanecen
iguales de un compuesto a otro.® 262
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2.5.3 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear.

Desplazamiento Quimico.

La posicion de las sefiales sobre el espectro de RMN, ayuda a identificar el tipo
de protdn, si es alifatico, aromatico, vinilico, etc. Los desplazamientos de posicion a lo
largo del espectro de RMN, causados a la proteccion y desproteccion electrénica, es a lo
gue se llama desplazamiento quimico, que se debe a los pequefios campos magnéticos
locales que rodean a los diversos nucleos. La escala que se usa es la escala delta (3), que
equivale a una parte por millon (ppm). El espectro de RMN se calibra y se usa un punto
de referencia para poder definir la posicion de una absorcién. Se adiciona una pequefia
cantidad de tetrametilsilano (TMS) a la muestra para producir una absorcion de
referencia. Por convencién, el desplazamiento quimico del TMS se establece como
punto cero y las demas absorciones aparecen por lo general a su izquierda.®¥?®

2.5.3.1 RMNH

Algunos atomos, tienen ndcleos con espin, que al girar, producen un momento
magnético a lo largo del eje de giro y que van a interactuar con un campo magnético
externo. Al colocar un protén en el campo magnético externo, este puede alinearse en
contra o a favor del campo externo.

La energia necesaria para invertir el proton, va a depender de la intensidad de
radiacion electromagnética, cuando se voltean los protones, se dice que los ndcleos
magnéticos estan en resonancia con la radiacion aplicada; de ahi surge el nombre de
resonancia magnéetica nuclear. La frecuencia que absorbe el protén depende del campo
magnético que el proton percibe y que es la intensidad de campo efectiva. La intensidad
efectiva va a depender de la densidad electrénica alrededor del protén y de la presencia
de protones vecinos.

Cada hidrogeno quimicamente distinto en una molécula tiene su propia
absorcion, con la RMN *H (resonancia magnética nuclear protonica), se determina los
tipos de hidrdgenos no equivalentes presentes en una molécula.

El ndmero de sefales del espectro de RMN indica el numero de conjuntos de
protones equivalentes que contiene la molécula, es decir, cuantos tipos de protones
tiene. Para contabilizar los protones, es necesario poner atencion a las sefiales sobre el
espectro, ya que el area bajo cada sefial, es proporcional a la cantidad de protones que la
genera.

Cada tipo de protén en la molécula provoca su propio pico sobre el espectro,
pero algunas veces, la frecuencia de absorcion se descompone en varios picos multiples,
a este fenomeno se le conoce como desdoblamiento spin-spin y es debido a la
interaccion o acoplamiento de los espines cercanos. El desdoblamiento refleja el
ambiente de los portones que absorben, no con respecto a electrones, sino con respecto a
otros electrones cercanos. Los protones quimicamente equivalentes no van a presentar
desdoblamiento spin-spin.
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Los protones que tienen n protones equivalentes vecinos muestran n + 1 picos en
su espectro de RMN. La distancia que hay entre los picos de un multiplote se denomina
constante de acoplamiento J. ElI valor de J es expresado en hertz (Hz.). Dos grupos

adyacentes de protones acoplados, van a tener la misma constante de acoplamiento J. >
28y 29)

El acoplamiento de tres protones no equivalentes forman sistemas ABX
dependientes del desplazamiento quimico del tercer proton, el espectro presenta doce
sefiales (Figura 7).

a b X ll\/i] au ":"- 1
e K A, | i ﬁ

1 JU |

i P -
B I KiC] i 5.0 a.n T B LD OFPM R} T

Figura 7. a) Las doce sefiales que forman el sistema ABX. B) Representacion de las doce
sefales del sistema ABX sobre el espectro de RMN 1H.

2.5.3.2 RMN 13C.

La RMN 3C (resonancia magnética de carbono 13), es una herramienta analitica
empleada para poder conocer la cantidad de distintos atomos de carbono presentes en
una molécula de estructura desconocida. El desplazamiento quimico puede algunas
veces estar influenciado por la electronegatividad de los 4&tomos cercanos.®Y %)

2.5.3.3 DEPT - RMN.

La DEPT-RMN (distortionless enhancement by polarization transfer: ampliacion
sin distorsion por transferencia de polarizacion), permite diferenciar cada sefial de los
diferentes atomos de carbono; CH3, CH,, CH y carbonos cuaternarios.

El experimento DEPT se realiza en cuatro etapas. La primera es la obtencion de
un espectro ordinario (desacoplado de banda amplia) para ubicar los desplazamiento
quimicos de todos los carbonos. La segunda etapa es correr un espectro DEPT-90, en
donde solo se localizan las sefiales de CH. En la tercera etapa se corre un espectro
DEPT-135 en donde CH3 y CH aparecen en forma de sefiales positivas y CH, como
sefiales negativas (picos debajo de la linea base). La cuarta etapa es la identificacion de
carbonos cuaternarios, que se hace restando todos los picos del espectro DEPT-135 de
los que hay en el espectro desacoplado de banda amplia. ¢
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2.5.3.4 COSY-RMN

COSY (espectroscopia de correlacion), es un método de RMN bidimensional
que envuelve dos sefiales de pulsos de radiofrecuencia separadas por un intervalo de
tiempo t;, la sefial de RMN se adquiere después de un segundo pulso durante un tiempo
t, expresada con la funcién S(t; ty) a la que se le hace una doble transformada de
Fourier, que al ser graficado, da como resultado un espectro de COSY. Unavez que se
tiene el espectro, se marca sobre él una linea diagonal (la cual es el espectro
monodimensional) y siguiendo la linea, se buscan los puntos en donde cruzan las
sefiales tanto de la parte superior como de la lateral, después sobre el punto, se marca
una linea horizontal para identificar las sefiales con las que existe un acoplamiento,
dichas sefiales son los desplazamientos quimicos de dos protones con acoplamiento de
spines que estan separados por 2 6 3 enlaces quimicos (Figura 8).G%31Y32)

X A

0
i,

Figura 8. Esquema del espectro de COSY.

Los acoplamientos a traves de cinco o mas enlaces pueden raramente ser
observados, como excepciones, se encuentran los compuestos insaturados en donde el
acoplamiento es en enlaces en zig-zag como naftalenos, benzaldehidos, alenos y
alquinos. Algunos valores se encuentran para pares de electrones homoalilicos en
heterociclos de cinco miembros acoplandose a °J a través de cuatro enlaces simples y un
doble enlace como en el dihidrofurano (Figura 9).%

H H .
H H H
H H H H
o=
H Cf"H H H H
H H H H
b} d)

c)

x

x

H

H H i
== Hal— C=C—CHzCHy " &
y H H ’

e} f) g} h) i}
Figura 9. Compuestos insaturados con acoplamientos %) en a) etano y b) benceno. Acoplamientos 4

en c) bencenoy d) metil ciclopropano. Acoplamientos *Jen e) naftaleno, f) benzaldehido, g) alenos,
h) alquinos e i) dihidrofurano
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2.6 Conformacion.

Una vez que ya se han identificado y caracterizado los compuestos sintetizados,
es necesario identificar los conformeros o conformaciones, es decir, los diferentes
arreglos de un molécula en el espacio formados por la rotacion en torno a sus enlaces
sencillos. Debido a la conformacién tetraédrica de los 4tomos de carbono sp® (Figura
10), los &tomos no pueden situarse en un mismo plano.

Figura 10. Carbono sp®.

Los &atomos que estdn enlazados al &tomo de carbono pueden estar
eclipsados(0°) o alternados(60°) entre ellos o incluso en cualquiera de las infinitas
posiciones sesgadas intermedias. Es dificil representar situaciones intermedias, por lo
que se usa la proyeccion de Newman, en la que el carbon mas cercano es representado
por un punto. El carbdn mas alejado es representado por un circulo y los enlaces salen
desde la superficie del circulo.

Estereoisémeros son todas las posiciones que se diferencian unas de las otras en
la distinta orientacion de los atomos en el espacio. Para la transformacion de una
conformacién eclipsada a la alternada hay solo que girar 60° un atomo con respecto del
otro.

e Andlisis conformacional.

El estudio que se le realiza a una molécula considerando las distintas posiciones
en el espacio con la respectiva energia que tienen los atomos que la componen, recibe el
nombre de andlisis conformacional, el cual es importante para entender su reactividad.
El analisis conformacional también es usado para determinar cual conférmero es el méas
estable. Un compuesto a temperatura ambiente es una mezcla de todas las
conformaciones posibles, aunque no todas existen en la misma proporcion debido a que
unas son mas energéticas que otras.

La diferencia de energia entre unas conformaciones y otras, se debe a que
cuando los &tomos o grupos atomicos estan eclipsados, la suma de los radios de Van der
Waals respectivos, es mayor que la distancia que los separa y, en estas condiciones, las
fuerzas son repulsivas y por otra, a que existe repulsion entre las nubes electronicas de
los enlaces cuando se aproximan y que es maxima al llegar al eclipsamiento de ambos.
La repulsion debida a las fuerzas de Van der Waals, recibe el nombre tension estérica 'y
la que se debe a las nubes electronicas, se llama tension torsional. Cuando los &tomos
estan mas alejados experimentan menores repulsiones y seran menos energéticas y mas
estables, lo que contribuira a que se encuentren en mayor proporcion, 434Y3
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Un andlisis conformacional se puede hacer facilmente si se construye un
diagrama de energia o perfil energético donde las ordenas indican la energia potencial
de cada conformacion y las abcisas, grado de rotacion o conférmero (Figura 11).
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Figura 11. Conformaciones el butano sefialadas sobre la grafica de energia contra grados de rotacion

Ademas de graficar energia potencial de cada conformacién contra grado de
rotacion o conférmero, se puede graficar distribucion de Boltzmann contra grado de
rotacion o conférmero.

e Distribucion de Boltzmann.

Cuando una muestra se encuentra a una temperatura mayor a cero, existe una
agitacion térmica, lo que provoca que las moléculas se pongan en movimiento
distribuyéndose en los diferentes niveles de energia los cuales pueden ser cuantizados.

El numero total de particulas es:

N=n0+nl+n2+...
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En cada nivel de energia, va a haber un nimero promedio de moléculas y es a lo
que se llama poblacién. Las entidades deben de ser capaces de intercambiar energia
entre ellas para estar en equilibrio. En el intercambio de energia habra fluctuaciones
debido a las interacciones y a las colisiones entre las moléculas, los nimeros n0, n1,
n2,... estin cambiando continuamente en algunas ocasiones, algunas tendran méas que la

energia promedio ¢ vy otras tendran menos. Se puede suponer, que para cada estado
macroscopico del sistema, hay una distribucion de particulas entre los diversos niveles
gue es mas probable que cualquier otra. Una vez alcanzada esta distribucién se dice que
el sistema esté en equilibrio.

Para conocer la distribucién mas probable, es preciso calcular el maximo de P,
de modo que el nimero de particulas y la energia total (sistema aislado) permanezcan
constantes.

_ M
aglay ey a1

Donde N es el nimero total de particulas

Se puede demostrar que el maximo de P se obtiene cuando la distribucion de
particulas es una funcién decreciente

n(e) = Aexp(—&/KT)

donde k es la constante de Boltzmann k=1.38x10"*® joule/ °K. La constante A se
determina de modo que el nimero total de particulas que ocupan los niveles accesibles
sea N.

[r)
N exp| —
n(e) - KT Z= Zexp(%}

z

Esta es la funcién de distribucion de Boltzmann, la cual permite calcular la
poblacion de los estados de diferentes energias.

Los conférmeros que existen en una molécula se pueden obtener por medio de
dos métodos: experimentales y tedricos.¢¥ ="

2.6.1 Métodos experimentales.

Hay dos métodos experimentales para encontrar el conformero mas abundante
en una molécula, el primero es por difraccion de rayos X, el cual se aplica cuando el
compuesto se encuentra en estado sélido (cristales) y el segundo es por NOESY-RMN
que se realiza sobre una muestra en solucion del compuesto que se desee analizar.
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2.6.1.1 Difracciéon de rayos X.

Los rayos X son radiaciones electromagnéticas, de la misma naturaleza de la luz
ordinaria, pero de longitudes de onda mucho mas pequefias que ésta. La técnica donde
se hace pasar un haz de rayos X a través de un cristal de la sustancia que se esta
analizando, se le conoce como difraccion de rayos X o cristalografia de rayos X.

La difraccion de rayos X brinda informacion de la estructura tridimensional de

muestras cristalinas como la descripcién geométrica en términos de distancias y angulos
de enlace, angulos de torcion, etc.

e Estado cristalino.
Los cristales, son materia ordenada. Hay siete sistemas cristalinos, uno de ellos
es el triclinico o andrtico, en el que no existe relacién entre los tres ejes ni entre los tres
angulos (tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas del sistema cristalino triclinico.

Sistema cristalino Sistema de ejes Simetria | Celda unitaria
Triclinico azb=#c, a#pf#y=+90° 1 P

El grupo mas simple de simetria es el grupo 1 o no simétrico totalmente, cuando
se le adiciona un centro de simetria, se forma el grupo 1.

El volumen de una celda unitaria corresponde al volumen ocupado por los
atomos representados por los puntos de rejilla. Los vértices de la celda unitaria se les
asignan las letras a, b y ¢ y son llamados vectores de translacion. Los angulos entre c/b,
c/ay a/b son referidos como a, By y. Cuando la celda unitaria es definida por un punto

equi(\g(gllgg)te para cada angulo, es llamada primitiva y se representa con la letra P (Figura
12).5%Y

Figura 12. Representacion de la celda unitaria primitiva.

La siguiente estructura (Figura 13), es un ejemplo de la estructura de
estavudina obtenida de un monocristal a través de difraccion de rayos X. “?
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Figura 13. Estructura de estavudina en rayos X

Datos de la celda unitaria:  Amo = 0.71075

a=5493 A o =105.04°
b=9.881A B=102.34°
c=10.077 A v=289.61°

Grupo espacial P1; Triclinico.

Un ejemplo mas es el que se muestra en 1-(5-benziloximetil-5-etoxi-2,5-dihidro-
furan-2-il)-5-metil-1H-pirimidin-2,4-dieno que es un compuesto derivado de
estavudina, en donde su estructura fue obtenida por rayos X (Figura 14).

Figura 14. Estructura de un derivado de estavudina obtenido por rayos X.

Datos de la celda unitaria: Amoe = 0.71075

a=5.9018 A o =87.863°
b=9.814 A B =80.098 ©
c=15.715 A y=85.539°

Grupo espacial P1; Triclinico
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2.6.1.2 NOESY-RMN

Cuando un protdn interactGa por acoplamiento bipolar con un protén vecino, se
altera la proporcion de nucleos y cambia la intensidad de absorcion, sin alterarse el
desplazamiento quimico. El experimento NOESY (Nuclear Overhauser Effect
SpectroscopY, espectroscopia de efecto nuclear) se utiliza para detectar pares de
protones que estan del mismo lado y a distancias menores de 5 A sin importar el
numero de enlaces quimicos que separen a los dos protones.

A la funcién S(t; | t) se le aplica una doble transformada de Fourier que al ser
graficada da como resultado un espectro de NOESY. Sobre el espectro se sigue la
misma técnica que en el espectro COSY; el punto donde cruzan las sefales
generalmente contiene informacion de correlacion con respecto a dos nicleos que se
encuentran en resonancia. La correlacion indica interaccion bipolar o un cambio
quimico entre dos sitios. ¥

2.6.2 Métodos tedricos.

2.6.2.1 Mecéanica molecular.

La mecanica molecular (MM) es un método de calculo en el que a partir de una
geometria aproximada de la molécula se puede calcular la energia total de tension por
medio de ecuaciones matematicas La energia generada depende de las longitudes y
angulos de enlace, de la torsion angular y de interacciones no como fuerzas de Van der
Waals, interacciones electrostaticas y enlaces de hidrégeno.®)

La MM permite conocer con un corto margen de error, las geometrias y las
energias minimas, para después poder hacer una analisis conformacional que nos lleve a
las conformaciones mas estables de la molécula (minimo energético).“?

e Spartan’04 para Windows

Spartan’04 para Windows es un software en el que por medio de MM se puede
hacer un analisis conformacional partiendo de datos experimentales, es decir, las
coordenadas obtenidas para una molécula por medio de difraccion de rayos X. El
software comprende una serie de médulos independientes conectados bajo una interfase
gréfico-usuario altamente funcional, simple y ordenada (Figura 15). Disminuye el error
humano en la entrada de los datos y da una guia de interpretacion de los resultados
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Figura 15. Representacion del ambiente Spartan’04.
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Incluye la interfase para la construccion de moléculas, el procedimiento para el
calculo aproximado de los estados de transicion desde la base de datos, una coleccion de
mas de 50,000 estructuras calculadas de moléculas organicas e inorganicas y mas de
270,000 estructuras experimentales de rayos-X.

La interfase de Spartan nos provee de modernos métodos computacionales
incluyendo modelos de mecanica molecular semi-empiricos, ademas de que permite
mezclar modelos de mecanica cuantica y quimica cuantica.

Para poder hacer célculos de mecanica molecular, Spartan’04 utiliza MMFF94,

gue nos permiten determinar geometrias equilibradas y el analisis conformacional
incluyendo la identificacion de los conférmeros de menor energia.“?

2.6.2.2 Ecuacion de Karplus.
La relacion que existe entre el angulo dihedral y la constante de acoplamiento a

cuatro atomos (*J) se puede conocer tedricamente mediante las siguientes ecuaciones de
Karplus.

%Ja = J°cos?f-0.28 (0° < f < 90°)
%3 = J*¥%0s%f-0.28 (90° < f < 180°)
Donde:

J°=8.5 y J'® = 9.5 son constantes que dependen de los &tomos enlazados al carbén.
f = angulo dihedral.
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El angulo dihedral va a ser el angulo que forman los atomos de hidrégeno
unidos a carbonos (a tres enlaces) y se representa en la Figura 16.

Ha"‘),‘l’

Hy

Figura 16. Representacion del angulo dihedro.

Si conocemos las constantes de acomplamiento de los &tomos de hidrégeno y se
sustituyen en las ecuaciones de Karplus, puedo obtener dos angulos, uno que vaya de 0°
a 90° y su complemento de 90° a 180°. La relacion que existe entre los angulos y las
constantes de acomplamiento se puede observar en la gréfica siguiente (Figura 17)“.
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Figura 17. Gréfica entre la relacion de angulo dihedral y constante de acoplamiento segtn Karplus.
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Betanzos Meléndez Laura Capitulo 3. JUSTIFICACION

Al consumir una droga como la estavudina y hacer que tenga el efecto deseado
sobre el organismo, ésta debe primero vencer algunas barreras biologicas, bioguimicas y
fisicas. Para poder permitir o mejorar la accion de la estavudina dentro del organismo, se ha
creado el uso de prodrogas de estavudina.

Para iniciar la creacion de una prodroga, es necesario proponer una ruta de
sintesis, identificar y caracterizar los compuestos obtenidos, ademas de identificar el
conférmero que se tiene en mayor proporcion en la molécula. Estos son algunos de muchos
estudios que se le deben de hacer a la molécula antes de aceptarla como una prodroga.

En el presente trabajo, se pretende iniciar la creacion de una prodroga de
estavudina que contenga el grupo funcional carbamato, se decidio emplear el grupo
funcional carbamato, debido a que es muy labil y que al ser reconocido por las enzimas del
organismo, se rompe facilmente su enlace, haciendo que, una vez dentro del sitio de accion
se active la droga. Se identifica a los compuestos y se les hace un estudio conformacional
de la molécula, lo que nos permite conocer en detalle el modo de interaccion de la
molécula.
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Betanzos Meléndez Laura Capitulo 4. OBJETIVOS

1. Sintetizar algunos compuestos derivados de estavudina que presenten el grupo
funcional carbamato.

2. ldentificar y caracterizar cada uno de los compuestos por medio de
espectroscopia de infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear proténica (RMN
'H ) y resonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN **C).

3. Por medio de un analisis experimental de los compuestos derivados de
estavudina en solucion, encontrar que conférmeros se encuentran en mayor
proporcion.

4. Encontrar los posibles conformeros méas estables de los derivados haciendo un
estudio conformacional a través de mecénica molecular (MMF) y compararlos
con los que fueron obtenidos experimentalmente.
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Betanzos Meléndez Laura Capitulo 5. ANALISIS RETROSINTETICO

Esquema retrosintético

Si hacemos una disconeccion de los compuestos derivados de estavudina que
contienen al grupo funcional carbamato, vemos que se plantean solo tres de muchas

rutas posibles para poder sintetizarlos. En la Figura 18 se muestra el esquema general de
la retrosintesis.

_{D u] u]
HH [u] H
J— —_ H :,l' III“:N N="I 'Il:N H, 1
estavudina CLI = e

7 D A

0
o a HH o
n— o o 5t Ak,
+ H M
o N_</\T’\D NT ™y 4 "H—F, - # o . N
— —_— v ll'_\_"_N H N=

compuesta [ 1) amina estavdina

%m_a A BL-TT_A%‘

K

M-sstitnido-1-H-
mudazol-1-cathoxaruda

l_ ] ] _‘
HN—( 0 )J\ LRy
=TT
Fty COMEPUESTO
o el
JﬁDJ e}
D (4

EUTaC

0 H 0~ + ﬁ='3=!“__ﬂ1
—_— — B

astavudi isocianato

Figura 18. Esquema retrosintético.

25



Betanzos Meléndez Laura Capitulo 5. ANALISIS RETROSINTETICO

Ruta A.

Sintesis.

El centro nucleofilo de estavudina (hidroxilo), ataca al centro electrofilico
(carbonilo) de la urea (CDI) liberando imidazol. Posteriormente frente a un éster de
aminoéacido, la amina (nucledfilo) ataca al carbonilo formado entre el imidazol y la
estavudina resultando un intermediario tetraédrico ( | ) para generar el carbamato
derivado de estavudina correspondiente.

Mecanismo de reaccion.
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Ruta B.

Sintesis.

La amina del éster de aminoacido ataca al carbonilo de la urea (CDI). Se
adiciona un equivalente de estavudina, en donde el hidroxilo, va atacar al carbonilo
formando el intermediario tetraédrico ( I ) para despues generar el carbamato derivado
de estavudina.

Mecanismo de reaccion.

/=N jg\/\ \E—X_NH

HN O P
= \/ H N/X n H/-O-
<
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Ruta C.

Sintesis.

Se adiciona un equivalente de estavudina donde el hidroxilo va a atacar el
carbonilo de un derivado de isocianato (ej. fenil isocianato), formando el intermediario
( 1 ) que posteriormente va a formar el carbamato derivado de estavudina
correspondiente.

Mecanismo de reaccion.

o o)
CH5CN HN—< ‘<Oj/\%)]\ Q
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Inicialmente se caracterizd e identifico a la estavudina. Se tom6 punto de fusion,
solubilidad, rf, espectroscopia de infrarrojo (IR), rotacion optica (RO) y espectroscopia
ultravioleta (UV), resonancia magnética nuclear (RMN *H) y de carbono 13 (RMN
13

C).

Ya caracterizada e identificada la estavudina, se comenzé a sintetizar los
compuestos derivados de ésta.

Se tomd una reaccion modelo (entre 1-propanol, CDI y fenilalanina) para
sintetizar estavudina y CDI con un aminoacido (fenilalanina) y un amino alcohol
(2-aminoetanol); ambas reacciones fueron seguidas con cromatografia de capa fina (c. c.
f.) y antes de adicionar la estavudina a la reaccion, se tomo6 una alicuota, la cual se
analizé con IRy RMN *Hy RMN 3C, después la reaccion se sigui6 por c.c.f. durante
20 dias, como no se observo cambios, la reaccion se concentro a vacio hasta obtener un
s6lido al que se le practicaron los experimentos de IR, RMN *H y **C.

Siguiendo la ruta C, se hizo reaccionar la estavudina con un isocianato (fenil
isociantao, etil acetato isocianato y 1,6-diisocianato hexano). En importante que durante
la reaccion no haya humedad, ya que los productos se descomponen facilmente, por ello
se utilizo atmdsfera inerte. Se siguio la reaccién por c.c.f., tomando una alicuota de la
reaccién y comparando con la materia prima estavudina cada 30 minutos, hasta observar
la desaparicion de la materia prima y la formacion de un solido blanco. El producto de
reaccion se purificé por c. c. f. y se le tomd p.f.. Cuando el producto y sus subproductos
fueron separados, a cada uno de ellos se les tomo p.f., solubilidad, r.f. y se les realizd
IR, RMN *H y “C.

Al ser identificados nuestros compuestos (1), (2), (3) y (4), cuando se
encuentran en solucion, se les realizaron los experimentos de RMN DEPT, COSY y
NOESY para conocer la interaccion de los atomos de la molécula e identificar al
conférmero que se encuentra en mayor proporcion cuando el derivado de estavudina se
encuentra en solucion.

Se realiz6 un estudio de mecénica molecular usando el software Spartan’04 para
Windows sobre datos de rayos X de la molécula de estavudina®?, tomando estos datos
como base, se hizo el modelo de las moléculas tanto de la estavudina como el de los
compuestos  (2), (3) y (4), obteniendo asi las posibles conformaciones mas estables
con su energia y distribucion de Boltzmann correspondientes. Se trazé | grafica de
energia contra conférmero (para identificar a los conférmeros mas estables y el mas
inestable) y distribucion de Boltzmann contra conférmero para identificar los
conformeros mas estables y abundantes, y el que es el mas inestable y el menos
abundante en cada compuesto.

Ya identificados los conférmeros mas y menos estables y los mas y menos
abundantes de estavudina y de los compuestos (2), (3) y (4), se alinearon (por la parte
de molécula de la estavudina) a los conférmeros, determinando a cada molécula su
energia y su porcentaje de distribucion
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Se determind las constantes de acoplamiento a tres enlaces haciendo uso de las
ecuaciones de Karplus, se calcularon los angulos dihedros partiendo de las constantes de
acoplamiento del sistema ABX que forman la estavudina y los compuestos (2), (3) y
(4) obtenidos de los espectros de resonancia magnética.

Una vez calculados los angulos, éstos se compararon con los angulos de los
conférmeros alineados (del estudio conformacional) para obtener al conférmero de cada
compuesto correspondiente a esos angulos.

Los conformeros mas abundantes obtenidos experimentalmente y tedricamente,
fueron confrontados alineando los conférmores y observando la diferencia de energias
existente entre ellos.
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Antes de iniciar la sintesis de los compuestos derivados de la estavudina, fue
necesario identificarla y caracterizarla; se determind solubilidad, punto de fusion y r.f.;
éste Gltimo fue utilizado como referencia para poder seguir la sintesis los nuevos
compuestos por medio de cromatografia de capa fina. Ademas, a la estavudina se le
hicieron algunos experimento adicionales: rotacion oOptica (RO) y espectroscopia
ultravioleta (UV) que se reportan en la tabla 4.

Tabla 4. Tabla de resultados adicionales para la estavudina.

ESTAVUDINA
Estado fisico Solido blanco.
Punto de fusién 155-156°C
Solubilidad CH5;CN y MeOH
r.f. 0.2
RO [a]® = -34.6 (H,0)
uv A =266y 2345

Para sintetizar los compuestos derivados de estavudina, se siguio la ruta A, en la
gue se hace reaccionar a la estavudina con carbonil diimidazol y un éster de aminoacido
en acetonitrilo, manteniendo la reaccion a reflujo y atmdsfera inérte por 24 hr. El
intermediario (2,5-dihidro-5-(3,4-dihidro-5-metil-2,4-dioxopirimidin-1(2H)-il) furan-2-
il) metil 1H-imidazol-1-carboxilato (1) con r.f.=0.24 y p.f.=70-72°C ( Figura 19) se
pudo identificar por medio de IR, RMN *H y RMN *3C (tabla 5).

Después, a la reaccion se le adiciond fenilalanina y se siguid el curso de la
reaccion por c. ¢. f. no observandose cambio alguno en la reaccion por 20 dias. El
compuesto final no se logro obtener debido al impedimento estérico de la molécula del
aminoécido.

o%\leg OJ\ N\;\R

Figura 19. Estructura del compuesto (1).

Las sefiales de IR de la estavudina se tomaron como referencia para asignar las
sefiales del compuesto (1). Se observa la sefial del NH de timina en longitudes de onda
de 3123.20 cm™ y 3101.43 cm™, la sefial de los carbonilos de la estavudina en 1675.33
cm™, la banda que demuestra la formacion del carbamato que es la del carbonilo del
carbamato en 1542.43 cm ; se comprueba la desaparicion del alcohol ya que la sefial
que corresponde a este grupo funcional no aparece en el espectro de IR.
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Tabla 5. Tabla comparativa de sefiales de infrarrojo obtenidas por la técnica de pastilla KBr (apéndice
espectros 1y 8)

Grupo Funcional | Estavudina | Compuesto (1) |

(o) (o]

AL 2| 312320 cm?
N 3168596\ 3101.43 cm?
NH de timina

(o] o]
R)LNH HNJ\N 1690.30 cm™ | 1675.33 cm™?

carbonilos de la estavudina
o
R. R
A,

carbonilo del carbamato
R—OH
alcohol

----- 1542.43 cm’™

342556 cm* | -

Tabla 6. Tabla comparativa entre las sefiales de RMN **C y RMN *H (apéndice espectros 2, 3, 9y 10).

RMN *C RMN *H
o 0
4 Nll“*n 4 N"’l‘“u
SENAL
Estavudina Compuesto (1) Estavudina Compuesto (1)
8 (ppm) 3 (ppm)

CH; 12.15 11.97 H-met 1.71, 3H 1.83, 3H
C; 150.80 150.88 H+ | e e
C, 163.87 164.16 H>, | e e
Cs 108.98 109.80 Hs | e e
C, 136.77 136.36 H-4 7.63, 1H 7.49, 1H
Cy 88.88 89.00 H-,: 6.81, 1H 7.00, 1H
Cy 134.94 134.29 H-, 6.38, 1H 6.35, 1H
Cy 125.97 125.73 H-5 5.90, 1H 5.87, 1H
Cy 87.29 87.05 H-4 4,76, 1H 4.89, 1H
Cs 62.26 62.35 H-5 3.60, 2H 4.26, 2H
Ce | - 155.88 He | == |  —e
Cr | - 136.36 H-, | - 7.67, 1H
Co | - 134.77 He | - 7.67, 1H
Coy | - 121.32 Hog | - 7.67, 1H

La ruta B, en donde a un éster de amino&cido se le adiciona carbonil diimidazol
y estavudina en acetonitrilo, manteniendo atmosfera inerte y reflujo no se probo, ya
que si en la ruta A no se logro obtener el producto después de la adicion de fenilalanina,
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en la ruta B, seria mas dificil adicionar estavudina al intermediario formado entre el
aminoéacido y el carbonil diimidazol, debido a que la estavudina es menos nuceofilica y
con mayor volumen en comparacion a el éster de aminoacido.

En la ruta C, se adicon6 a un equivalente de estavudina un equivalente de fenil
isocianato en acetonitrilo, manteniendo la reaccién con agitacion constante, a
temperatura ambiente y atmosfera inerte durante 2 hr. Se siguid este mismo
procedimiento cuando se utilizo etiléster isocianato.

Para el 1,6- diisocianato hexano se requirio temperatura de 50 °C durante una
semana. El crudo de la reaccion se purificé por cromatografia en capa.

De la primera reaccién con fenil-isocianato se obtuvo el fenil acido carbamico
5-(5-metil-2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-il)-2,5-dihidrofuran-2-ilmetil éster (2),
que es un solido blanco con un rendimiento del 22.53 %, soluble en DMSO/CH,ClI,,
r.f.=0.55y descompone a 150 °C.

De la segunda reaccion, se obtuvo [5-(5-metil-2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-
pirimidin-1-il)-2-5-dihidro-furan-2-ilme-toxicarbonil amino]-acido acético etil éster
(3), un solido blanco, con un rendimiento del 23.25 %, soluble en MeOH, r.f. =05y
p.f.=158-160 °C.

Y de la reaccion con el 1,6-diisocianato hexano se obtuvo el compuesto {6-[5-
(5-metil-2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-il)-2,5-dihidro-furan-2-il metoxicarbonil
amino]-hexil}-acido carbamico — (5metil-2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-il)-2,5-
dihidrofuran-2-ilmetil éster (4), con un rendimiento del 26%, solido blanco soluble en
DMSO, r.f.=0.065y p.f.=190-194°C.

Las estructuras para cada uno de los compuestos se presentan en la Figura 20.

0 0
H,C 3 H,C
’ NH ’ f\)ZLNH HN CHs
1
4
J

IS
P4 N (@)

|
N

|
N

0
/
NH
-
o= 12
13"
m O
P Q
10"
estavudina compuesto compuesto compuesto
2 (©)] 4

Figura 20. Asignacion numérica para cada uno de los carbonos sobre las moléculas tanto de la materia
prima estavudina, como de los tres compuestos derivados de estavudina.
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Las sefales de estavudina, obtenidas de espectroscopia de infrarrojo (IR),
resonancia magnética nuclear proténica (RMN *H) y resonancia magnética nuclear de
carbono 13 (RMN *3C) se comparan con la de los compuestos (2), (3) y (4) en las tablas
7, 8 y 9 respectivamente.

Los espectros de infrarrojo se realizaron con la técnica de pastilla KBr. En la
tabla 7 se encuentran las sefiales representativas para cada grupo funcional y que
indican la formacion del grupo funcional carbamato. Se observa la sefial de NH de
timina (C; y C,) en 3168.59cm™ para estavudina, dentro de una banda ancha en
3366.22cm™ para el compuesto (2), 3101.18cm™ para el compuesto (3) y para el
compuesto (4) en 3182.35cm™. Se observan las sefiales de los carbonilos de la
estavudina, que se presenta para ésta en 1690.30 cm™ y para los compuestos (2), (3) y
(4) en 1712.67 cm™, 1757.41 cm™ y 1695cm™ respectivamente.

Las sefiales que identifican al NH del carbamato en 3366.22cm™, 3329.80cm™
y 3366.80cm™ para los compuestos (2), (3) y (4) respectivamente. Cada uno de los
compuestos sintetizados presentan el desplazamiento correspondiente al carbonilo del
carbamato (Cg). En el compuesto (2), el desplazamiento es a 1712.67 cm™ vy
1529.62cm™, en 1757.41cm™ y  1540.03cm™ para el compuesto (3) y en 1695cm™ y
1535.54cm™ para el compuesto (4)

Ademas de las sefiales antes mencionadas, para la estavudina, como para cada
uno de sus derivados, presentan sefiales caracteristicas de acuerdo a sus sustituyentes.
La sefial caracteristica en la estavudina es la de alcohol en 3425.56cm™. En el
compuesto (2), se muestran cuatro bandas en 1600.19cm™, 1529.62cm™, 1466.00 cm™
y 1443.50 cm™ para el anillo aromatico ®? y dos bandas mas en 761.36 cm™ y 741.40
cm™. El compuesto (3), presenta bandas en 1757.41 cm™, 1301.10 cm™ y 1247.38 cm™
correspondientes al carbonilo del éster (Cg-) y en el compuesto (4), se observan sefiales
en 2931.96 cm™ y 2823.83cm™ para la cadena alquilica.
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Tabla 7. Tabla comparativa de sefiales de infrarrojo obtenidas por la técnica de pastilla KBr (apéndice
espectros 1, 12, 19y 26)

GRUPO FUNCIONAL | MATERIA PRIMA PRODUCTOS
Estavudina @) (3) 4
(o] o]
R)LHJLR 3168.59 cmt nggg ggcg‘rf]_?e 3101.18 cm * | 3182.35 cmt
NH de timina .
(¢] (0]
R)LNH , HNJ\N 1690.30 cm™ 1712.67 cm® | 1757.41cm™ | 1695 cm™
carbonilos de la estavudina
(o]
R
R‘H)J\o’ ----- 3366.22 cm™ | 3329.80 cm™ | 3366.80 cm’®
NH del carbamato
(o]
roAR | 1712.67 cm™ | 1757.41cm™ | 1695 cm?
H 1529.62 cm™ | 1540.03 cm™ | 1535.54 cm™

carbonilo del carbamato

R—OH
alcohol 342556cm* | | e | e
1600.19 cm™*
1529.62 cm’*
@R 1466.00 cm™
""" 1443.50 cm’™
anillo aromatico 761.36 cm™
741.40 cm
(0]
)j\ . 1757.41 cm™
R e e 1301.10 cm’i -----
carbonilo del ester 1247.38 cm
+CHx L 2931.96 cm’™
cadena alquilica 2823.83cm’?

Los resultados obtenidos del experimento de RMN *C, estan reportados en la
tabla 8. Las sefiales del CH; y de C; hasta Cs: son las que tienen en comin cada uno de
los compuestos con la materia prima estavudina, por lo que las sefiales presentan un
desplazamiento semejante.

Cada uno de los compuestos sintetizados presentan la sefial del carbonilo del
carbamato Cg y es la que indica la formacion de carbamatos, esta sefial es la
correspondiente al carbonilo del carbamato y tiene un desplazamiento de 152.99 ppm
para el compuesto (2), 156.32 ppm para el compuesto (3) y 155.98 ppm para el
compuesto (4). Cada compuesto presenta sefiales caracteristicas y Unicas.

Las sefiales caracteristicas para el anillo aromético del compuesto (2), son las
correspondientes al carbono ipso (Cipso) @ 138.17 ppm, carbono orto (Coro) a 118.18
ppm, carbono meta (Creta) @ 128.29 ppm y la del carbono para (Cpara) @ 122.43 ppm. El
acetato de etilo del compuesto (3) se identifica con las sefiales del CH, (C7) a 42.21 ppm,
el carbonilo (Cg) a 170.03 ppm, el CH, (Cq) a 60.46 ppm y el CH3 (Cy1¢-) a 14.06 ppm.
El compuesto (4) también presenta sus sefiales caracteristicas de la cadena alquilica
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que se presentan sobre los carbonos Ci1:, Ci2 y Cisr correspondientes a 40.30 ppm,
29.33 ppm y 25.97 ppm respectivamente, aunque las sefiales pertenecen a carbonos
CH,, los desplazamientos son diferentes dada su posicion con respecto al heteroatomo
NH, debido a que la electronegatividad disminuye.

Tabla 8. Tabla comparativa para las sefiales de RMN C*3 (apéndice espectros 3, 14, 21 y 28).

o] o)
SN AS\g {2 NH HNY
S AL 2 NkO OJ\N
\ O \ O 211"
T e
5 5 34"
3 O)=O O>=O 5
SENAL HN HN. A 00=
N0 =Z7 HN . NH
O 8
m o 12'\az
P 9
. 0
Estavudina (2) (3) (4)
8 (ppm)
CH; 12.15 11.93 11.98 12.05

C, 150.80 150.76 150.82 150.86
C, 163.87 163.88 163.88 163.92
Cs 108.98 110.60 110.00 109.91
C, 136.77 134.85 135.856 135.94
Cy 88.88 89.09 89.14 89.15
C, 134.94 133.26 133.77 133.98
Cs 125.97 126.31 126.45 126.36
Cy 87.29 83.95 84.10 84.28
Cs 62.26 64.71 65.11 64.65
Ce --- 153.00 156.33 155.98

i --- 138.17 -—- ---

o --- 118.19 --- ---

m --- 128.29 --- ---

) 122.44
Cy - --- 42.21 ---
Cg --- --- 170.03
Cy --- --- 60.46
Cwo - --- 14.06 ---
Cir --- --—- --- 40.30
Ciy --- --—- --- 29.33
Ciz --—- --—- --- 25.98

Con la RMN 'H, identificamos a cada uno de los protones de nuestra molécula,
en donde los protones de CHzy los protones correspondientes a C; hasta Cs: presentan
desplazamiento similares tanto en la materia prima como en cada uno de los
compuestos.
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Cada espectro de los compuestos muestra sefiales diferentes, correspondientes
al sustituyente particular de cada compuesto. Las sefiales caracteristicas para el fenilo
del compuesto (2) son la de los protones correspondientes al carbono orto, meta y para
en 746 ppm, 7.25 ppm y 7.02 ppm respectivamente, los desplazamientos son
semejantes debido a que a los carbonos a los que estan unidos los protones, pertenecen a
un mismo tipo (aromaticos). En el etil éster del compuesto (3), las sefiales son las de los
protones unidos al metileno (C;) en 1.16 ppm, los protones unidos al siguiente
metileno (Cy-) en 3.70 ppm y los protones unidos a CHsz (Cyo) en 4.07 ppm. Las sefiales
que caracterizan al compuesto (4), son las de los protones de la cadena alquilica que
corresponden a los protones unidos al carbono Cj;:, el cual presenta una sefial multiple
que se centra en 2.9 ppm, los protones unidos a Cy2-en 1.33ppm y los protones unidos al
carbono Cy3-en 1.19 ppm. Ver tabla 9.

Tabla 9. Tabla comparativa de sefiales de H* (apéndice espectros 2, 13, 20 y 27)

13"
12
SENAL
HsC
) 10"
Estavudina (2) (3) (4)
3 (ppm)

H-met 1.71, 3H 1.80, 3H 1.75, 3H 1.75, 3H
H-, 7.63, 1H 7.17, IH 7.23, 1H 7.2, 1H
H-1- 6.81, 1H 7,1H 6.80, 1H 6.79, 1H
H-, 6.38, 1H 6.44, 1H 6.39, 1H 6.40, 1H
H-5 5.90, 1H 5.9, 1H 5.98, 1H 5.96, 1H
H-, 4.76, 1H 5, 1H 491, 1H 4.89, 1H
H-5a 3.58, 1H 4.45, 1H 4.27, 1H 4.20, 1H
H-s5 3.36, 1H 4.25, 1H 4.23, 1H 3.90, 1H
H-, 7.46, 1H
H-p, 7.26, 1H
H-, 7.03, 1H
H- 1.16, 2H
H-o 3.71, 2H
H-1o 4.07, 3H
H-1, 2.9, 2H
H-1, 1.33, 2H
H-15 1.20, 2H
H-on 5.0016
H-ni 11.27 10.89 7.64 7.82
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De acuerdo a RMN *H, se encontré que los protones unidos al 4tomo de carbén
5 (Cx), son protones no equivalentes, presentando un sistema ABX en relacion al protén
unido a C4 (Figura 21).

&a L) 44

Figura 21. Representacion de la asignacion del sistema ABX sobre la molécula y sobre las sefiales del
espectro de RMN *H.

Tanto para la Estavudina como para los compuestos (2), (3) y (4), se
realizaron los experimentos de RMN 'H, donde se obtuvieron las sefiales
correspondientes a cada proton, se determind las 3J del sistema ABX para los protones
H-C,-Cs-Ha y H-C,-Cs-Hg cOrrespondientes al sistema ABX se reportan en la tabla 10.

Tabla 10. Tabla con las constantes de acoplamiento y desplazamientos del sistema ABX. (apéndice
espectros 2, 13, 20y 27)

Compuesto Atomos 3 (ppm) %) (H2)
. H-C,4-Cs-Hp 3.58 3.8
Estavudina H-Cyp-CoHo 336 351
2 H-Cy-Cs-Ha | 445 3.2-2.94
2 H-Cc-Co-Ha 4.25 4.98-4.9
@ H-Cy-CoH, 227 2.94
3 HCypCoty | 223 2.64
(4) H-C4-Cs-Ha 4.2 2.64
H-Cy-Co-H 3.9 5.01-4.68

Como se ha visto, con el experimento COSY podemos ver la conectividad o
acoplamiento que existe entre los protones hasta tres enlaces (*J). En las Figuras 22, 23,
24 y 25, se interpretan los resultados obtenidos de los espectros se RMN bidimensional
COSY.

La molécula de estavudina muestra un acoplamiento 2J ente los protones del
CHjs con el protén de Cy, el dihidrofurano presenta un acoplamiento 3J entre el protén
de Cy: con el de C,-; el proton de C,- con el proton de Cs:, el protdn de Csz: con el de Cy
y el proton de C, con los protones de Cs, ademas de las conectividades antes
mencionadas, hay una mas, que tiene un acoplamiento J entre el proton de Cy- con el de
Cy4 (Figura 22), esta es una excepcion entre los espectros de COSY, algunos valores se
encuentran para pares de electrones homoalilicos en heterociclos de cinco miembros
acoplandose a °J a través de cuatro enlaces simples y un doble enlace como en el
dihidrofurano.®
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iH

Figura 22. Interpretacion del espectro de COSY para la materia prima estavudina (apéndice espectro no.6).

Al interpretar el espectro de COSY del compuesto (2), se observa que tiene la
misa conectividad en la parte de la molécula que es semejante a la estavudina, sin
embargo, presenta nuevos acoplamientos *J en la parte del sustituyente que es el anillo
aromatico, estos acoplamientos son entre el protén de Cyro cON el proton Crera, ¥ €l
proton de Cpeta cON el proton de Cpara. (Figura 23).

Figura 23. Interpretacion del espectro de COSY para el compuesto (2 ) (apéndice espectro no.17).

La interpretacion el espectro de COSY del compuesto (3) (Figura 24), muestra
los acoplamientos %J en el sustituyente derivado de glicina, los cuales son entre el
proton de NH con un proton de C; y entre un protdon de Co- con un proton de Cio
ademas de observar los acoplamientos de la estavudina. Aungue en el espectro COSY
existen unas sefiales que aparentemente indicarian que hay correlacion entre los
protones de Cq- con los protones de C4 y Cs, estas quedan descartadas, debido a que las
constantes de acoplamiento entre esos carbonos son diferentes, ya que cuando existe
alguna correlacién, las constantes de acoplamiento deben de ser iguales o muy
similares.
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Figura 24. Interpretacion del espectro de COSY para el compuesto (3 ) (apéndice espectro no.24).

La interpretacion del espectro de COSY para el compuesto (4) al igual que en
los anteriores, muestra los mismas conectividades en la parte de la molécula similar a la
estavudina, las nuevas conectividades se localizan sobre la parte del sustituyente
(cadena alquilica) las cuales son entre un protén de Cy1- con un protén de Cq2y entre un
proton de Cyo- con un protén de Ci3-. Aunque en la Figura 25 sélo se representa la mitad
de la molécula, las conectividades de la otra mitad son las mismas, pues son simétricas
entre ellas.

Figura 25. Interpretacion del espectro de COSY para el compuesto ( 3 ) (apéndice espectro no.31).

En los resultados de los experimentos NOESY, se puede decir cual es la
conformacién en mayor proporcion que se tiene de los productos derivados de
estavudina ((2), (3) y (4)) en solucidn, ya que en este experimento sélo se correlacionan
los atomos de hidrégeno que se encuentran a una distancia maxima de 5A y que se
encuentran del mismo lado.
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En la Figura 26 se observa la interpretacion del espectro NOESY de estavudina.
Hay una interaccion entre el proton de C,4 con un proton de CHs y con el proton de Cs-.
El proton de Cs- interacciona con el proton de C4, con el proton de C;- y con el proton
de C,. El proton de C» interacciona con el protdon de Cz y con el proton de C,. El
proton de C,4 interacciona con los protones de Cs . De acuerdo a las interacciones que
existen, de donde se puede decir que los protones de la molécula tienden a estar en un
mismo lado.

Figura 26. Interpretacién de los resultados de NOESY para estavudina (apéndice espectro no.7).

En la Figura 27 se interpretan los resultados obtenidos del espectro de NOESY
para el compuesto (2), tomando como referencia la interpretacion de la molécula de
estavudina en la Figura 26, la interaccion entre los protones del compuesto (2) es muy
similar, pero ahora se observan otras interacciones entre el protén de C, con el protdn
de Cy. En la parte del anillo aromatico, existen interacciones entre el proton del
nitrégeno con el proton del carbono orto C,, el proton del carbono orto C, con el proton
del carbono meta Cy, y el proton del carbono meta Cp, con el protdn del carbono para
C,. Ademas, hay una interaccion mas entre el proton del carbono para C, con el proton
de Cs, debido a esta dltima interaccion, se puede decir que la molécula tiende a
doblarse para que puedan estar interaccionando este par de electrones a una distancia no
mayor de hay una nueva interaccion 5A.

u]
CH3 «,
2
HH 3|
)1\ b
0 HTHELTEH

Figura 27. Interpretacion de los resultados de NOESY para el compuesto (2) (apéndice espectro no.18).
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Una vez mas se toma como referencia la Figura 26 al interpretar el espectro
NOESY del compuesto (3) para conocer el conformero méas abundante cuando el
compuesto se encuentra en solucién. En el compuesto (3) hay una interaccion adicional
entre el protén de C4 con el proton de Cy- Para la parte del sustituyente (etil éster), hay
interacciones entre el protdn del nitrégeno con el protén de C+ y el proton de Cg- con un
proton de Cio-. También se observa una interaccion entre un protén de C;o- con un
proton de CH3, Podemos concluir que el conformero que se tiene, es aquel en el que su
estructura este doblada y un poco torcida para que la Gltima interacciébn mencionada
pueda existir (Figura 28).

Figura 28. Interpretacion de los resultados de NOESY para el compuesto (3) (apéndice espectro 25).

Cuando se interpreto el espectro de NOESY del compuesto (4), nuevamente se
tomd como referencia la interpretacion de la materia prima estavudina (Figura 26); se
observaron las mismas interacciones a excepcién de la interaccién que habia entre el
protén de Cs con el proton de C, y la interaccion entre el proton de Cs con los
protones de Cs. La parte del sustituyente (cadena alquilica) no mostrd interaccién
alguna (Figura 29), con lo que podemos decir que el conférmero que esta en mayor
proporcidn y que es mas estable cuando el compuesto se encuentra en solucion, es aquel
en donde los protones de la cadena alquilica se encuentren lo mas alejado posible y
hacia diferentes lados.
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Figura 29. Interpretacion de los resultados de NOESY para el compuesto (4) (apéndice espectro 32).

Hasta el momento, se han analizado los resultados obtenidos de manera
experimental, donde se ha comprobado la formacién del grupo funcional carbamato de
los compuestos (2), (3) y (4), ademas de que con el experimento de NOESY, se pudo
deducir el tipo de conférmero mas abundante para cada compuesto cuando estos se
encuentran en solucion.

Los calculos de Mecanica Molecular para elucidar el posible conférmero mas
estable de la estavudina y de cada uno de los compuestos sintetizados y comparar estos
resultados con los obtenidos en solucion.

Los célculos fueron realizados utilizando el método de Monte Carlo incluido en
el programa Espartan ’04 para Windows, utilizando como base las coordenadas
experimentales obtenidas para la estavudina a partir de difraccion de rayos-X“? de
monocristal.

Para los carbamatos derivados de estavudina, primero se optimizo la geometria
de cada uno de ellos con el método ab initio DF-B3LYP con la funcién base 6-31G*,
posteriormente se realizo la busqueda conformacional por el Método Monte Carlo.

Para la materia prima estavudina se obtuvieron 28 conférmeros con sus
respectivas energias y distribuciones de Boltzmann, éstos fueron graficados (Figuras 30
y 31) y de ahi se seleccionaron los conformeros mas estables y abundantes que se
muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Conférmeros con su correspondiente energia y distribucion de Boltzmann para la estavudina.

Conférmero | E (kcal/mol) Dist. Boltzmann (%)
a -136.513410 28.98
b -136.513289 28.98
c -132.245428 2.16
d -135.498141 5.22
e -135.496338 5.22
f -135.481328 5.08
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Las graficas de energia contra conférmero (Figura 30) y distribucion de
Boltzmann contra conformero (Figura 31) se representan a continuacion, en donde se
identifican los conférmeros de la tabla 11.

ESTAVUDINA

E (Kcal/mol)

-1365 + hd

-137

CONFORMERO

Figura 30. Gréfica de energia contra conférmeros dela estavudina, en donde los conférmeros a, b, d, e
y f, son los conférmeros mas estables. El punto c es el conférmero més inestable.

ESTAVUDINA

03 a b

B /
N i

|
i1 i
|

DIST. DE BOLTZMANN
=)
i
| _sedd

-005

CONFORMERO

Figura 31. Gréfica de distribucion de Boltzmann de la estavudina contra conférmero, donde los
conférmeros a, b, d, e y fson los conférmeros mas abundantes y estables. El punto ¢ es el conférmero
mas inestable.
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En la Figura 32 se representan los conformeros que se reportan en la tabla 11y
si los comparamos con los resultados que obtuvimos de la interpretacion de la Figura
26, se puede ver la relacion que hay entre los resultados.

Los conformeros sefialados sobre las graficas de las Figuras 30 y 31 fueron
alineados formando la molécula 1) y I1). EI conférmero que se describe en la Figura 26,
se encuentra con mayor abundancia en solucién, lo podemos encontrar dentro de la
molécula 1), que en este caso es la mas estable y se encuentra en mayor proporcion.

)} iy

B9.95% 115%
13651340 Keal/mol -132.245428 Keal/mol

Figura 32. Conférmeros alineados de las graficas de energia contra conférmeros y distribucion de
Boltzmann contra conférmeros de la estavudina, Donde se encuentran los conférmeros marcados sobre
las gréficas. En el grupo 1), se encuentran alineados los conférmeros a, b, d, e y f, que son los mas
estables y abundantes; en el grupo 11), se alinea el conférmero ¢ (el mas inestable) junto con algunos que
también son poco estables.

Para el estudio conformacional realizado sobre el compuesto (2), se obtuvieron
82 conformeros, de los cuales sélo se toman en cuenta aquellos que tienen la mayor y la
menor energia junto con los que presentan las mayores y la menor distribucion de
Boltzmann, estos conférmeros se reportan en la tabla 12 y se sefialan sobre las graficas
de las Figura 33 y 34.

Tabla 12. Conférmeros con su correspondiente energia y distribucién de Boltzmann del compuesto (2).

Confdérmero | E (kcal/mol) Dist. Boltzmann (%)
a -140.355057 11.57
b -140.318113 10.87
c -140.287143 10.32
d -139.652669 3.54
e -139.635444 343
f -139.631822 341
g -139.586525 3.16
h -139.554369 2.99
i -132.738332 3.02x107
i -139.553380 2.99

Los 82 conformeros de la molécula del compuesto (2) se encuentran graficados
en la Figura 33. Por medio de esta grafica podemos identificar los conférmeros con
menor energia (mas estables) y cual o cuales son los de mayor energia (menos
estables).
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. ik
Pl
A
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amay
1 I 1 |
| e R R

CONFORMEROS
Figura 33. Gréfica de energia contra conférmeros del compuesto (2) en donde los conférmeros a, b, c,
d, e, f, g, hyjson los conférmeros mas estables, siendo a el mas estable. El punto i es el conférmero mas
inestable.

Nuevamente se grafican los 82 conférmeros del compuesto (2), s6lo que esta
vez, la grafica es de la distribucion de Boltzmann contra conférmero (Figura 34); si
comparamos esta grafica con la de la Figura 31, se observa que los conférmeros mas
estables son los mas abundantes y los mas inestables son los que se encuentran en
menor proporcion.

COMPUESTO (2)

-

b
A
| =

a0 50 B0 70 go i
CONFORMEROS
Figura 34. Gréfica de distribucion de Boltzmann del compuesto (2) contra conférmeros, donde los
conférmeros a, b, ¢, d, e, f, g, h y j son los conférmeros mas abundantes y estables, de donde a es el mas
abundante y estable. El punto i es el conformero mas inestable.

0 1 20
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En la Figura 35 se representan las estructuras de los conférmeros reportados en
la tabla 12, el conférmero que corresponde a la interpretacion de la Figura 27 que se
propone, se encuentra en mayor abundancia en solucién en la molécula 1), que
nuevamente corresponde al grupo mas estable y abundante.

)] 1) )]

32.76 % 19.53 % 3.024 e-07 %
-140.355057 kcal/mol -139.55338 kcalfmol -132.738332 kcal/mol

Figura 35. Conférmeros alineados de las graficas de energia contra conférmeros y distribucion de
Boltzmann contra conférmeros del compuesto (2). Donde se encuentran los conférmeros marcados sobre
las graficas. La molécula alineada I) contiene a los conférmeros a, b y ¢ con su porcentaje de distribucion
y la energia del conférmero mas estable de todos los confédrmeros. La molécula alineada I1) contiene a los
conférmeros d, e, f, g, h'y j con el porcentaje de distribucion de la estructura y la energia del conférmero
mas estable del grupo. La molécula I11) es el conférmero menos estable con su respectivo porcentaje de
distribucion y energia.

Del compuesto (3), se obtuvieron 100 conférmeros diferentes, de los cuales
solo se tomaron en cuenta aquellos que presentaron la menor y mayor energia. Con el
mismo criterio se eligid las distribuciones de Boltzmann, estos conférmeros se sefialan
sobre las gréaficas de las Figuras 36 y 37 como una zona llamada 1)-1X) (que son los
conformeros del 1-27) y el punto b (tabla 13).

Tabla 13. Conférmeros con su correspondiente energia y distribucién de Boltzmann del compuesto (3).

Conférmero | E (kcal/mol) | Dist. Boltzmann Conférmero | E (kcal/mol) | Dist. Boltzmann

(%) (%)

1 -257.323898 10.7 15 -256.413710 2.3

2 -257.205879 8.77 16 -256.407580 2.3

3 -257.202798 8.72 17 -256.257211 1.8

4 -257.158540 8.09 18 -256.145011 15

5 -257.028103 6.5 19 -256.138996 14

6 -257.009605 6.3 20 -255.965321 1.1

7 -257.002867 6.22 21 -255.941138 1.04

8 -257.000814 6.2 22 -255.876273 0.93

9 -256.798974 4.41 23 -255.863424 0.91

10 -256.753648 4.1 24 -255.441806 0.45

11 -256.749931 4.1 25 -255.411984 0.42

12 -256.553570 2.9 26 -255.346884 0.38

13 -256.539955 2.8 27 -255.344177 0.38

14 -256.529218 2.8 b -247.342219 5.2x10°

47



Betanzos Meléndez Laura Capitulo 7. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

La energia de los 100 conférmeros del compuesto (3), fue tomada para graficar
energia contra conférmero, por medio de esta grafica (Figura 36), es mas facil
identificar los conformeros mas estables y el mas inestable. De acuerdo a la gréfica, la
zona 1)-1X) es de los conformeros mas estables y el conformero b es el mas inestable.

COMPUESTO (3)

-248 B

-248 j
-250 -—...I

-757 -..__-“._.,.--—-

254

| 1) - 1X) ﬁ;.--'""
-286

—258 T T T T T T T T T
0 10 20 a0 40 50 60 70 80 g0 100

CONFORMERO

E (Kcal/mol)

Figura 36. Grafica de energia contra conférmero del compuesto (3) en donde la parte 1) — 1X) marcada
sobre la grafica representa los grupos de conférmeros mas estables y el punto b es el conférmero mas
inestable.

Con los valores de las distribuciones de Boltzmann y los conférmeros del
compuesto (3), se hizo la grafica de la Figura 37 para identificar con facilidad a los
conférmeros méas y menos abundantes. Si comparamos la Figura 36 con la Figura 37,
vemos que los conférmeros mas estables también son los mas abundantes y viceversa.

COMPUESTO (3)

0.1 1

0,08 L\'
0:04 \K\Q-IX)
0,02 L-‘

] 10 20 a0 40 50 60 70 a0 40 100
CONFORMERO

DIST. DE BOLTZMANN
=
=
o

Figura 37. En ésta gréfica de distribucion de Boltzmann contra conférmero del compuesto (3) se
sefiala el punto b, que es el conférmero menos estable. Los conférmeros del 1-27 son los mas
abundantes, ellos suman el 97% de la distribucion y son los sefialados en la zona 1)-1X) de la gréfica.
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En la figura 38 se pueden ver tanto las estructuras de los conférmeros mas
estables y abundantes como las menos estables y menos abundantes para el compuesto
(3). Las estructuras se obtuvieron alineando a las moléculas semejantes. Cada grupo de
conférmeros se representa con el porcentaje total de la distribucién de Boltzmann de
todos los conférmeros del grupo y la energia que se registra, es la minima entre las
energias del grupo.

Al confrontar los resultados obtenidos tedéricamente con la interpretacion del
espectro de NOESY del compuesto (3) se propone que este ultimo se encuentra dentro
del grupo de moléculas 1) de la Figura 38, que al igual que en la estavudina y en el
compuesto (2), es la mas estable y abundante.

D) ) 1

15.16 % 22,99 % 8.09 % 6.18 %
-257.323898 kcalimol -257.205879 kcalimol -257.15854 kealimol -257.028103 kcalimol

V) )] VI vin)
2.56 % 6.86 % 8.67 % 256 %
-256.798974 kealimol -256.749931 kcal/mol -256.55357 kealimol -255.965321 keal/mal

IX) b .

1.33 % 5.17 e-09 %
-255.863424 kealimol -247.342219 keallmol

Figura 38. Se alinearon las moléculas y se formaron grupos asignando a cada uno de ellos su energia y
el porcentaje de su distribucién de Boltzmann. 1) son los conférmeros 1, 10 y 26, en donde el conférmero
mas estable esel 1. 11)2,3,15,16y 22, Ill) 4, 1V)5,6,7,8y 27, V) 9y 17, VI)1ly 14, VII) 12,
13,18y 19, VIII) 20, 21y 24, 1X) 23y 25 y b es el conférmero mas inestable

En la tabla 14, se reportan los conférmeros mas representativos para el
compuesto (4), es decir, los de menor energia y el de mayor energia, también los de
mayor y el de menor distribucidn respectivamente. Estos conférmeros se sefialan sobre
las gréficas de las Figuras 39 y 40.
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Tabla 14. Conférmeros con su correspondiente energia y distribucion de Boltzmann del compuesto (4).

Conféormero | E (kcal/mol) Dist. Boltzmann (%)
a -360.728120 85.2
b -350.872234 5.09x108
c -359.204326 6.51
d -358.976338 4.43
e -358.053432 0.93
f -357.799459 0.61
g -357.607901 0.44
h -357.527243 0.38
i -357.287695 0.26
i -357.232220 0.23

Para el compuesto (4), se obtuvieron nuevamente 100 conférmeros diferentes
con sus respectivas energias. Se traza una grafica de energia contra conférmero (Figura
39) para poder identificar los conférmeros mas estables y el mas inestable; sobre la
gréfica se pueden distinguir muy bien, ya que se presentan maximos y minimos sobre
ella.

COMPUESTO (4)

-350

b
i) n

-354

E (Kcalimol)

| i
e
mj“\/ T

-362

i] 10 20 a0 40 50 60 70 B0 g0 100

CONFORMEROS
Figura 39. Grafica de energia contra conformeros del compuesto (4) en donde se marcan los conformeros
mas estables que corresponden a los puntos a, ¢, d, e, f, g, h e i siendo el punto a el conférmero mas
estable y el punto b el menos estable.

La grafica de de distribucion de Boltzmann contra conférmero de la Figura 40,
se puede comparar con la Figura 39 para verificar la tendencia de los compuestos
anteriores, que los conférmeros mas estables también son los méas abundantes y que el
mas inestable es el que tiene una menor distribucién.

50



Betanzos Meléndez Laura Capitulo 7. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

COMPUESTO (4)
08 a
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Figura 40. Gréfica de distribucion de Boltzmann contra conférmeros del compuesto (4), en donde se
marcan los conférmeros mas abundantes que corresponden a los puntos a, ¢, d, e, f, g, h, iy j siendo el
punto a el conférmero mas abundante y estable. El punto b es el menos abundante y el més inestable.

Las estructuras de los conférmeros del compuesto (4), no fueron alineadas,
debido a que no habia similitud entre las estructuras. Las estructuras corresponden a los
conférmeros que estan sefialados sobre la grafica con las letras de laa — .

Cuando se comparan los resultados experimentales obtenidos de los espectros de
NOESY del compuesto (4) contra los resultados del estudio conformacional,
observamos que hay relacion entre ellos. En la Figura 41 el conférmero f) es el
correspondiente a la interpretacion del espectro NOESY (Figura 29).
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i
a b c
85.19% 5.087 e08 % 6.5 % 4.43%

-360.728120 keallmol - 357.155288 kcallmol -359.204326 keallmol -358.976338 kealimol

f g h
093 % 0.61% 0.44 % 0.38 %
-358.053432 kealimol -357.799459 kealimol -357.607901 kcalimol -357.527243 kealimol

A 5 £
ot ‘?"‘%» & o
Al L _

R

0.25% 0.23%
-357.287695 kealimol -307.232220 kealimol

Figura 41. Conformeros marcados en las graficas de distribucion de Boltzmann contra conformeros, y
energia contra conformeros para el compuesto (4). Cada conférmero con su porcentaje de distribucion y
energia respectivas, de donde se pueden comparar las estructuras del conférmero a) mas abundante y
estable con el conférmero b) el menos abundante y el mas inestable.

Con los datos de los desplazamientos de los &tomos de hidrogeno (tabla 10) de
los compuestos en solucién y haciendo uso de las ecuaciones de Karplus, se calcul6 el
angulo dihedro entre los atomos H-C4-Cs-Ha Yy H-C4-Cs-Hg del sistema ABX; estos
angulos se reportan en la tabla 15.
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Tabla 15. Angulos dihedros del sistema ABX.

Desplazamiento J 3 (H2) Angulo Angulo
CRlRLEEI ppm Dihedro ? Dihedro ®
Hsp=3.36dd J ax 3.51 126.28 126.28
Estavudina | Hsx =3.58 dd J Bx 3.80 130.94 114.68
Hy, = 4.76
Hcp = 4.45 dd J ax 3.20 52.01 53.28
2 Hgy = 4.25 dd Jpx 4.98 137.59 113.32
Hy =5.1
H s =4.23dd J ax 2.64 54.11 56.58
©)) Hsx = 4.27 dd J gx 2.64 54.11 56.58
Hy =491 ---
H:p=39dd J ax 5.01/4.68 | 138.20/136.2 135.11
(i) Hsx = 4.2 dd Jpx 2.64 123.66 109.07
H, =4.89 -

Del grupo de estructuras de conférmeros (conférmeros en solucion) que se
obtuvieron tanto para la estavudina como para los compuestos (2), (3) y (4) a partir del
estudio conformacional (Figuras 32, 35, 38 y 41), se selecciond la estructura mas
parecida a los &ngulos dihedros calculados a través de las ecuaciones de Karplus (tabla
15); después se alineo el conférmero en solucién con el conférmero en gas (Figura 42).

COMPUESTO (1)

COMPUESTO (3)

Figura 42. En esta figura se sobreponen el conférmero obtenido a través de los NOESY vy el conférmero
obtenido a través de las constantes de Karplus (molécula amarilla).

Después de alinear el conférmero en solucion con el conférmero en gas para
cada compuesto, se obtuvieron los resultados reportados en la tabla 16. Del estudio
conformacional el conférmero que se alineo en la Figura 42 fue un conférmero que
formaba la molécula 1) para la estavudina, la molécula 1) para el compuesto (2), la
molécula 1) para el compuesto (3) y la molécula f) para el compuesto (4) (Figuras 32,
35,38y 41).
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Tabla 16. Comparacion entre los conformeros en solucion y gas, que fueron alineados en la Figura 42.

Diferencia de

Compuesto Diferencia entre los conférmeros .
energia
Estavudina Una pequefia diferencia en el angulo que se forma entre el Nitrogeno y el 17724 Kcal
carbono C;- provoca que no se empalmen totalmente las estructuras.
@ El &ngulo entre Cs y el_ carbamato son opyestos, provocando que no se -1.9209 Kcal
alineen los dos conformeros.
3) Un giro en el 4tomo de oxigeno (sp®) -4.8363 Kcal
@ El 4ngulo entre C,4 y Cs van hacia distinto lado lo que provoca que cada -6.8578 Kcal

conférmero se enrosque a lado contrario.
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Se logro la sintesis de tres compuestos derivados de estavudina: fenil &cido
carbamico 5-(5-metil-2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-il)-2,5-dihidrofuran-2-
ilmetil éster 6 compuesto (2), [5-(5-metil-2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-il)-2-5-
dihidro-furan-2 -ilme-toxicarbonil amino]-acido acético etil éster 6 compuesto (3), {6-
[5-(5-metil-2, 4-dioxo-3, 4-dihidro- 2H -pirimidin-1-il)-2, 5-dihidro-furan-2-il-metoxi-
carbonil amino]-hexil}-acido carbamico — (5metil-2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-
1-il)-2,5-dihidrofuran-2-ilmetil éster o compuesto (4) los cuales presentan al grupo
funcional carbamato.

Se identifico y caracterizo a la Estavudina y a los compuestos (1), (2), (3) y
(4), los cuales también fueron identificados y caracterizados por medio de
espectroscopia de infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear proténica (RMN *H )y
resonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN *3C), los resultados se reportan en
las tablas 7, 8 y 9. A la estavudina adicionalmente se le realizaron los experimentos de
rotacion optica (RO) y espectroscopia ultravioleta (UV).

Se observé por RMN *H que la estavudina como los compuestos (2), (3) y (4)
forman un sistema ABX entre los protones de los carbonos C, y Cs:  Se determinaron sus
constantes de acoplamiento, lo que permitié calcular sus angulos dihedros.

A partir del experimento NOESY, fue posible determinar la conformacion méas
abundante y estable para la estavudina y sus derivados (2), (3) y (4) estando en
solucion.

Se observd al comparar los resultados obtenidos experiemtalmente y
tedricamente de cada uno de los conférmeros, se observo una similitud entre ellos.
Proponiéndose para estavudina la estructura conformacional del grupo de moléculas I)
de la Figura 32. Para el compuesto (2) el conférmero corresponde al del grupo de
moléculas 1) de la Figura 35. Para el compuesto (3), el grupo 1) de la Figura 38 y
finalmente para el compuesto (4), el conférmero f) de la Figura 41.
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Datos Generales.
= Los puntos de fusion fueron tomados con un fusiometro Fisher —Johns.

» En la cromatografia de capa fina se ocuparon cromatoplacas de aluminio
ALUGRAM SIL G/UV3,4 de 20cm x 20cm, de silica marca
MACHEREY-NAGEL con 0.2 mm de silica.

= Para la purificacion de productos se emplearon cromatoplacas de vidrio
DC-FERTIGPLATTEN SIL G-200 UVjs4 de 20 cm x 20 cm. marca
MACHEREY-NAGEL con 2.0 mm de silica.

= Para la espectroscopia de Infrarrojo (IR) se ocup6 un FT-IR BRUKER
modelo TENSOR 27 utilizando la técnica de pastilla KBr.

= En la determinacion de rotacion optica (RO) se ocup6 un polarimetro
PERKIN ELMER modelo 343, como solvente se utilizé H,O como
disolvente y una concentracion de 5.0 mg/ml

= Para determinar UV se ocup6 un UV-BIS SHIMADZU modelo
uvieov.

= Para la determinacion de resonancia magnética nuclear (RMN) *H, *C,
DEPT, HETCOR, COSY y NOESY se utilizd un espectrometro de
resonancia magnética Eclipse 300 Jeol de 300 MHz, se utiliz6 como
referencia interna el tetrametil silano (TMS). En la materia prima
estavudina y en los compuestos (3) y (4) se utilizo6 DMSO deuterado, en
el compuesto (2) se utilizé una mezcla de CDCl; y DMSO deuterado.
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Ruta A.

O

o:g\lj:g OJ\ N\;\R

(2,5-dihidro-5-(3,4-dihidro-5-metil-2,4-dioxopirimidin-1(2H)-il)furan-2-il)metil
1H-imidazol-1-carboxilato 6 compuesto (1)

Se adicionan 110 mg (0.67mmol) de CDI a 150mg (0.67mmol) de estavudina en
15 ml de CH3;CN, la reaccion se deja a reflujo por 24 hrs, transcurrido este tiempo, se
deja a temperatura ambiente por 20 min. y después se concentra a presion reducida. El
producto es un solido blanco, r.f =0.24, p.f.=70-72°C y soluble en DMSO+CH,Cls,.

IR (pelicula KBr):v=3123.20 cm™, 3101.43 cm™ y 1542.43 cm™

RMN *H (300 MHz, DMSO-ds + CDCls): 1.83.3 (1H,CHs), 7.63 (1H, H-4), 7.00 (1H,
H-1°), 6.35 (1H, H-2’), 5.87 (1H, H-3"), 4.89 (1H, H-4), 4.26 (2H, H-5%), 7.67 (1H,
H-7")

RMN **C (300 MHz, DMSO-ds + CDCls): 11.97 (CH3), 150.88 (C-1), 164.16 (C-2),

109.80 (C-3), 136.36 (C-4), 89.00 (C-1), 134.29 (C-2), 125.73 (C-3), 87.05 (C-4"),
62.35 (C-5°), 155.88 (C-6°), 136.36 (C-7°), 134.77 (C-8") y 121.32 (C-9°)
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Ruta C.

H

Fenil acido carbamico 5-(5-metil-2,4-dioxo-3,4dihidro -2H- pirimidin -1-il)-2,5-
dihidro-furan-2-ilmetil éster. (2)

A 0.07 ml (0.446 mmol) de etilisocianato acetato (aldrich, 95% de pureza) se le
adicionaron 100 mg (0.446 mmol) de estavudina y 20 ml de acetonitrilo (aldrich grado
biotécnico, 99.93% de pureza). La reaccion se dejo a temperatura ambiente (25 °C), con
agitacion y atmosfera inerte por dos horas. Transcurrido este tiempo, se tomé una
muestra de la reaccion para cromatografia en capa fina, rf = 0.55. La reaccion se
concentra a presién reducida obteniendo como producto un sélido blanco. El producto
se disuelve en CH3CN y se purifica por medio de cromatoplacas de vidrio usando como
disolvente acetato de etilo. Se extraen los diferentes productos de las cromatoplacas. En
filtracion por vacio se lava con acetato de etilo y metanol a la silice con el compuesto
del derivado de estavudina, después, se concentra la fase liquida hasta obtener un sélido.
35.6mg, rendimiento del 2253 %, p.f.= 150 °C descompone y soluble en
DMSO+CH,CI..

IR (pelicula KBr):v=3366.22 cm™, 1712.67 cm™ y 1529.62 cm™

RMN H (300 MHz, DMSO-dg + CDCls): 1.80 (3H,CH3), 7.17 (1H, H-4), ~7 (1H, H-
17), 6.43 (1H, H-2"), 5.9 (1H, H-3"), ~5 (1H, H-4"), 4.35 (2H, H-5’), 7.46 (1H, H-0),
7.26 (1H, H-m) y 7.03 (1H, H-p).

RMN *¥C (300 MHz, DMSO-ds + CDCls): 11.93 (CHs), 150.76 (C-1), 163.88 (C-2),

110.60 (C-3), 134.85 (C-4), 89.09 (C-1°), 133.26 (C-2°), 126.31 (C-3’), 83.95 (C-4"),
64.71 (C-5°), 153.00 (C-6"), 138.17 (C-i), 118.19 (C-0), 128.29 (C-m) y 122.44 (C-p).
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LY

H3C

[5-(5-metil-2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-il)-2-5-dihidro-furan-2-ilme-
toxicarbonil amino]-acido acético etil éster. (3)

A 0.073 ml (0.446 mmol) de fenilisocianato (alcrich, 98% de pureza) se le
adicionaron 100 mg. (0.446 mmol) de estavudina y 20 ml. de acetonitrilo (grado
biotécnico con 98.9% de pureza). La reaccién se dejo a temperatura ambiente (25°C)
con agitacion y atmosfera inerte por dos horas. Transcurrido este tiempo, se tomé una
muestra de la reaccion para cromatografia en capa fina (rf = 0.5). La reaccién se
concentra a presion reducida  obteniendo como de producto un sélido blanco. El
producto se disuelve en MeOH y se purifica por medio cromatoplacas de aluminio
utilizando como disolvente acetato de etilo. Se extraen los diferentes productos de las
cromatoplacas. En filtracién por vacio se lava con acetato de etilo y metanol a la silice
con el compuesto derivado de estavudina, después, se concentra la fase liquida hasta
obtener un solido. 35.6mg, rendimiento del 23.25 %, y p.f.= 158-160 °C

IR (pelicula KBr):v= 3101.18 cm™, 3329.80 cm™, 1757.41 cm™, 1540.03 cm™,
1757.41 cm™, 1301.10 cm™ y 1247.38 cm™

RMN 'H (300 MHz, MeOD): 1.75 (3H,CHs), 7.23 (1H, H-4), 6.80 (1H, H-1’), 6.39
(1H, H-2), 5.98 (1H, H-3"), 4.91 (1H, H-4"), 4.25 (1H, H-5"), 1.16 (2H, H-7"), 3.70
(2H, H-9") y 4.07 (3H, H-10).

RMN C (300 MHz, MeOD): 11.98 (CHj3), 150.82 (C-1), 163.88 (C-2), 110.00 (C-3),

135.86 (C-4), 89.14 (C-1°), 133.80 (C-2), 126.45 (C-3’), 84.10 (C-4"), 65.11 (C-5’),
156.33 (C-6°), 42.21 (C-7°), 170.03 (C-8), 60.46 (C-9°) y 14.06 (C-10).
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CH;
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{6-[5-(5-metil-2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-pirimidin-1-il)-2,5-dihidro-furan-2-il
metoxicarbonil amino]-hexil}-acido carbamico — (5metil-2,4-dioxo-3,4-dihidro-2H-
pirimidin-1-il)-2,5-dihidrofuran-2-ilmetil éster. (4)

A 0.055ml (0.223mmol) de 1,6-diisocianato hexano (aldrich, 98% de pureza)
se le adicionaron 100 mg (0.446 mmol) de estavudina y 20 ml de acetonitrilo (grado
biotécnico con 98.9% de pureza). La reaccion se dejo con agitacion, atmdsfera inerte y
una temperatura de 50 °C por una semana. La reaccion se concentra a presion reducida
obteniendo como producto un sélido blanco. El producto se disuelve en MeOH, se toma
una muestra para cromatografia en capa fina (rf. = 0.065) y se purifica el producto por
medio cromatoplacas de aluminio utilizando como disolvente acetato de etilo. Se
extraen los diferentes productos de las cromatoplacas. En filtracién por vacio se lava
con acetato de etilo y metanol a la silice con el compuesto derivado de estavudina,
después, se concentra la fase liquida hasta obtener un solido blanco. 35.75mg.
rendimiento del 26% y p.f. = 190-194°C.

IR (pelicula KBr):v= 3182.35, 3366.80, 1695, 1535.54 cm’.

RMN *H (300 MHz, DMSO-dg ): 1.75 (3H,CHs), ~7.2 (1H, H-4), 6.79 (1H, H-1"),
6.40 (1H, H-2"), 5.98 (1H, H-3"), 4.89 (1H, H-4"), 4.24 (2H, H-5"), ~2.9 (2H, H-11),
1.33 (2H, H-12") y 1.20 (2H, H-13").

RMN 2C (300 MHz, DMSO-dg): 12.05 (CH3), 150.86 (C-1), 163.92 (C-2), 109.91 (C-

3), 135.94 (C-4), 89.15 (C-1°), 133.98 (C-2°), 126.36 (C-3’), 84.28 (C-4"), 64.65 (C-
5%), 155.98 (C-6”), 40.30 (C-117), 29.33 (C-12’) y 25.98 (C-13").
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ESPECTRO No. 2: RMN H* (300MHz, DMSO ds) de la materia prima estavudina .
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ESPECTRO No. 6: COSY (300MHz, DMSO d¢) de la materia prima estavudina.
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ESPECTRO No. 7: NOESY (300MHz, DMSO dg) de la materia prima estavudina.
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ESPECTRO 8: IR del compuesto (1), por la técnica de pastilla KBr.

67



Betanzos Meléndez Laura Capitulo 11. APENDICE

5
2
"~ L
g
a |
R I | 1A LT N
/8 || J S
3 [z f =N W >3 \ = 0 parts
| = | ————
| a e i 08 o s |
| | i parts per Williem | 30 g it e i

*,
739616
767158

736268

208365
ERRIT
1OTIET
1
200
"

T T.AB92

2.0 5.0 7.0 6.0 50 4.0 30 2.0 10 ]
X : parts per Million : 1H

ESPECTRO No. 9: RMN H* (300 MHz, DMSO-ds + CDCl5) del compuesto (1).
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ESPECTRO No. 10: RMN C* (300 MHz, DMSO-ds+ CDCl,) del compuesto (1).
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ESPECTRO No. 13: RMN H* (300 MHz, DMSO-ds + CDCl;) del compuesto (2).
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ESPECTRO No. 14: RMN C* (300 MHz, DMSO-ds+ CDCl,) del compuesto (2).
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ESPECTRO No. 15: DEPT (300 MHz, DMSO-dg + CDCls) del compuesto (2).
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ESPECTRO No. 16: HETCOR (300 MHz, DMSO-dg + CDCl5) del compuesto (2).
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ESPECTRO No. 17: COSY (300 MHz, DMSO-d¢ + CDCl3) del compuesto (2).
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ESPECTRO No. 18: NOESY (300 MHz, DMSO-dg+ CDCl;) del compuesto (2).
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ESPECTRO No. 19: IR del compuesto (3) por medio de la técnica de pastilla KBr.
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ESPECTRO No. 20: RMN H* (300 MHz, MeOD) del compuesto (3).
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ESPECTRO No. 22: DEPT (300 MHz, MeOD) del compuesto (3).
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ESPECTRO No. 23: HETCOR (300 MHz, MeOD) del compuesto (3).
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ESPECTRO No. 24: COSY (300 MHz, MeOD) del compuesto (3).
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ESPECTRO No. 25: NOESY (300 MHz, MeOD) del compuesto (3).
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ESPECTRO No. 27: RMN H* (300 MHz, DMSO+ds) del compuesto (4).
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ESPECTRO No. 28: RMN C* (300 MHz, DMSO+dg) del compuesto (4).
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ESPECTRO No. 30: HETCOR (300 MHz, DMSO+dg) del compuesto (4).
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ESPECTRO No. 31: COSY (300 MHz, DMSO+dg) del compuesto (4).
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ESPECTRO No. 32: NOESY (300 MHz, DMSO+dg) del compuesto (4).
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